METODO DE ADSORCION DE ANTICUERPOS NO ESPECIFICOS Y
OBTENCION DE UN ANTIGENO PROTOPLASMICO, PARA EL DIAGNOSTICO
DE LA PARATUBERCULOSIS".

Se obtuvo un antigeno protoplasmico
de Mycobacterium paratuberculosis
por medio de sonicacién. Este antige-
no fue titulado para encontrar la
concentracién Optima necesaria para
realizar la prueba de inmunodifusién
en gel. El antigeno protoplasmico
presenta determinantes antigénicos
en comun para la mayoria de los

organismos actinomycetales, por io

que se trabajé en un tratamiento de
adsorcion de anticuerpos no especifi-
cos, presentes en sueros de animales
paratuberculosos. Los resultados ob-
tenidos en la prueba de inmunodifu-
sion en gel, después de aplicar el
método de adsorcion de anticuerpos
no especificos, fueron satisfactorios,
debido a que se presenté solamente
una banda de precipitacion. Esta es la
primera vez que en México se obtiene
el antigeno protoplasmico de Myco-
bacterium paratuberculosis, con lo
que se puede evitar la importacion del
mismo; ademas, s la primera vez que
en nuestro pais se utiliza el método
de adsorcion de anticuerpos no espe-
cificos, con lo cual se aumenta la
especificidad y sensibilidad de las
técnicas serolbgicas.
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El diagnéstico determinante de Ia
paratuberculosis se realiza por medio
del aislamiento del Mycobacterium
paratuberculosis (M. paratuberculo-
sis), a partir de heces de animales
infectados (Chiodini, Van Kruiningen
& Merkal, 1984; Lyle, 1983; Yokomizo,
Yugi & Merkal, 1983). Sin embargo,
este sistema presenta limitantes, co-
mo son que el M. paratuberculosis se
excreta -intermitentemente (Hoffsis,
1983; Ramirez, Gonzalez y de Lucas,
1984; Yokomizo, Yugi & Merkal, 1883
ademas se requiere de ires meses
para su desarrollo en medios sintéti-
cos que deben contar con un factor
de crecimiento llamado micobactina
(Hoffsis, 1983; Praxedis, 1985; Rami-
rez, Gonzalez y Palafox, 1985). Es por
estas caracteristicas que se ha dirigi-
do la atenciéon hacia las pruebas:
serolégicas, con las que se adquieren
resultados rapidos y. precisos (Praxe-

‘dis, 1985; Ramirez, Gonzalez y de

Lucas, 1984).

Los antigenos protoplasmicos de
M. paratuberculosis, que se utilizan
en las pruebas seroldgicas, son pre-
paraciones groseras que contienen
determinantes antigénicos en comin
para la mayoria de los organismos
actinomycetaies (Chiodini, Van Krui-
ningen & Merkal, 1984); por este
motivo- la prueba de inmunodifusidn
en gel (IDG), presenta con frecuencia
varias bandas de precipitacion, estas
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confirman la presencia de diversos
tipos de anticuerpos que reaccionan
al antigeno de M. paratuberculosis
{Bellanti, 1972.

La técnica de IDG ofrece resuita-
dos en 24 horas (Ramirez, Gonzalez y
de Lucas, 1984); la limitante de esta
prueba, es la obtencnén frecuente de
resultados falso-positivos. Algunos de
estos resultados se deben a que los
animales estuvieron expuestos al M.
paratuberculosis, desarrollaron una
respuesta inmunologica y se recupe-
raron (Chiodini, Van Kruiningen &
Merkal, 1984} ; otros, son debidos a la
presencia de anticuerpos producidos
contra bacterias como Nocardia spp.
y Corinebacterium spp. entre otras
(Chiodini, Van Krummgen & Merkal
1984; Lyle, 1983).

En 1983 Yokomizo, Yugi y Merkal,
llevaron a cabo una investigacion en
la que eliminaron del suero de anima-
les paratuberculosos, anticuerpos que
provocaban reacciones cruzadas al
utilizar el antigeno protoplasmico del
M. paratuberculosis; este resultado se
logré al usar al M. phlei como agente
de captacion de anticuerpos no espe-
cificos, con lo que se eliminaron una
gran cantidad de reacciones falso-po-
sitivas en la prueba de ELISA. En ese
mismo afo, Lyle, con el uso de la
misma técnica de Yokomizo y col.,
obtuvo resultados satisfactorios en
las pruebas de iDG, mmunoelectrofo—
resis y ELISA,

Por lo tanto, los objetivos de este
trabajo fueron: a) Obtener un antigeno
protoplasmico a partir de la cepa 18
de M. paratuberculosis, que seria
utilizado para las pruebas de diagnds-
~ tico serolégico, y b) Recurrir al M.

- phlel para adsorber los anticuerpos no
especificos que provocan reacciones
cruzadas en la prueba de IDG.

Antigeno protoplasmico. Este anti-
geno se obtuvo al seguir las técnicas
descritas por Lyle en 1983, y por Lyle
y Merkal, 1983: Se cultivo la cepa 18
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de M. paratuberculosis en medio
liquido de Dorset y Henley. Después
de cosechar el paquete celular, se
sonicé durante 60 minutos (sonicador
MSE, 20 micrones de amplitud) y se
centrifugd a 38000 rpm a 4°C durante
dos horas. El sobrenadante se dializé
con agua corriente por 12 horas y fue
liofilizado.

Titulacidén del antigeno protoplas-
mico. Se prepararon las siguientes
concentraciones de antigeno: 50, 25,
12.5, 6.25 y 3.125 mg/mi. Se utilizd la
técnica de IDG descrita por Lyle
(1983); las diluciones del antigeno se
colocaron como se muestra en la
Figura 1, se utilizaron dos sueros
control adsorbidos en E.U.A. y otro
tratado en México.

FIGURA 1.
“TITULACION DEL ANTIGENO PROTOPLASMICO OF
t_?. bg’ aratuberculosis CEPA 18,
PARA LA PRUEBA DE INMUNODIFUSION EN GEL.

O C
ONO

;LAVCA‘ DE IN?;JF*SDIT;QSIGN EN GEL.
1. DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ANTIGENO.
2. SUEROS CONTROL POSITIVOS ADSORBIDOS EN E.U.A,
3. SUERQS CONTROL POSITIVOS ADSORBIDOS EN MEXICO.
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Preparacion del M. phlei. Se culti-
vo el M. phlei en medio liquido de
Dorset y Henley. Se cosechd el
paquete celular, se hicieron alicuotas
de 50 ml que fueron sometidas al
autoclave para inactivarlo, a 15 libras
de presion durante 15 minutos, y se
liofilizaron.

Sueros control. Se trabaj6é con dos
sueros de animales infectados artifi-
cialmente con M. paratuberculosis,
donados- y adsorbidos anteriormente
por el Dr. R.S. Merkal; con 11 sueros
positivos a paratuberculosis determi-
nados anteriormente en México por
IDG, de los cuales siete fueron positi-
vos al cultivo de heces, del Banco de
Sueros del proyecto “Enfermedades
Bacterianas de los Rumiantes” del
CIMEVET, Sector Pecuario INIFAP-
SARH, y con dos sueros negativos a
paratuberculosis del mismo banco de
sueros.

Adsorciéh de anticuerpos no especi
ficos. Los sueros positivos del CIME-
VET se dividieron en dos partes, una .
de ellas recibid el tratamiento de
adsorcion de anticuerpos no especifi-
cos, el cual consistié en lo siguiente:
a 50 microlitros de suero, se le
agrego 5.0 ml de solucion amortigua-
dora de fosfatos que contenia 0.1%
de gelatina y 0.05% de tween 80,
ademas de 5.0 mg/mi de M. phlei
liofilizado. Se colocd en agitacién
constante durante 60 minutos y se
centrifugé a 100 rpm durante 15
minutos. Los sueros se trabajaron de
acuerdo a la técnica de IDG (Figura 2
{Lyle, 1983).

Titulacién del antigeno protoplas-
mico. Se observd que tanto en la
concentracién de 50 mg/mi como en
la de 25 mg/mi de antigeno proto-
plasmico, las lineas de precipitacién
se presentaron muy gruesas y con

FIGURA 2.

DISPOSICION DE LOS SUERDS CONTROL PARA LA OBTENCTON DE

LINEAS DE IDENTIDAD

EN EL DIAGNOSTICO OE PASATUSERCULOSIS.

O

O

O

O

PLACA DE INMUNODIFUSION EN GEL.

1.0ANTIGENO PROTOPLASHICO.

2. SUERDS CONTROL ADSORBIDOS.

3. EN ESTAS POSICIONES SE COLOCAN LOS SUERDS SOSPECHOSOS.

101



tendencia hacia los pozos de los
sueros control. En la concentracion
de 12.5 mg/ml, las lineas se mostra-
ron claras, definidas y entre los pozos
de los sueros y del antigeno. Las
concentraciones de 6.25 y 3.125 mg/
ml no mostraron bandas de precipita-
ciéon definidas. Las lineas de precipi-
tacion de los sueros control de E.U.A.
y las de los sueros tratados en
México formaron una banda continua
de identidad.

Adsorcién de anticuerpos no espe-
cificos. En la porcion de los sueros
que fueron sometidos al tratamiento
de adsorcién de anticuerpos no espe-
cificos, ocho formaron una banda de
precipitacion continua con la presen-
tada por los sueros control de E.U.A_;
los tres restantes no mostraron ban-

das. Las porciones sin tratamiento,

formaron dos o tres bandas de preci-
pitacién. Ocho de estas mostraron
una linea continua con la formada por
jos sueros de E.U.A. Los sueros
negativos no formaron bandas de
precipitacion.

En este trabajo se obtuvo antigeno
protoplasmico a partir de la cepa 18
de M. paratuberculosis.

La regidn de porciones dptimas o
punto de equivalencia para las prue-
bas de IDG se presenta cuando las
concentraciones de antigeno y anti-
cuerpos son equilibradas; esto se
advierte cuando las bandas de precipi-
tacion se muestran claras y definidas,
lo que manifiesta una precipitacion
maxima (Bellanti, 1972 . Para este
lote se descubrio que fa concentra-
cion adecuada para pruebas de IDG
fue de 12.5 mg/m! de antigeno. Cada
lote de antigeno protopiasmico que se
‘produzca debe ser titulado para encop
trar cual es la concentracién adecuada
a utilizar, la que esta en relacién
directa a la cantidad de bacterias
adquiridas en cada cultivo y al proce-
so de obtencién del antigeno (Merkal,
1984)* .

*  Merkal,
sonal.
102

R.S., 1984., comunicacibn per-

Yokomizo, Yugi y Merkal (1983,
demostraron que con el tratamiento
de adsorcién de anticuerpos no espe-
cificos se reducian los resultados
falso-positivos provocados por infec-
ciones producidas por bacterias como
Nocardia spp. y Corynebacterium spp.
principalmente. Este método no afec-
ta los niveles de anticuerpos produci-
dos contra el M. paratuberculosis e
incrementa la sensibilidad y especifi-
cidad de las pruebas serolégicas.

En este trabajo, los sueros que
recibieron el tratamiento de adsorcion
de anticuerpos no especificos presen-
taron una banda de precipitacién
continua con la de ios sueros control
de E.U.A. Esta continuidad es debida
a que los anticuerpos son del mismo
peso molecular y a que su difusién
por el agar se lleva a cabo a la misma
velocidad; por lo tanto, la reaccidon
antigeno-anticuerpc se manifiesta en
fa misma zona (Bellanti, 1972 . Tres
de estos sueros no presentaron ban-
das de precipitacién. Anteriormente,
estos sueros fueron considerados co-
mo positivos mediante la prueba de
IDG; sin embargo, existen causas que
confirman lo contrario: 1) El suero
control que se utilizd no era adsorbi-
do y por lo tanto, fas reacciones que
se presentaron no fueron necesaria-
mente provocadas por anticuerpos
especificos a paratuberculosis, v 2
Fueron tomados como positivos por-
que, en la prueba de IDG, presentaron
lineas de precipitacion semejantes a
las de! suero control. De acuerdo con
las razones antes mencionadas, estos
_sueros no tienen anticuerpos contra el
M. paratuberculosis, pero poseen an-
ticuerpos que reconocen al antigeno
protoplasmico, los cuales dieron lugar
a reacciones falso-positivas. Esto se
confirmdé porque estos sueros no
formaron lineas continuas en la por-
cion que no recibi¢ tratamiento.

- Los sueros sin tratamiento torma-
ron dos o tres lineas de precipitacion



y una de ellas mostré continuidad con
las lineas formadas por los sueros
control., Esto se presenté en ocho de
las porciones, las tres restantes pre-
sentaron dos lineas de precipitacion,
pero no existié continuidad con las
formadas por el suero contirol de
E.U.A. Esto es debido a que el
antigeno protoplasmico admitié diver-
sos anticuerpos que reconocieron sus
determinantes antigénicos (Chiodini,
Van Kruiningen & Merkal, 1984; Lyle,
1983; Yokomizo, Yugi & Merkal, 1983
por los diferentes pesos moleculares
de los anticuerpos y por las diferentes
velocidades de difusion que tienen en
el agar (Bellanti, 1972. Los resulta-
dos anteriores confirman que después
de usar el tratamiento de adsorcién
de anticuerpos no especificos, se
eliminan reacciones que dan lugar a
resultados falso-positivos {Lyle, 1983;
Yokomizo, Yugi & Merkal, 1983). Los
sueros control negativos no formaron
lineas de precipitacién. ,

. El colocar los sueros control en las
posiciones que se sugieren en las
Figuras 1 y 2 tienen como objetivos
que los sueros sospechosos formen
lineas de identidad respecto a ellos.
Asi, si un suero no presenta lineas o
éstos presentan lineas que no mues-
tran identidad con las formadas por
los sueros control, el suero no contie-
ne anticuerpos contra el M. paratuber-
culosis.

Los principales problemas que se
han presentado en las pruebas serol6-
gicas para el diagnéstico de paratu-
berculosis, son la gran cantidad y
frecuencia con que se adquieren re-
sultados  falso-positivos  (Chiodini,
Van Kruiningen & Merkal, 1984; Lyle,
1983). Anteriormente en la prueba de
IDG, aunque se obtenian resuitados
en 24 horas no era del todo satisfac-
toria (Lyle, 1983; Ramirez, Gonzalez y
de lucas, 1984). Esto se observd
porque se usaba un suero control sin
adsorber, el cual mostraba dos o tres

lineas de precipitacion, las que se
tomaban como caracteristicas para el
diagnodstico de paratuberculosis. Ade--
mas, no importaba que los sueros
sospechosos no formaran lineas de
identidad, lo que predisponia a ia
obtencién de resultados falso-positi-
vos; esto estaba influenciado porque
el suero control se colocaba en un
pozo solamente (Praxedis, 1985).

La técnica de IDG se ha perfeccio-
nado, ya que después de someter a
los sueros control al tratamiento de
adsorcion de anticuerpos no especifi-
cos, se adquieren lineas de precipita-
cién especificas; ademas, al colocar
los sueros control adsorbidos en las
posiciones que se sugieren (Figuras 1
y 3, se ha logrado que esta prueba
sea mas especifica y sensible {Lyle,

1983).
SUMMARY

A protoplasmic antigen was obtained
from Mycobacterium paratuberculosis
by sonication. This antigen was made
to find the optimum concentration

‘necessary to work the agar gel immu-

nodifussion test (AGID). This proto-
plasmic antigen presents certain anti-
gens common to the majority of
Actinomycetal organisms, therefore a
non specific antibody treatment of
-absortion was worked to be used in
serum of paratuberculous animals.
The results obtained in AGAID after
working with the method of non
specific antibody absortion were sa-
tisfactory, because only one precipita-
tion band was shown.

This is the first time that proto-
plasmic antigen of M. paratuberculo-
sis is obtained in Mexico, marking
importation unnecessary; besides, it's
the first time that our country uses
the method of non specific antibody
absortion for this disease, incremen-
ting. the sensibility and specificity of
serologic techniques.
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