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Resumen 

Isabel Estevez Denaives. "Identificación de aislamientos de Mycobacterium avium 

subsp. paratuberculosis en pequeños rumiantes de México mediante RFLP". Bajo la 

supervisión del Dr. Gilberto Chávez Gris, de la Dra. Gabriela Barcenas Morales y del 

Dr. Antonio Verdugo Rodríguez. 

La paratuberculosis es una enfermedad de curso croruco que afecta principalmente a los 
rumiantes, causada por A1ycobade1ium avium subsp. paratuberculosis (Map) . Se caracteriza por 
provocar enteritis y linfadenitis granulomatosas. Los estudios empleando la técnica de 
detección de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) han 
demostrado un polimorfismo genético de Map. El objetivo de este estudio fue establecer 
mediante RFLP las diferencias genéticas de A1ycobactenúm avium subsp. paratubemtlosis entre 
aislamientos de origen caprino y O\'ino así como de zonas geográficas diferentes. Con este fin 
se detectaron en diferentes estados de México animales con signos clínicos sugestivos de 
paratuberculosis. E l diagnóstico se confirmó mediante las pruebas de inmuno difusión en gel 
de agar e inmuno ensayo enzimático. Se realizó la necropsia de anin1ales positivos y se 
seleccionaron las muestras de animales con lesiones de tipo multibacilar. Las micobactcrias se 
concentraron a partir de las muestras congeladas de intestino. A partir de los concentrados de 
micobacterias se llevó a cabo la extracción del ADN y el estudio de RFLP, empleando las 
endonucleasas de restricción BstEII y Pstl y la secuencia de inserción IS900 como sonda. 
Finalmente, se realizó el aislamiento de Map en medio de cultivo. Se obtuvo suero de 1043 
animales, de los cuales 137 (13.14%) resultaron positivos a paratuberculosis. Se incluyeron en 
el estudio anatomopatológico 51 animales, 22 de ellos (43. 14%) presentaron lesiones de tipo 
multibacilar. Para el estudio de RFLP, se obtuvo ADN en cantidad suficiente de las 12 
muestras que presentaron la mayor cantidad de micobacterias en tejido intestinal. Se 
identificaron dos patrones nuevos (C33 en una cabra e I3 en 6 ovinos), así como infecciones 
mixtas en un mismo individuo. El ADN de Map obtenido a partir de muestras de intestino de 
las 4 cabras se identificó con el tipo C. A partir de las muestras de origen ovino se identificaron 
los tipos Ce I. Los tipos de Map más comunes en las diferentes zonas geográficas fueron el Cl 
e 13. Se obtuvo el aislamiento de Map en medio de cultivo a partir de las 22 muestras de 
animales con lesiones de tipo multibacilar. 

Palabras clave: paratuberculosis, polimorfismo, RFLP, IS900, caprino, ovino, México. 
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Abstract 

Isabel Estevez Denaives. "RFLP identification of Mycobacterium avwm subsp. 

paratuberculosis isolated from small ruminants of Mexico". Under the supervision of 

Dr. Gilberto Chávez Gris, Dr. Gabriela Barcenas Morales and Dr. Antonio Verdugo 

Rodríguez. 

Paratuberculosis is a chronic disease of small ruminants, caused by Mycobactenºum avium subsp. 
paratuberculosis (Map) . lt produces a granulomatous enteritis and lymphadenitis. A genetic 
polymorphism of Map has been demonstrated by RFLP. The object of this study was to 
establish by RFLP genetic differences of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis between 
caprine and ovine origin isolates as well as between different geographic areas. In severa! states 
of 1vfexico, animals with clinical signs of paratuberculosis were detected, diagnosis was 
confirmed by IDGA and ELISA. Necropsy of positive animals was performed and samples of 
animals with multibacilary lesions were selected. Micobacterias from freezed intestinal samples, 
were concentrated. From this micobacteria concentrate, DNA extraction and RFLP \vere 
performed, employing BstEII y Pstl as restriction endonucleases and IS.900 as probe. Finally, 
Map was cultured. Serum samples of 1043 animals were obtained, and 137 (13.14%) were 
positive to paratuberculosis. Of 51 animals included in the anatomopathologic study, 22 
(43.14%) presente<l multibacilar lesions. Enough DNA for RFLP was obtained only from 12 
samples with larger amounts of micobacteria in intestinal tissue. T \\-o new profiles were 
identified (C33 and 13 in 6 ovines), as well as mixed infection in a same animal. Map DNA 
obtained from 4 goat intestinal samples were identified as C type. Types C and 1 were 
identified in the ovine origin samples. In the different geographic areas, the types most 
commonly found were Cl and the new type 13. From ali the samples of animals with 
multibacilary lesions, Map culture was obtained. 

Key words: paratuberculosis, polymorphism, RFLP, IS.900, caprine, ovine, Mexico. 
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Introducción 

La paratuberculosis es una enfermedad de curso crónico causada por un bacilo ácido 

alcohol resistente denominado iVlycobactenúm avÚtm subsp. paraluberculosis (tlap). E n rumiantes 

domésticos se caracteriza por provocar tanto enteritis como linfadenitis granulomatosas. E l 

signo típico de esta enfermedad es la progresiva pérdida de peso en animales adultos. La 

importancia de esta enfermedad radica en las pérdidas económicas que conlleva así como su 

posible relación con la enfermedad de Crohn en el hombre. Sin embargo, y a pesar de haber 

sido reconocida como una enfermedad de importancia desde hace más de un siglo, aún 

prevalecen muchas dudas en cuanto a las características y patogenicidad del microorganismo. 

La biología molecular es una herramienta reciente que ha sido aplicada al es tudio de las 

micobacteriosis. De es ta forma se ha progresado en conocimientos de genética bacteriana y se 

han m ejorado los métodos diagnósticos. Los es tudios mediante la técnica de· detección de 

polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) han demostrado un 

polimorfismo genético de ¡\f)'cobactenúm avium subsp. paralubermlosis. Al parecer existe cierta 

relación entre cepas, especies afectadas y zonas geográficas. 

E n algunas áreas de I\Iéxico, los rebaños caprinos y ovmos están formados por 

animales importados de países donde la paratuberculosis existe con alta incidencia. Sin 

embargo, se tiene poca información acerca de la prevalencia de la enfermedad y de los tipos de 

Map involucrados en nuestro país . Este estudio pretende identificar la o las cepas de 

!11ycobacterium avium subsp. paratubemt!osis que afectan a los caprinos y ovinos de algunas zonas 

de México, mediante la caracterización de la bacteria por medio de estudios de RFLP . 
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Revisión de la Literatura 

1. Agente causal 

A. Aspectos históricos 

La paratuberculosis fue claramente reportada por primera vez en 1895 por Johne y 

Frothingham. Fue descrita como un caso inusual de tuberculosis en una vaca con enteritis 

crónica con presencia de bacilos ácido alcohol resistentes (BA.AR) en las lesiones.7
•
29

•
7º Bang en 

1906, al reconocer que la enfermedad no era tuberculosis la llamó enfermedad de Johne o 

pseudo tuberculosis.25
'
29 En 1912, el agente causal fue aislado, cultivado, caracterizado y usado 

para reproducir la enfermedad experimentalmente por Twort e Ingram, quienes denominaron 

1 . . ~ l. h J b 1 b . . l 7 29 711 a nucroorgarusmo ilÍJ'couacterium enteritidis e ronicae pseuuotu ercu1osae ovzs ¡ onne. · · 

Pos teriormente se observó que es ta bacteria también afectaba a o tras especies, por lo tanto se 

propusieron nombres más simples como !11ycobacten"um johnei y Mycobactetútm paratubercu/osis.29
'
711 

E n 1990, la micobacteria causante de la enfermedad de Johne fu e denominada "J\1ycobacleTÚtm 

avium subsp. paratubercNlosis.12
' 

B. Estudios de paratuberculosis en México 

E n México, existen pocos trabajos sobre paratuberculosis, el primer reporte de la 

enfermedad en México lo publicó Unzueta en 1936. E n bovinos lecheros del Distrito Federal 

este autor diagnosticó la enfermedad a través de las pruebas de johnina y tuberculina aviaria así 

como con la observación del bacilo en fro tis de heces . Bustamante y G aribay en 1974 reportan, 

mediante pruebas inmunológicas, ovinos de un rebaño del Estado de México positivos a 

paratuberculosis. Ramírez el al. logran el primer aislamiento de Mycobacterium avz"um subsp 

paratNbercu/osis en bovinos lecheros del es tado de Hidalgo en 1979. Este mismo autor demuestra 

m ediante pruebas serológicas la presencia de paratuberculosis en caprinos de los es tados de 

Querétaro y G uanajuato y ovinos del Es tado de México y Querétaro . Logra también es te 

grupo de trabaj o el aislamiento de Map en cultivo a partir de cabras de Q uerétaro y 

G uanajuato. D e Lucas (198-t) comprueba la presencia de la para tuberculosis en un rebaño 

caprino de G uanajuato y compara cuatro diferentes formas de diagnós tico. La prevalencia de la 
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paratuberculosis en caprinos y ovinos sacrificados en cuatro rastros del Estado de México es 

determinada por Pradexis (1985), mediante la inmuno difusión en gel agar (IDGA). En toros 

de lidia de los estados de Nuevo León, G uanajuato, Es tado de l\,léxico y Tlaxcala esta 

enfermedad ha sido reportada. (Barajas et al., 1987; Aburto, 1989; Morales, 1994) Otros 

estudios reportan la prevalencia de la enfermedad en rebaños de ovinos del Estado de México 

y capnnos del Distrito Federal y comparan diferentes pruebas diagnósticas, respuestas a 

vacunac10n o ambas (Hernández, 1991; Oviedo, 1991; Vélez et al., 1995; Vélez, 1998; 

D omínguez, 2000). Chávez-Gris et al. (2004) al realizar un estudio de RFLP de Mycobactetútm 

avium subsp paratuberculosis cultivados a partir de caprinos del Distrito Federal, encontraron el 

tipo C1. Los estudios más recientes en México sobre la para tuberculosis son de Torres (2001) Y 

Alarcón (2002), que comparan la respuesta inmune temprana de cabritos inoculados con Map 

obtenidos de una cabra y de una oYeja. 

C. Nomenclatura actual 

El género M)1cobac!enúm se define en la actualidad como parte de la familia 

Mycobacteriaceae, suborden Coo111ebaderi11ae, orden Actinomy<ftales, subclase /ldinobacteridae, clase 

Actinobacte1ia, división fimacutes, superreino Bacte1ia.7
u Thorel et al. (1990), basados en diversas 

pruebas como determinación de morfología celular y colonial, estudios bioquímicos y 

necesidades para cultivo, clasifican al microorganismo como una subespecie de Mycobacterium 

avzum. 

D. Características 

E n general las rnicobacterias son bacilos rectos o ligeramente incurvados de 1 a 1 O µm, 

que no forman endosporas. E n ocasiones presentan un crecirniento filamentoso del que 

pueden desprenderse formas bacilares o cocáceas. Las micobacterias se caractenzan por ser 

ácido alcohol resistentes. La t:inción de Gram no es de utilidad en la detección de las 

micobacterias. La pared bacteriana es la responsable de es tas propiedades tintoriales.7
u 

Las paredes micobacterianas constan de 4 capas y contienen un 30-60% de lípidos 

incluyendo entre otros, ceras, lipoarabinomanano y ácidos micólicos. 88 La ácido alcohol 
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resistencia de la bacteria se debe a este carácter ceroso de la pared que dificulta la penetración 

de los colorantes así como su eliminación. 70 

Mycobactoium avium subsp. paratuberculosis es un bacilo de 1-2 µm que se tiñe bien con el 

método Ziehl-Neelsen (ZN). En fro tis realizados a partir de tejidos o heces el rasgo más 

característico es que conforma· grumos más o menos grandes de bacilos. Se han reportado 

formas de Map deficientes en pared celular en bovinos con enfermedad de Johne. Es tas 

C d fj . d 1 1 , .d 1 h 1 . 67 !.H 711 iormas e 1c1entes en pare ce u ar no son ac1 o a co o resistentes . · · 

E. Cultivo 

Todas las micobacterias son aerófilas o microareofílicas y crecen a temperaturas de 

entre 25 y 53ºC. E n general no exigen para su multiplicación ningún factor de crecimiento 

específico y se comportan como muchas bacterias respecto a sus requerimientos de medios de 

cultivo. Las colonias de 1\frcobac!erium avúrm crecen lentamente, más de 7 días a una temperatura 

óptima de 37ºC, tienden a formar grumos y su apariencia es lisa o rugosa. 7''.m 

Los medios más empleados para el cultivo del bacilo de Jo hne son Lowenstein-Jensen, 

Herrold y Middlebrook 7H9 o 7H11 (con OADC).2
·
25

·
59

'
69

•
90

•
111 1

•
134 Los medios de cultivo para el 

aislamiento primario de 1\1ycobactenúm avium subsp. paratuberculosis que llevan huevo en su 

composición son suplementados con micobactina J (2mg/ l).25
'
69 Las colonias son pequeñas, 

lisas, húmedas, convexas y no pigmentadas. Para la identificación de Map, son de gran utilidad 

considerar su lento crecimiento (8 semanas o más) así como su dependencia a 

. b · 2 n 18 83 102 123 L · b · l · 1 1 b · · b · 1in mico actma. · · ' · ' as mico actmas a 1gua que as car oxumco actmas y exoque as 

son moléculas con gran capacidad de captación de hierro. Las m.icobacterias las usan para 

extraer del medio que las rodea este oligoelemento necesario para sus sistemas 

enzimáticos. 13
'
74

'
122

'
123 La micobactina P que se o rigina de Mycobacterium phlei fue producida para 

el cultivo de Map hasta que se logró extraer la micobactina producida por lvlycobacterium avium 

subsp. paratubercu/osis, que se nombró micobactina J . Esta micobactina J permitió obtener 

colonias a partir de muestras difíciles de cultivar en medios es tándares adicionados con 

micobactina P.78 E l cultivo de Map a partir de ovinos con paratuberculosis es difícil. Su 

crecimiento es lento y ocasionalmente los intestinos de ovinos infectados con esta bacteria y su 

1 . l . , ill 6 19 29 11 8 134 L l · d M b · · cu tlvo presentan una co orac10n amar enta. · · · · as co 0111as e !JCO actenum amum 
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subsp. paratuberculosis de origen ovino cultivadas en Middlebrook 7H11 /OADC presentaron un 

tamaño que permitió su observación a simple vista y perdieron su dependencia a micobactina 

en primo cultivo.2 

E l bacilo de la paratuberculosis sobrevive por largos periodos de tiempo al exterior del 

animal. E n heces de bovino esta bacteria permanece has ta once meses.25 Se logra el cultivo de 

estas micobacterias después de su almacenamiento a -70ºC por 15 semanas, sin embargo su 

viabilidad disminuye. 1uz.w3 La descontaminación de las muestras de tejido o heces para el 

cultivo de Map se lleva a cabo mediante cloruro de benzalconio, aunque los resultados han 

sido mejorados al emplear cloruro de hexadecil piridinio (HPC) al 0.75%.2
·
19

•
25·n·78 

F. IS900 

A nálisis genómicos del ácido desoxirribonucléico (ADN) han facilitado la detecció n y 

discriminación de Mycobactenúm avium subsp. paratuberculosis con el descubrimiento de la 

secuencia de inserción considerada específica de Map, la IS900. Esta secuencia de inserción 

que se repite de 15 a 20 veces en su genoma, tiene un tamaño de 1451 pares de bases (pb). Se 

ha demostrado que la IS900 codifica una proteína, posible transposasa, denominada p43, de 

399 aminoácidos. E n la cadena opuesta, d gen denominado hed (host expression-dependent) 

codifica una proteína de aproximadamente 5SkDa, de función hasta ahora desconocida.4 1
·r.o 

La conservación de los sitios de inserción de la IS900, así como su exclusi,-idad en 

lv[ycobacterium avium subsp. paratuberculosis, sugieren que las inserciones de la IS900 determinan el 

feno tipo de la bacteria. La presencia de este elemento puede influir en la expresión de genes 

adyacentes por la interrupción directa del marco de lectura o por la introducción de un 

promotor codificado por la IS900. La expresión diferenciada de los genes adyacentes debido a 

la presencia de IS900 puede tener un efecto en la determinació n del fenotipo del 

microorganismo. 17 Por lo tanto, la presencia de IS.900 en Map posiblemente altera la 

patogenicidad del microorganismo.w·112 Inclusive, se ha sugerido que el gen de la IS900, o los 

productos que codifica, se encuentran involucrados en la dependencia a micobactina y 

posiblemente al lento crecimiento de 1\1ycobacterittm avium subsp. paratuberculosis.84 Se ha iniciado 

ya el estudio detallado de los locus de inserción de IS900 así como de los genes adyacentes con 

la finalidad de investigar su relación con la virulencia y variabilidad de cepas. 17 
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Por otro lado, la identificación de secuencias de inserción es una herramienta útil para 

diferenciar Mycobactenúm avium subsp. paratuberculosis de las otras subespecies de Mycobacterium 

avium así como para diferenciar cepas de Map. 11 7 Secuencias de inserción relacionadas con la 

lS900 han sido descritas en micobacterias estrechamente relacionadas con Map. E n 

Alf)1cobacterium avium subsp. avittm se han identificado a la IS901 e IS 124 5 y a IS902 en 

Mycobacterium avium subsp. silvaticum.12
'
43 Las secuencias de inserción se usan comúnmente como 

diagnóstico para la diferenciación de especies micobacterianas. Comparadas con otras 

secuencias blanco en el genoma, el uso de las secuencias de inserción es ventajoso debido a que 

la presencia de múltiples copias incrementan la sensibilidad del diagnóstico. E n estudios, entre 

otros, con la técnica de RFLP, se ha empleado la IS.900 como sonda para su hibridación con 

los fragmentos de ADN .\lU 

Recientemente se ha demostrado que A1ycobacten'um spp. contiene secuencias de ADN 

con una considerable homo logía con la secuencia IS.900. Estas micobacte1ias han resultado 

positivas a· IS.900 mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) empleando iniciadores 

comúnmente utilizados para la identificación de Mycobacterium avútm subsp. paratuberculosis. E l 

aislamiento así como es tudios de RFLP basados en la IS.900, probaron que estas micobacterias 

no corresponden a l'vfap. Las características fenotípicas de estas micobacterias son diferentes ya 

que las colonias no son dependientes de micobactina, su velocidad de crecimiento y coloración 

son distintas. Al realizar RFLP se detectaron 1 a 6 copias de la IS.900 en el genoma. Estas 

micobacterias no han sido plenamente identificadas, sin embargo se encuentran rdacionadas 

con Mycobacterium intrace!lu!are, Mycobacterium scrofulaceum, 1\1ycobacte1it1111 cookii \' Alf)1cobacten'um sp 

cepa IWGMT 90236. Para evitar resultados falsos positivos se recomienda el aislamiento de las 

micobac terias en medio sólido para verificar las características feno típicas de las bacterias así 

como la secuenciación del producto de PCR.36
•
46

•
125 

G. Genoma 

Los genomas de varias micobacterias se encuentran completamente secuenciados y 

publicados como el de lvfycobacterium tuberculosis y de Mycobacterium leprae. La secuenciación de 

Mycobacterium bovis, Nlycobactenúm smegmatis y Mycobacterium avium subsp. avium está en proceso. 

E n cuanto a l'vfap, aproximadamente la mitad del geno ma ha sido analizado 
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(http:/ / www.cbc.umn.edu/ResearchProjects/ AGAC/Mptb/Mptbhome.html) . Los estudios 

comparativos de genomas micobacterianos muestran que M.a.avium y !11.a.paratuberculosis 

h 980 / d h 1 ' 1 . 8 1111211 ~ , . ' . h "d presentan asta un 1 0 e orno ogia en a gunas reg10nes. · · ' anas tecrucas an s1 o 

aprovechadas para determinar las posibles diferencias en el genoma de estas dos micobacterias. 

Su finalidad es establecer secuencias o antígenos específicos de Map como candidatos para su 

utilización en pruebas diagnósticas de mayor especificidad. 111
.7

1
•
1
w Las diferencias en virulencia y 

huéspedes afectados entre A1ycobactmúm avium subsp. avium y Afrcobacterium avium subsp. 

paratuberculosis sugieren la presencia de factores genéticos que determinan estas diferencias. La 

identificación de genes exclusivos de 1\f.a.parat11berc11losis contribuiría a mejorar la comprensión 

. de la patogenicidad de la enfermedad de Johne al revelar factores de virulencia de esta 

micobacteria. 18
'
71

'
125 El elemento denominado GS de Mycobacterium avi11m subsp. paraluberculosis 

tiene un porcentaje de GC de 57.1, porcentaje significativamente menor al promedio (69.31) 

del genoma de esta bacteria. Además, este elemento de 9037 pb codifica 6 genes de elevada 

homología a genes de biosíntesis de lipopolisacáridos y presenta en sus extremos im-ersiones 

repetidas cortas . Estos descubrimientos sugieren la presencia de una isla de patogenicidad, es 

decir la presencia de una región particular de los patógenos que codifica grupos de genes cuyos 

d .b 1 . 1 . 18 125 pro uctos contri uyen a a vltu enc1a. · 

Actuahnente es posible manipular el genoma micobacteriano introduciendo secuencias 

de ADN externo mediante el uso de micobacteriófagos y transposones. '" Para el estudio del 

genoma de J..1ycobacteri11m avium subsp. parat11berc11losis y el aislamiento de genes involucrados en 

la patogenicidad se han desarrollado técnicas para generar mutantes mediante la inserción de 

transposones. 21
'
64 Asimismo, se han desarrollado técnicas de biología molecular para la 

producción de proteínas recombinantes. Las proteínas recombinantes de choque térmico 

Hsp65 y Hsp70 han sido producidas para la evaluación de la respuesta inmune. 72 Las señales 

para la expresión de genes de Map han sido caracterizadas en 6 clonas. Una secuencia 

consenso, en la regió n promotora a 35 y 1 O pares de bases corriente arriba del codón de inicio 

de transcripción ha sido definida.9 

Se ha identificado la secuencia de inserción lSMav2 de J\[ycohacterium avzum subsp. 

paratuberculosis de 1233 pb, posible transposasa. Esta secuencia de inserción no fue amplificada 

en 9 cepas !11. avium y 9 especies diferentes de micobacterias. Este es tudio apoya el uso 

potencial de una PCR basada en ISMav2 como prueba diagnóstica para i\Iap. 120 
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H. Cepas diferentes 

D esde hace varias décadas se sabe que existen al menos dos tipos de 1\!l]cobactenúm 

avium subsp. paratuberculoszS. Esta diferencia se ha es tablecido con base en las características 

feno típicas y geno típicas de las bacterias así como a la especie animal afectada. E l cultivo de 

Map a partir de ovinos y bovinos con paratuberculosis ha demostrado diferencias en cuanto a 

. . . . ' (, 29 11 8 1 H E l di d l . ' 1 d l . 1 . d crecinuento y p1gmentac1on. · · · · me o e cu tlvo mas emp ea o para e a1s anuento e 

.Mycobacterium avium subsp. paratubemrlosú proveniente de bovinos con paratuberculosis es el 

medio modificado de Herrold's con yema de huevo (H ETh1) .59
•
9
º·w

1.rn Sin embargo, el 

aislamiento de Map con H EYM a partir de heces o tejidos de ovinos no ha tenido buenos 

resultados. Un medio más adecuado para este ultimo caso ha demostrado ser el Lowensteiri

Jensen y más recientemente el Middlebrook 7H11 / OAD C. 2
•
69 

Lo~ estudios a nivel molecular, principalmente mediante RFLP han demostrado cierta 

heterogeneidad entre los aislamientos de lv[ycobacterium avium subsp. para/1.1berculosis. Se han 

diferenciado dos grandes grupos de aislamientos definidos como cepas de bovinos y otras 

especies (C) y cepas de ovinos (S). A pesar de estas observaciones, aún no se tiene evidencia 

fi . bl ) . d d b . . b ' dfi .d 1111 1 11x 114 L su 1c1ente para es ta ecer a presencia e os cepas ovina y ovina 1en e 1111 as: · · · · os 

diferentes patrones de ADN permiten es tudiar la transmisión de esta micobac teria entre 

animales de la misma especie o de especie diferente y desarrollar estrategias de ,-igilancia 

epidemiológica . 47,61,81,91, 134, 135, 136 

2. Infección 

A. Transmisión 

Los animales se infectan con Jvfycobactenúm avium subsp. paratuberculosis principalmente 

por la vía oral. Las heces de animales infectados contaminan los alimentos, pastura, agua y 

glándula m amaria.7'
29 E n un estudio temporal basado en un pequeño número de m·ejas sin 

signos clínicos de paratuberculosis, Whittington et al. (2000) determinaron un promedio de 

excreció n en heces, por oveja de 8.36 x 1010 bacilos de Map viables por día. El autor es tim a que 

es ta cantidad de micobacterias sería suficiente para infectar 80 millones de m·ejas , al considerar 

una dosis infectante de 103 bacilos viables. E sta excreción se caracteriza en algunos animales 

8 



por ser intermitente. Aún así, se destaca la importancia de la excreción de !vfycobacte1ú1m avium 

subsp. paratuberculosis en las heces en la dispersión de la enfermedad. 

Se considera que aquellas vacas con una excreción de Map viables en heces de más de 

1000 unidades formadoras de colonias (U FC) / g, también excretan las micobacterias en su 

leche aunque a una concentración menor (5 a 8 UFC / SOml de leche). 55
"

11 4 Las micobacterias 

han sido también aisladas a partir de útero y placenta de vacas infectadas. La infección 

intrauterina del feto puede ocurrir.7•
29 

B. Susceptibilidad 

Los animales mayores pueden ser infectados, aunque los animales de menos de 30 días 

de edad son los más susceptibles a la infección. Por lo tanto, el establecimiento de la infección 

depende de la cantidad de micobacterias ingeridas así como de la edad del animal. 7
'
29 D espués 

de un largo periodo de incubación o etapa subclínica, de forma general las vacas presentan la 

enfermedad clínica has ta los 2 a 5 úios de edad. 7
•
29

•
83 

3. Signos clínicos 

E n los rumiantes los signos clínicos de la paratuberculosis son la pérdida progresiva de 

peso y edema submaxilar. Este proceso de adelgazamiento puede durar varias semanas o 

incluso meses con episodios transitorios de recuperación. Los animales no muestran una 

pérdida de apetito. En los casos más avanzados se llega a estados de caquexia y debilitamiento 

general de los animales con marcada emaciación y atrofia muscular. Se puede presentar pelo 

hirsuto con alopecia y ocasionalmente despigmentación, edema submandibular, postración y 

finalmente muerte. Acompañando a la pérdida de peso frecuentemente los bovinos enfermos 

suelen mostrar una pro fusa diarrea líquida no hemorrágica, no mucoide presente de forma 

. b. . . 25 29 96 E 1 - . In contillua o 1en 111terrrutente. · · n os pequenos runuantes genera 1ente no se presenta 

di d h bl d 1921 111s A l l d d arrea, pero pue en encontrarse eces an as. · · o argo e to o este proceso no se 

suele observar fiebre en los animales afectados.25
'
96 
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4. Lesiones 

A. Lesiones macroscópicas 

Cuando se lleva cabo la necropsia de un rumiante en las fases avanzadas de 

paratuberculosis, se observa en el cadáver una marcada caquexia co n atrofia de las masas 

musculares y una pérdida casi completa de los depósitos grasos. Es te cuadro se puede 

acompú iar de edema intermandibular así como de ascitis e hidropericardio. E n la 

para tuberculosis, los mayores daños se localizan en el intes tino y lin fo nodos mesentéricos . La 

lesión carac terística consiste en un e,·idente incremento en el grosor de la pared intestinal que 

se muestra edematosa y aumentada has ta 2 o 3 veces en su espesor normal. Además, es 

frecuen te la formación de pliegues en la mucosa que no desaparecen cuando se es tira el 

in tes tino. Estas lesiones aparecen en los tramos finales del intes tino delgado, es decir en 

válvula ileocecal, ileon y porciones más caudales del yeyuno así como en el ciego. E n la serosa 

intes tinal se obseffan lin fa ngiectasia, apareciendo los vasos linfáticos mesentéricos como 

cordones de aspecto traslucido, de recorrido tortuoso y prominentes sobre dicha serosa. Los 

lin fonodos de la cadena mesentérica o yeyunal y los ileocecales pueden presentar una marcada 

¡: ., , d . 1 . 6 1927 2996 1U8 E l d d "d d d tumeiacc1011, mos tran ose prorrunentes en e mesenten o. · · · · ' gra o e seven a e 

las lesiones diges tivas es variable entre los animales y no guarda una relación es trecha con la 

d d d 1 . líniº 2996 1(19 grave a e os signos c cos . ' · 

B. Lesiones microscópicas 

Las lesiones histológicas de la paratuberculosis ovina, tan to clínica como subclínica han 

sido descritas por Pérez el al. (1996). E stas lesiones han sido clasificadas de acuerdo a la 

intensidad y distribución de las lesiones, tipos celulares presentes en las lesiones, presencia y 

cantidad de bacterias en las lesiones. 

La lesión tipo 1 se acompaña de pequeños granulomas localizados exclusivamente en 

los espacios interfoliculares de las placas de Peyer. E n este tipo de lesión no se presen tan 

lesiones macroscópicas , ni BAAR. 
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La lesión tipo 2 es mas severa que el tipo 1. Se observan lesio nes granulomatosas 

focales , localizadas tanto en placa de Peyer como en la mucosa relacionada con la misma. No 

se detectan micobacterias en los granulomas, ni lesiones macroscópicas. 

Las lesiones granulomatosas del tipo 3 afectan tanto a las placas de Peyer y mucosa 

asociada como a la mucosa no asociada con tejido linfoide. Se distinguen tres subtipos. 

Subtipo 3a: las lesiones se asemejan al tipo 2, aunque los granulomas se localizan en la 

mucosa no asociada a las placas de Peyer. E n es te caso se distinguen micobacterias dentro de 

los granulo mas. E n algunos animales se observa un discreto engrosamiento de los vasos 

linfáticos. 

Subtipo 3b: Este tipo se caracteriza por una enteritis granulomatosa difusa conformada 

por abundantes macrófagos en la mucosa que provocan su alteración. Se detecta una 

abundante cantidad de micobacterias. La linfangitis y linfangiectasia se observan tanto a nivel 

microscópico como a nivel macroscópico. E n todos los casos la pared intes tinal aparece 

engrosada y corrugada, particularmente el ileon. 

Subtipo 3c: E n este caso también se presenta una ententls granulomatosa difusa 

infiltrado con abundantes linfocitos y células gigantes. No se detectan micobacterias o bien en 

pequeñas cantidades. Las lesiones macroscópicas son similares al tipo 3b. 

A diferencia del estudio anterior, Clarke CJ y Little D (1996) describen las lesiones 

macroscópicas e histológicas de ovinos, clínicamente enfermos. Observan dos tipos distintos 

de enteritis granulomatosa y demuestran una relación significativa entre el tipo celular y el 

grado de infección micobacteriana. La mayoría de los animales perteneció al grupo conocido 

como multibacilar caracterizado por un infiltrado extensivo y difuso de macrófagos en la 

mucosa y submucosa. Esta infiltración se correlacionó significa tivamente con la presencia de 

micobacterias. Los autores compararon este primer grupo al tipo 3b descrito por Pérez et al. 

(1996). E l segundo grupo denominado paucibacilar mostró una marcada infiltración de 

linfocitos y algunas veces de células gigantes. E n este grupo los macrófagos se presentaron 

como pequeños granulomas. Este grupo paucibacilar se asemeja al tipo 3c. 

Corpa et al. (2000) clasifican las lesio nes histológicas de la para tuberculosis capnna 

tanto clínica como subclínica. Las principales diferencias detectadas en las lesiones histológicas 

de caprinos son la presencia de focos necróticos así como la presencia de un tipo de lesió n 

difuso mixto que posee características de las formas multibacilar y linfocítica. E l autor concluye 
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que a pesar de exis tir diferencias, los parámetros de clasificación propuestos por Pérez et al. 

(1996) mostraron ser válidos para los caprinos. 

5. Inmunología 

A. Respuesta inmune 

La hipótesis más aceptada actualmente es que una vez ingerida la micobacteria, hay una 

internación rápida en el intestino. La bacteria inicialmente penetra el domo y zonas 

interfoliculares del tejido linfoide de las placas de Peyer. w9
•
1111 Mediante una transportació n 

transcelular o paracelular a través de las células M, la bacteria accede al compartimiento 

subepitelial de la pared intestinal hasta los macrófagos intra y subepiteliales. 1 w A!fycobactetitm1 

avium subsp. paratubemdosú expresa una proteína de adhesión a fibronectina que se encuentra 

involucrada en la internació n de la bacteria a células epiteliales. Estudios de esta proteína 

sugieren que al unirse la micobacteria a la fibronectina, las integrinas de unión a fib ronectina 

1 fi . d 1 ' l 1 M e ili. , 1 1 . , d b il 111
(> 

1117 L presentes en a super ic1e e as ce u as iac tanan a trans ocac1on e es te ac o. · a 

destrucción del bacilo o la limitación de su multiplicación y desarrollo inicial dependerá del 

d d . . , d 1 , f , d 1 . 1 d . f . , 11 51 113 D d 1 gra o e acttvac1on e os macro agos as1 como e os ruve es e m ecc1on. · · entro e as 

células fagocíticas, la micobacteria tiene la habilidad de inhibir la fu sió n fagosoma-lisosoma. 

Aunque el mecanismo molecular mediante el cual se inhibe la maduración del fagosoma aun 

no se encuentra bien definido, se ha demostrado que la fagocitosis de Map provoca una 

expresión diferenciada de genes en el macrófago.48
'
126 Además, la enzima superóxido dismutasa 

secretada por Map, ca taliza la dismutación de los radicales superóxido a peróxido de hidrógeno 

y oxigeno molecular, protegiendo así al bacilo del estrés oxidativo. De esta forma se ha 

demostrado que J\!1. avium y Map pueden no ser degradadas por los macró fagos y permanecer 

. 11 l (i 75 u . d d f , . 1 1 1 . d 1 mtactos. · · n mecanismo e e ensa contra patogenos mtrace u ares es a apoptos1s e as 

células infectadas, controlando de esta manera el crecimiento micobacteriano. La apoptosis 

ocurre in vitro, en monocitos bovinos y macrófagos murinos infectados con Mycobacterium avium 

b b ¡ · 5 11 su sp. paratu ercu1oszs. · 

D e otra manera, los fagocitos procesan y presentan la bacteria a los linfocitos T. 

Durante las etapas subclúlicas tempranas de la in fección, el microorganismo estimula una 
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respuesta mediada por células caracterizada por fuertes reacciones de hipersensibilidad tipo IV. 

Se inicia el proceso inmune con la formación de un número limitado de pequeños granulomas 

en la zona interfolicular. Los linfocitos T son responsables de la atracción, multiplicación y 

activación de macrófagos. Dentro de es ta población de linfocitos T, los yo juegan un papel 

importante como primera línea de defensa en contra de la invasión de patógenos en las 

respuestas tnmunes tempranas en las enfermedades intestinales, incluyendo a la 

paratuberculosis. E n el caso de los ovinos infectados por 1\1ycobaderium avium subsp. 

paralubercu/osis se ha confirmado un incremento en la cantidad de lin focitos T yo en las placas 

de Peyer de yeyuno e íleon. 15
'
23

'
51

'
11 3 

Conforme la enfermedad progresa de un estado subclínico a un estado clínico, la 

. di d '1 1 d f h 1 d . 6 72 95 respuesta 111mune me a a por ce u as ecrece y una uerte respuesta umora omrna. · · 

Lamentablemente, los anticuerpos no protegen al animal contra la enfermedad ya que 

l\1ycobacten"um avium subsp. paratuberculosis es un microorganismo intracelular. 25
'
113 E n las fases 

f111ales de la enfermedad, la pérdida de la repuesta inmune m ediada por células o inclusive la 

completa anergia permite la rápida diseminación de la infección. 25
,iu 

B. Relación entre respuesta inmune y lesiones 

Pérez et al. (1996) sugieren que las categorías histopatológicas es tán relacionadas con la 

respuesta inmune. Es probable que los animales adultos con lesiones de tipo 1 hayan sido 

infectados a una edad temprana, pero que la infección temprana haya sido frenada por una 

inmunidad celular efectiva. Los tipos 2 y 3a posiblemente representen la progresión de la 

enfermedad en la edad adulta debido a una falla en los mecanismos inmunológicos.93
'
95 

Las lesio nes paucibacilares probablemente representen una forma tuberculoide en la 

que la respuesta es insuficiente para limitar la multiplicación del bacilo pero da una fuerte 

respuesta celular mediada por linfocitos T. 95 E n tejido intestinal de la forma paucibacilar se ha · 

detectado un incremento en la expresión de T NF-cx . Esta citoquina producida principalmente 

por monocitos y macrófagos se encuentra implicada en la patogénesis de inflamación 

granulomatosa y caquexia.6 E n cambio, las lesiones tipo 3b multibacilares representarían una 

forma lepromatosa. Estas lesiones diseminadas compuestas por células epitelioides que 

contienen gran cantidad de BAAR se asocian a una fu erte respuesta humoral y a una pobre 
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respuesta celular. 19
'
93

'
94 La expresión de TNF-cx, IL-1 ~ e IL-6 es elevada en tejido intestinal con 

lesiones multibacilares. Al igual que la TNF-cx, la IL-1 se encuentra implicada en procesos de 

caquexia. Estas citoquinas también son responsables del reclutamiento de células de 

inflamación, incluyendo monocitos, así como de la inducción de proteínas de fase aguda. La 

IL-6 se asocia con el desarrollo de células B y plasmocitos, en lesiones multibac·ilares se 

correlaciona con la fuerte respuesta humoral. r' 

6. Diagnóstico 

A. Lesiones macroscópicas e histopatología 

La presencia de lesiones características macroscópicas así como microscópicas en el 

es tudio h.istopatológico permiten es tablecer el diagnóstico de la enfermedad de J ohne. Sin 

embargo, . se han descrito lesiones macroscópicas y microscópicas núnimas, inclusive en 

. 1 ' l' . 54 lll9 amma es con graves sintomas c 1rucos. ' 

La detección en h.istopatología de los BAA R es considerada como una técnica sencilla 

de diagnóstico rápido. No obstante, en algunos casos la cantidad de bacilos es mínima y puede 

1 d "d . 1 . . 54 1119 no encontrarse en a re uc1 a muestra que se exarruna a mJcroscop10: · 

B. Respuesta inmune celular 

Las pruebas de diagnóstico inmunológico de paratuberculosis presentan una gran 

cantidad de falsos positivos debido a la cercana relación genética entre 1\1)1cobacterium avium 

subsp. paratuberculosis y i\!l. avúm1 subsp. avium. Antígenos expresados abundantemente en Map y 

no en M. avium, como A hpC ,. AhpD, podrían ser utilizados en el diagnóstico de la 

b l . 86 
paratu ercu os1s. 

La intradermorreacción (IDR) se realiza inoculando intradérmicamente extractos 

proteicos obten.idos a partir de 1\-f]cobacterium avzúm subsp. paratuberculosls o bien de M. avium. La 

lectura se realiza de 48 a 72 h midiendo el grosor de la piel en el sitio de 

· l ·, 23543391 109 11 6 L d ·, d d · d · ·fi d (PPD) · d mocu ac1on. ' ' · · · a pro ucoon e un enva o pro teico pun ica o a partlt e 

una cepa de Map representativa de los aislamientos de campo pretende incrementar la 
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detecció n de la respuesta inmune celular en animales infectados con esta micobacteria. Aun no 

ha sido evaluado su potencial diagnóstico en ganado. 11 6 

La prueba de interferón gama se basa en la liberació n de IFN -y que se produce tras la 

es timulación antigénica de los linfocitos T. Los lin focitos sanguíneos son es timulados por 

PPD, posteriormente, la cuantificación de IFN-y se realiza mediante un inmuno ensayo 

enzimático (ELISA).54
'
95 

Estas pruebas diagnósticas basadas en la detecció n de una respuesta inmune mediada 

por linfocitos T, permiten una detección temprana de animales infectados .z.>.62
'
95 Sin embargo, 

aún no se han identificado antígenos específicos de My cobaclerium avium subsp. paratuberculosis y 

b .fi .dd 'bili'dd 7 23541 " 9 E . b . es tas prue as muestran poca espec1 1c1 a y sens1 a . · · ' n 0\' 1110S, se o tuvieron 

valo res de sensibilidad y especificidad de 52.5 y 93.9% respectivamente para la prueba de IFN

y y de 55.6 y 100% con IDR. Se detectó una cercana asociació n entre las respuestas de tipo 

celular y tipo de lesión. Con estas pruebas se detectaron gran parte de ovinos con lesiones 

focales (sensibilidad de 87.5% con la prueba de IFN-y y de 80% con IDR) mientras que en el 

caso de ovinos con lesiones multibacilares se obtuvieron resultados negati,,os. 95 

C. Respuesta inmune humoral 

Con forme la enfermedad persiste y progresa la infección, la respuesta inmune humoral 

se incrementa, por lo que se permite el uso de pruebas basadas en la detección de 

anticuerpos .7'
19

'
110 La prueba de IDGA es una técnica rápida y barata que se ha generalizado en 

los últimos años. Su principal ventaja es que proporciona niveles de especificidad cercanos al 

100%. E n el caso de la sensibilidad, en un grupo de ovinos con lesio nes de tipo multibacilar se 

registró un 100% de sensibilidad, mientras que en el grupo paucibacilar la sensibilidad fu e de 

solamente 30010_6,27,28,54,62,108,130 

E n bovinos, la técnica de ELISA muestra valores elendos de sensibilidad \" 

especificidad . Es ta especificidad se incrementa no toriamente con la preadsorción de los sueros 

problemáticos con 111. phlei, eliminando así gran parte de las reaccio nes cruzada s . ~ · 54 Para el 

diagnós tico de la paratuberculosis en ovinos infectados experimentalmente, se detectó una 

mayor especificidad y sensibilidad con IDGA que con E LISA.62 E ste resultado probablemente 

se deba al empleo de una E LISA que detecta anticuerpos de bovinos y no de ovinos, así como 
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al punto de corte empleado. E l antígeno más frecuentemente empleado en la prueba de E LISA 

es el antígeno protoplásm.ico PPA-3.94
'1.w La prueba de E LISA es capaz de detectar una 

respuesta inmune humoral temprana po r su sensibilidad, pudiendo inclusive identificar 

caprinos infectados con Mycobactenúm avit1m subsp. paraluberculosis tres a seis meses antes que 

IDGA. 130 

D. Detección del agente etiológico 

La identificación microscópica en frotis teñidos mediante Z N es considerada una 

técnica sencilla de diagnóstico rápido. La micobacteria puede ser detectada a partir de muestras 

de heces, mucosa intes tinal o linfonodos. Sin embargo, se pueden obseffar o tros BAAR como 

di . b . ' C. 541ll9 pu eran ser truco actenas saproLttas. · 

E l aislamiento de Jvfycobacte1úm1 avium subsp. para/uberculosis en medio de culti\'O tanto a 

partir de heces como de tejido, es la prueba considerada de referencia ya que posee una 

especificidad absoluta. Como ya se ha mencionado, para evttar el desarrollo de 

microorganismos de crecimiento rápido, es imperativo real.izar una descontaminación de las 

mues tras. 2,1,25,54,77.78 

Los medios de cultivo más habitualmente util.izados son medios a base de huevo como 

el H errold o el Lowenstein-Jensen. Otros medios usados son el Dubos a base de suero o más 

sintéticos com o las diferentes variantes del medio Middlebroo k o el Watson-Reid.54
'
69

•
70 La 

incubación debe real.izarse en condiciones tales que se aporten los nutrimentos necesarios así 

como la adición de micobactina durante periodos largos en que permanecen a 37°C.70 

E l aislamiento de Map es un proced.im.iento largo y que requiere una gran in\'ersión de 

tiempo. A ctualmente, la identificació n de 1\1ycobacterium avium subsp. parat11berCZ1/osis puede ser 

real.izada de una forma muy rápida, sensible y específica a través de la identificación de 

elementos genéticos. E l descubrimiento de la IS900, ha proporcionado una excelente 

herramienta de identificación de esta especie.30
•
54 

La P CR es una técnica rápida que posee una alta especificidad y sensibilidad. Para la 

real.ización de es ta prueba se emplea como secuencia blanco la IS.900. La concentración de la 

m.icobacteria y la posterior extracción del AD N son pasos que deben ser optimizados al 

máximo para incrementar la sensibilidad de la técnica. E l principal problema que l.im.ita el 

16 



rendimiento de la PCR es la presencia de inhibidores de la polimerasa en las muestras fecales y 

de leche.7,38,54/>3, 111 

Otras técnicas de biología molecular como son la electroforesis de campos pulsados 

(PFGE), amplificación aleato ria de ADN polimórfico (RAPD), análisis convencionales de 

restricción por endonucleasas, PCR aunado al análisis con enzimas de restricción (PCR-REA), 

polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP) así como la detección de 

polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) son empleadas 

b , . 1 . . , d l . 1 d 46 54 911 97 104 118 1 )4 as1camente para a caractenzac10n e as cepas a1s a as. · · · · · · · 

7. Participación en zoonosis 

La enfermedad de Crohn en humanos es un desorden sisténuco cuya principal 

manifestación clinicopatológica es la inflamación crónica de intestino. Las regiones más 

frecuentemente afectadas son el ileon terminal y colon.65 La hipótesis de que Mycobacterium 

avútm subsp. paratuberculosis pudiera estar involucrado com o causa de la inflamación crónica de 

intestino de los pacientes con enfermedad de Crohn fue reportada po r primera vez en 1913.45'65 

Actualmente no se ha confirmado es ta hipótesis debido a la dificultad para cultivar este 

microorganismo, especiaLnente en el caso de cepas humanas. Se han aislado micobacterias 

identificadas como 1'vfycobactenºum avium subsp. paratubemt!osú a partir de tej idos de algunos 

pacientes con enfermedad de Crohn.45'65·105 Con el desarrollo de - técnicas moleculares se ha 

reportado la presencia de este microorganismo en una gran cantidad de personas con 

enfermedad de Crohn. Se han utilizado la PCR aplicada a cultivo, a muestras de resección de 

tejido intes tinal y tejido incluido en para fina, así como la hibridació n in situ de tejidos incluidos 

en parafina.45'1l•
5 Se han encontrado dificultades en el desarrollo de estas técnicas y la detección 

de es te microorganismo, probablemente debido a que se presentan solamente forma s 

paucibacilares de la enfermedad y a la complej idad de la pared celular de esta bacteria que 

lin . 1 ., d ADN 4549 105 L . d ~ 1 b . . b b I. fu uta a extracc10n e . · · a presencia e d!JCO actenum azr11m1 su sp. paratu ercu1oszs e 

confirmada en más de un 70% de muestras de tejidos de pacientes con enfermedad de Crohn 

con la técnica de hibridación in situ adaptada para micobacterias de ficientes en pared celular. 

Ninguna de estas muestras de tejido tefüdas con ZN revelaron la presencia de BAAR y todas 

las muestras fueron negativas a PCR basada en la IS900.1'.>
5 La presencia de esta micobacteria 
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también fue confirmada en dos muestras de tejido de un paciente con enfermedad de Crohn 

empleando una técnica de inmunoíluorescencia indirecta y microscopia confocal de laser 

(CSUvI). 85 

La sarcoidiosis es una enfermedad granulomatosa sistémica del humano que comparte 

características con las infecciones micobacterianas. Los resultados poco consistentes en el 

aislamiento de micobacterias o la presencia de BAAR en los granulomas, han llevado a 

proponer una asociación con Propionibactenúm acnes y Propio11ibacte1ium granulosum.42
'
44 También se 

han obtenido resultados positivos a PCR e hibridación con la IS900, sugiriendo la presencia de 

Map en aislamientos, biopsias de piel y fluido cerebroespinal de pacientes con sarcoidiosis. 44 

Sin embargo, en un estudio de PCR de tiempo real (Taq1fan) de muestras de biopsias de 

linfonodos de 108 pacientes con sarcoidiosis no se detectó la IS900 de Mycobactenllm avium 

subsp. paratubercu/osú. 42 

E n varios estudios se ha demostrado contaminación con l\1ycobacterium avium subsp. 

paraluberculosis de la cadena alimenticia de los humanos, principalmente carne de res y leche. Es 

posible que es ta micobacteria sea transmitida de animales infectados a humanos por ingestión 

de agua, carne o productos de origen bovino contaminados.45
'
65 Las vacas lecheras infectadas 

secretan el bacilo de Johne en su leche, aunque la fuente mayor de micobacterias en leche 

· d 1 · · , h d l l ' d l · 55 56 65 114 L , . d proviene e a contam111ac10n con eces e a g an u a mamana. · · · as tecrucas e 

biología molecular también han sido aplicadas a muestras de leche para detectar l\1ycobactetium 

avium subsp. paratubercu/osis. Diferentes grupos de trabajo se han esforzado por mejorar el niYel 

de detección de esta micobacteria. El uso de la separación inmunomagnética en conjunto con 

la PCR (IMS-PCR) así como la captura mediante un péptido de la bacteria aunado a la PCR 

han permitido mejorar la sensibilidad en la detección de Map en leche tanto cruda como 

pasteurizada. Mediante estas técnicas los autores han obtenido resultados positivos con 1 O 

UFC en 50 mi de leche. 56
'
119 En el Reino Unido, se obtuvo un 7.8% de prevalencia de esta 

micobacteria media nte IMS-PCR en 244 muestras leche de vaca en tanque. 59 E n ese mismo 

país una de 90 muestras de leche cruda de cabra en tanque resultó positiva a IMS-PCR, 

mientras que en 14 muestras leche cruda de oveja en tanque no se detectó esta bacteria. 57 La 

prevalencia en Suiza de Mycobactetium avium subsp. paratubercu/osis en 1384 muestras de leche 

cruda en tanque resultó ser de 19.7% mediante PCR.35 Respecto a la persistencia de Map en 

quesos semimaduros y maduros, se ha observado que si bien existe una disminución en las 
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UFC de 2 logaritmos y de 4.3 logaritmos, respectivamente, la eliminación de es ta micobacteria 

no llega a ser completa, pucliendo ser el queso que se elabora con leche cruda contaminada un 

f d . 1 "d 111 actor e n esgo para os consutnJ ores. 

Algunos es tuclios han demostrado que lvlycobactelium avium subsp. paratuberculosis puede 

sobrevivir a las · concliciones de pas teurización comercial, mientras que o tros investigadores 

1 1 d · ' d · · 1 b · 5K r,5 92 1 14 E l ,.1; e ogran a estrucc1o n e es te tnJcroorgarusmo en sus a oratorios. · · · n os w1erentes 

estudios es necesario tener en cuenta las variables como infecció n natural de la leche versus 

inoculación artificial; cantidad de bacterias presentes o inoculadas en la leche; técnica y equipo 

de pasteurización (pasteurización rápida o lenta, en laboratorio o comercial, con o s111 

hom ogeneización de la leche); así como la técnica de detección de 1' Iap después de la 

pasteurizació n, com o son el cultivo, PCR, IMS-PCR, entre o tros. E n es tablecimientos 

comerciales aprobados en Reino Unido se demostró la presencia de f..1ycobade1ium avium subsp. 

paratuberculosis mecliante IMS-PCR en el 11.8% de 567 muestras de leche de ,·aca pasteurizada. 

Esta micobacteria logró ser cultivada a partir de algunas muestras (1.8%) de leche pasteurizada 

de 72 a 7 5ºC por 15 a 25 segundos. 59 E n Canadá, de 71 O muestras de leche en detallistas, 15% 

resultaron positivos a la IS900 mecliante PCR. E l cultivo de estas muestras fu e negativo.
511 

Es tuclios inclican que Map no sobrevive a la pas teurización lenta, empleando una temperatura 

de 60 o 65ºC por 30 rninutos. 5
l
1
•
115 

8. Estudios de polimorfismo 

A. Metodología 

Además de las observaciones feno típicas y epidemiológicas ya mencionadas, existe una 

clara evidencia a nivel molecular de la heterogeneidad de los aislamientos de hfycobactenúm 

avium subsp. paratuberculosis.134 Varios estuclios han demostrado que IS900 es una secuencia de 

111serc1o n útil para el análisis de polimorfismo mecliante RFLP. Al parece r, IS900 es un 

elemento de inserció n es table que presenta múltiples copias en el genoma de Map.611.rn 

También se ha dem ostrado que RFLP es un método sensible que identifica cepas y ha 

d d _i; e · · 1 · d 1' ·f 89 !1? O ' d 1 emostra o w1erencias en vanos a1s a111.1entos e 1v ap . · · - tros meto os como a 

electro foresis de campos pulsados (PFGE) , análisis convencio nales de restricción por 
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endonucleasas y amplificación aleatoria de ADN polimórfico (RAPO), no han podido obtener 

1 d imil. 1 RFLP4191 1114111 o· . . 1 . d ~1 b . . b resu ta os s ares a a . · · · 1sttntos a1s atnlentos e 11ryco aclenum avzum su sp. 

paratubemdosú han sido diferenciados mediante estudios de PCR y restricciones enzimáticas que 

demuestran polimorfismo en la IS 1311. us.rn, La estabilidad de la técnica de RFLP ha sido 

demostrada mediante la comparación de subcultivos de ' 'arias cepas en diferentes laboratorios. 

Todos los subcultivos fueron del mismo tipo de RFLP.9'' 

Sin embargo, diferentes metodologías, iniciadores y enzunas de restricción han sido 

utilizados en los estudios de RFLP. En cuanto a las endonucleasas de restricción, Alul, Xhol, 

Dral no lograron demostrar polimorfismo en los aislamientos de lvlycobacte1ium avium subsp. 

paratubercu!osis. De las enzimas más comúnmente empleadas, BstEII identifica el mayor número 

de polimorfismo, seguido por Pvull, Pstl y Bc!I. A pesar de no ser una enzima comúnmente 

empleada, BamHI identificó un número de polimorfismos similar al número de polimorfismos 

encontrados con BstEII, comprobando de esta manera la utilidad de BamHI en este tipo de 

estudios. 37,89,90,112,114 

E l uso de metodologías, sondas y enzimas de restricción diferentes dificulta la 

comparac1on y es tudios sistemáticos del polimorfismo de las cepas de 1\ ljcobacteTium avium 

subsp. para tuberculosis. E n 1999, Pavlik et al. proponen una estandarización para el análisis de 

Map mediante RFLP, poniendo énfasis en la preparación universal de sondas, el marcaje no 

radioactivo y el análisis del polimorfismo por computadora. Asimismo, estos autores 

almacenaron el protocolo detallado así como todas las imágenes de los diferentes patrones de 

RFLP obtenidos de sus investigaciones y de estudios previos en una base de datos disponible 

en Internet (http: //www.vri .cz/wwwrflptext.htm). 

B. Especificidad de huésped 

Collins et al. (1990), mediante RFLP definieron dos grupos de aislamiento con diferente 

distribució n de huésped. Un grupo designado C ("cattle") incluyó aislamientos de bovinos así 

como algunos aislamientos de caprinos y ovinos. E l segundo grupo designado S ("sheep") fu e 

aislado únicamente a partir de ovinos y una cabra. Actualmente se cuenta con datos de RFLP 

de cientos de aislamientos de diferentes regiones geográficas. E n su mayoría, los aislamientos 

de ovinos han sido del grupo S. El grupo C ha agrupado aislamientos de bovinos, caprinos, 
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h . l . . l . . 14 24 2(, }7 (,J 89 9 1 124 134 umanos, ciervo, a pacas, cone¡os y rumtantes sa va¡es, y un nnoceronte. · · · · · · · · 

Inclusive, en un es tudio de Bauerfeind et al. (1996) el aislamiento de l\llycobaderium avium subsp. 

paratuberculosú a partir de una vaca presentó un patrón diferente al de los 8 aislamientos 

obtenidos a partir de ovinos del mismo sitio. Es te mismo autor encontró una concordancia 

entre los grupos C y S con colonias de crecimiento " rápido" y " lento" , respectivamente. E n 

cambio, Pavlik et al. (1999) , no encontraron relación alguna entre el tipo de RFLP y la tasa de 

crecimiento . Un grupo intermediario denominado 1 ("intermediate") ha sido identificado en 

ovinos. Este grupo demos tró asemejarse más al tipo S que al C. 3 1.l<.u4 

Por o tro lado, cepas del tipo ovino han sido ocasionalmente obtenidas a partir de 

cabras y bovinos. Asimismo, las micobacterias de tipo bovino han sido aisladas a partir de 

ovejas . Estos resultados muestran que ambos grupos de Map prefie ren ciertas especies 

. 1 . í: · · d 1 · d 11 , d l l 47 P4J1? JJ5 arn.rna es sin es tar 10rzosamente restrmg1 os por a especie e 1uespe .- · · - · · -. · 

Los grupos identificados e ingresados por Pavlik et al. (1999) a la base de datos 

disponible en Internet incluyen a los 18 grupos (A a R) obtenidos con la digestión de Pstl. La 

diges tión con BstEII ha generado tres grandes grupos C (1 a 32), S (1 a 3) e I (1 y 2). 

C. Diferencias geográficas 

Variantes de las cepas del grupo de bovinos (C) so n respo nsables de una gran cantidad 

de casos de enfermedad de Johne a través del mundo. 3 1 El tipo de RFLP Cl 7 es el más 

comúnmente observado en bovinos de Argentina al igual que en Inglaterra, mientras que en 

E uropa es te tipo representa una minoría. La similitud entre los patrones de Inglaterra y 

.Argentina es probablemente debida a las importaciones de ganado infec tado desde Inglaterra 

durante el siglo 19. E n cambio el tipo más común en o tros países de E uropa (C 1) no se 

presentó en Argentina. O tros tres tipos observados en .Argentina no concordaron con los tipos 

reportados en E uropa.r. 1
•
8 1 

En México, Chávez-G ris et al. (2004) realizaron un estudio polimórfico de cultivos de 

j\!fycobacterium avium subsp. paratuberculosis de caprinos del centro de México, empleando la IS900 

y la endonucleasa de res tricción BstEII. Los resultados demostraron que el tipo de RFLP de 

Map de los caprinos de ese rebaño correspondía al C 1. Con es ta misma técnica, de 20 

aislamientos provenientes de Estados Unidos, 15 correspo ndieron al tipo C 1. <J<.1 
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En Australia, el tipo más comúnmente reportado en bovinos es el C3, seguido por el 

tipo C 1. Se establecieron importantes diferencias geográficas y de tipo de explotación puesto 

que el tipo C1 predominante en ganado de Victoria no se presentó en el ganado de Nuen 

Gales del Sur. En cambio, el tipo C3 no se presentó en ganado de carne <le Victoria a pesar de 

ser el tipo más común en Nueva Gales del Sur. 134 

E n un estudio de Bauerfeind et al. (1996) empleando PvulI como enzima de restricción 

se encontró una correlación en ovinos entre el tipo de RFLP y un rebaño en particular o área 

geográfica de origen. Los dos tipos de aislamientos provenientes de dos rebaños de Marruecos 

fueron muy similares, observando en un patrón dos bandas más. En cambio, en el patrón de 

bandas del aislamiento proveniente de África del Sur se detectaron 3 bandas más así como la 

ausencia de una banda. Inclusive, todos los aislamientos de ovinos pro,renientes de un mismo 

rebaño, o de ovinos en contacto con ese rebaño presentaron el mismo patrón de RFLP. E n 

cambio, los patrones de RFLP en rebaños sin contacto entre sí presentaron 2 o 3 bandas más ,. 

sugieren fuentes de infección diferentes. 

D. Utilidad del estudio 

La caracterización de dos grupos distintos de cepas de 1\!J1cobaclerium · avi11m subsp. 

paratuberculosis, así como su distribución en diferentes huéspedes podría tener una importancia 

considerable en la medicina veterinaria, principalmente en regiones como Holanda, Nuen 

Zelanda, Australia y México en donde diferentes especies comparten las mismas praderas. El 

hecho que las cabras puedan ser infectadas por cualquiera de los dos grupos de cepas y que 

ocasionalmente los ovinos puedan ser infectados por el grupo e son factores que complican el 

establecimiento de estrategias de control de la enfermedad .31
•
83

•
135 

Una ventaja de la técnica de RFLP es que permite detectar la heterogeneidad de 

Mycobacteri11m avium subsp. paratuberc11losis. Es tos estudios ofrecen la posibilidad de hacer un 

seguimiento de la fu ente de infección y de la transmisión de Map entre varios individuos de un 

mism o hato, entre hatos así como entre diferentes especies animales . ~ 1 ' 89 . us La detección de un 

mismo tipo de RFLP en un rebaño sugiere la infección por una sola cepa de J\!lycobactenúm 

aviirm subsp. paratuberculoszS. Posiblemente la cepa haya sido intro ducida al rebaño por una sola 

fuente y posteriormente transmitida a las sucesivas generaciones. 15 E n ca mbio, la presencia de 
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patrones diferentes dentro de un nusmo hato o rebaño sugiere la introducción de Map 

mediante animales adquiridos de otros rebaños, por animales salvajes o bien por factores 

ambientales como agua y alimento. 81 

La elucidación de posibles relaciones entre los tipos de RFLP con propiedades 

antigénicas, biológicas y bioquímicas podría incrementar la eficiencia de medidas preventivas y 

profilácticas en hatos infectados con paratuberculosis. 8~ 
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Objetivos 

1. General 

A nalizar mediante RFLP el grado de heterogeneidad de lvlycobactoium avium subsp. 

paratubemtlosis obtenidos de intestinos de ovinos y caprinos de diferentes zonas geográficas de 

México. 

2. Específicos 

Estandarizar la concentración de las micobacterias a partir de las muestras de intestinos 

con lesiones granulomatosas de tipo multibacilar. 

Extraer ADN de Afrcobactenúm avium subsp. paratuberculosis a partir del concentrado de 

micobacterias. 

Establecer diferencias en los tipos de RFLP de J\ fycobacterittm avium subsp. paratuberculo.1is 

procedentes de intes tinos de caprinos y ovinos. 

Establecer diferencias en los tipos de RFLP de J\1ycobacteritm1 avium subsp. paratuberculosis 

procedentes de intestinos de caprinos y ovinos por zonas geográ ficas. 
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Material y Métodos 

1. Origen de las muestras 

Las muestras incluidas en es te es tudio fueron seleccionados de 19 localidades de 9 

es tados del país. Se incluyeron muestras de 24 reba11os diferentes de Jalisco, Michoacán, San 

Luis Potosí, Guanajuato, Querétaro, Distrito Federal, Estado de México, Tlaxcala y Veracruz. 

2. Estudio serológico 

A. Obtención de muestras de suero 

Los sueros de 1043 anímales (119 caprinos y 924 ovinos) fueron incluidos en este 

es tudio. Para el es tudio serológico de los animales seleccionados de los es tados de San Luis 

Potosí, G uanajuato, Querétaro y Tlaxcala, se obtuvo una muestra de sangre mediante 

venopunción yugular empleando tubos estériles al vacío sin anticoagulante. Los sueros de los 

es tados de Jalisco, Michoacán, Distrito Federal, Estado de México y Veracruz fueron remitidos 

al laboratorio por Médicos Veterinarios Zootecnistas interesados en el diagnóstico de la 

paratuberculosis en los rebaños. E l suero de 318 caprinos y ovinos se separó y se realizó la 

prueba de IDGA. En los casos en que se permitió el muestreo de la totalidad de los animales, 

la prueba de ELISA fue utilizada para el diagnóstico del rebaño. En total se probaron 725 

sueros de caprinos y ovinos con ELISA. Para las dos pruebas se utilizaron las técnicas descritas 

por Chávez (1993). 

B. lnmuno Difusión en Gel de Agar 

La preparación del gel de agarosa se llevó a cabo mediante el procedimiento descrito en 

el A nexo 1. Se perforaron las placas de Petri mediante un sacabocados que forma 6 rosetas con 

6 pocillos periféricos y uno central de 3 mm de diámetro cada uno. E n el pocillo central se 

depositaron 30 µl de una solución de antígeno protoplásmico de lv!Jcobactetium avium subsp. 

paratuberculosis PPA-3 (Allied,Mo,USA) a una concentración de 4 mg/ ml en agua destilada. E n 

los pocillos superior e inferior se agregaron los sueros controles positivo (30 µl), mientras que 
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en los cuatro pocillos restantes se depositaron 30 µl de los sueros problema. Las placas se 

mantuvieron en cámara húmeda y a temperatura ambiente (LA.) hasta su lectura a las 48 h. 

Los resultados se consideraron positivos cuando se obsen'Ó la aparición de una banda de 

identidad total entre el antígeno y el suero problema, que se continuaba con la del control 

positivo. 

C. lnmuno Ensayo Enzimático 

Los reactivos empleados en la realización de la técnica de E LISA se describen en el 

Anexo 2. Previamente a la realización de esta técnica se llevó a cabo la fijación del antígeno a 

los pocillos de la placa, depositando 100 µl del antígeno protoplásmico de fvfycobacterium aviwn 

subsp. parat11berc11/osis PPA-3 (Allied,I\Io,USA) a una concentración de 0.04 mg/ ml en buffer 

carbonato por cada pocillo. La placa se mantuvo a una temperatura de 4ºC durante toda la 

noche. Los sueros problemas fueron adsorbidos con una suspensió n de Mycobacteri11m phlei 

(Allied,I\fo,USA) a la propo rción de 1 :1 y de igual forma fueron mantenidos a 4ºC durante toda 

la noche. 

Después de lavar las placas con PBS-TG, se depositaron 100 µl del suero problema 

adsorbido en los pocillos con una dilución 1: 100 de PBS-T G . E n cada una de las placas se 

colocaron un suero control positivo y negativo, igualmente adsorbidos con JV!. phlei. Las placas 

se dejaron incubar en cámara húmeda a T.A. durante 2 h. Después de un lavado con PBS-TG 

tres veces, se agregó a rnda uno de los pocillos 100 µl de suero de conejo anti-IgG de cabra 

marcado con peroxidasa de rábano (Sigma,Mo,USA) a una dilución de 1 :4500. Las placas 

fueron incubadas durante 2 h en cámara húmeda a T.A .. Al final de es te periodo, las placas se 

lavaron 3 veces con PBS-TG y se añadió a cada pocillo 100 µl del sustra to ABTS 

(Sigma,Mo,USA). Finalmente, después de una incubación de 15 a 20 min en oscuridad y 

agitación constante, se procedió inmediatamente a la lectura de las placas a través de un 

espectofotómetro de 8 canales empleando un filtro de 450 nm (Elx 800, Bio-tek Instruments). 

Para obtener los resultados se dividió el valor de la densidad óptica del suero 

sospechoso entre la densidad óptica del testigo positivo de cada placa. Se consideraron como 

positivos aquellos sueros cuyo cociente fue mayor a 800. 
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3. Estudio anatomopatológico 

E n el estudio anatomopatológico fueron incluidos 51 animales. Se realizó la necropsia 

de 44 animales que presentaron signos clínicos característicos de paratuberculosis y con 

resultados serológicos positivos. Los animales fueron sacrificados mediante una sobredosis de 

pentobarbital sódico (Pfizer,Edo fvfex,Mex) por vía endovenosa o bien con pisto la de émbolo 

oculto y desangrado inmediato por vena yugular. Durante la necropsia se trn·o especial cuidado 

en la re,risión del intestino delgado. E n el caso de 7 ovinos con sospecha de paratuberculosis, 

porciones de intestino delgado y linfonodos, fue ron remitidos del es tado de Q uerétaro por 

Iviédicos Veterinarios Zootecnistas. 

Para la toma de muestras para el estudio histopatológico, se consideraron las porciones 

de intes tino delgado con lesiones características de paratuberculosis así como secciones de la 

válvula ileocecal y linfonodos mesentéricos. Las muestras obtenidas se colocaron en frascos 

con formalina amortiguada al 10% durante 24 h, se incluyeron en parafin a y se cortaron a 4 ¡.un 

de espesor. Posterio rmente, se tiiieron con hematoxilina y eosina (H -E) así como con la 

tinció n de ZN. 

Con el fin de obtener abundantes micobac terias a partir del tejido intes tinal, se 

selecciona_ro n las muestras de 22 animales que presentaron las lesio nes de tipo multibacilar. 

Debido a la abundancia de BAAR en cada campo, no fu e posible cuantificar de manera exacta 

las micobacterias presentes en los cortes histológicos de tejido intestinal teñidos con Z N . Sin 

embargo, se revisaron las laminillas en diversos campos y se clasificaron es tas 22 muestras en 

tres categorías de acuerdo a !a abundancia y distribución de los BAAR. 

• G rupo 1: BAAR a nivel de la lámina propia en forma difusa. 

• G rupo 2: BAAR en puntas y parte media de \'ellosidades en forma focal. 

• G rupo 3: BAAR en puntas en fo rma dispersa. 

D e los 51 animales sacrificados se tomaron muestras de las porciones de in tes tino 

delgado con las lesiones más aparentes. Es tas seccio nes fueron lavadas con agua y mantenidas 

a -20ºC has ta su procesamiento para la concentración y culti\'O de las micobacterias . 
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4. Concentración de las micobacterias 

A partir de las muestras de tejido intestinal congelados de los 22 animales con lesio nes 

de tipo multibacilar, se siguió el protocolo de concentración de micobacterias propuesto por 

Ratnamohan TN y Spencer TL (1986). E l objetivo de es ta técnica es obtener un concentrado 

de micobacterias, libre de detritus celulares. La finalidad de es te estudio es, a partir de es te 

concentrado de micobacterias, extraer ADN de lvfycobacterium avium subsp. paratubercu/osis en 

cantidad y calidad adecuadas para realizar el RFLP, sin depender del largo tiempo de cultivo de 

es ta bacteria. De acuerdo con Pavlik et al. (1999), se requieren al menos 4.5 µg de ADN de 

1\1ijcobaclenúm avium subsp. paratuberculosú para realizar estudios de RFLP. 

Se descongelaron las muestras de intestino seleccio nadas durante la necropsia \' 

mantenidas a -20ºC. Se abrió el intes tino (porciones de 75 cm2 aproximadamente) y enjuagó 

con agua. E nseguida cada porción de intestino fue lavada con una solución de ampicilina 

(Pisa,Hgo,Mex) a una concentración de 200 mg/ ml en agua des tilada. Se raspó la mucosa 

intestinal empleando una hoja de bisturí estéril y se homogenizó manualmente la mucosa 

intestinal raspada empleando un Ten Broeck. Se prepararon 150 ml de una solución de tripsina 

0.5% (Gibco,Md,USA) en PBS (A nexo 1), ajustando el pH entre 7.5 y 8. La mucosa intes tinal 

ho m ogeneizada fue incubada 30 min. a T.A. en la solució n de tripsina. Se ' 'ertió la solución en 

4 tubos tipo Falcon de 50 ml y se centrifugó a 3220 x g durante 20 min a TA. E l sobrenadante 

fue desechado y el sedimento transferido a un matraz con una solución de lisozima (ICN 

Biomedicals INC.,Ohio,USA) (20 mg/ 100 ml de PBS). La solución fue mantenida en agitació n 

suave durante 1 h. Se centrifugó duran te 20 min a 3220 x g y se desechó el sobrenadante. E l 

sedimento fue resuspendido en 1 O ml de agua destilada y la m ezcla transferida a dos tubos tipo 

Falcon de 15 ml. Nuevamente se centrifugó a 3220 x g durante 20 mina TA. La presencia de 

las micobacterias fue comprobada realizando un fro tis para la o b servación de BAAR a través 

de la técnica de ZN. E l concentrado de micobacterias o btenido fue mantenido a -20ºC hasta 

su procesamiento para la extracció n de A DN. 

Se estandarizó esta técnica de concentración para obtener un concentrado de 

micobacterias libre de restos de tejidos y optimizar la calidad y la cantidad de ADN obtenido 

con la extracción. E n un primer paso se determinó la cantidad de mucosa intes tinal 

ho mogeneizada a incluir en la digestión enzimática con tripsina y lisoúma. La técnica de 
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concentración fue probada incluyendo 2, 4, 8, 16 y 32 g de la mucosa intestinal previamente 

homogeneizada mediante Ten Broeck, en la solución de tripsina. Se procedió a extraer el ADN 

de cada uno de estos concentrados de micobacterias y se evaluó el resultado como se indica a 

continuación (ver punto 5). Una muestra con abundantes núcobacterias y de la cual se disponía 

de una gran porción de intes tino con lesiones características de Map fue emple"ada para este 

primer paso. 

D e acuerdo a los resultados obtenidos con esta primera muestra , se decidió procesar las 

muestras congeladas de la totalidad de los animales con lesiones de tipo multibacilar (22) 

agregando 8 g de mucosa intestinal homogeneizada a la solución de tripsina. 

Se intentó la cuantificación, mediante diluciones, de los BAAR obtenidos en los 

concentrados. Sin embargo, no se obtuvieron resultados satisfactorios debido a la formación 

de agregados de micobacterias. La abundancia de núcobacterias obtenidas en el concentrado 

final así como la presencia de tejido remanente fueron estimadas y se clasificaron las 22 

muestras en tres categorías . 

• Grupo 1: Abundantes BAAR distribuidos de manera difusa en todo el 

campo. 

• Grupo 2: BAAR en grupos, presencia de detr~tus celulares. 

• Grupo 3: Gran cantidad de detritus, no se aprecian claramente los BAr\R. 

5. Extracción de ADN genómico 

La técnica de extracción de ADN de JVfycobacterium avium subsp. paratttberculosis a partir 

del concentrado de núcobacterias obtenido de las mues tras de intestino, se basó en la técnica 

propuesta por Pavlik et al. (1999) para la extracción de ADN de Map a partir de cultivo. Las 

soluciones empleadas en es te procedimiento se encuentran deta lladas en el Anexo 3. 

Antes de iniciar la extracción de ADN, 250 µl del concentrado de núcobac terias 

obtenido fue lavado dos veces con el fin de eliminar los restos de tejido y de disgregar las 

núcobacterias. Con este fin , se agregó 1 ml de PBS/Tween 80 (0.5g/ l) al concentrado, se agitó 

con vortex al menos 1 nún, teniendo cuidado de despegar las núcobacterias adheridas al fondo 

del vial. Los viales fueron centrifugados 2 nún a 12 000 x g y el sobrenadan te desechado. 
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Se inició la extracción de ADN agregando a las micobacterias 400 µl de TE /Tween 20 

y homogeneizando la solución mediante vortex. La solución fue calentada 20 min a 80ºC para 

inactivar las bacterias. E l vial fue mantenido a T.A. para enfriarlo. Se agregaron 50 µI de 

lisozima (100 mg/ ml), se homogeneizó por medio de vortex e incubó toda la noche a 37ºC, en 

agitación constante. 

Con el fin de despegar las micobacterias adheridas a las paredes, los viales fu eron 

homogeneizados mediante vortex. Se agregaron 7 5 µI de SDS al 10% y 20 µI de proteinasa K 

(20 mg/ ml). Se agitaron brevemente con vortex las muestras e incubaron 20 min a 6SºC, 

agitando los viales en el baño l\faria aproximadamente cada 5 min. Se ai'í.adieron 100 µ1 de 

NaCl 5 M y agitaron brevemente. A cada vial fueron adicionados 100 µI de una solución de 

CTAB/ NaCI precalentada 5 min a 65ºC. Por medio de vortex cada muestra fue 

homogeneizada hasta observar en la solución un color blanquesino. Se incubó 15 mina 65°C y 

se dejó enfriar los viales a T.A. unos segundos. Se agregaron 800 µI de 

fenol/cloroformo/ alcohol isoainilico (25:24:1) y se agitaron los viales con vortex al menos 

durante 20 seg. Las muestras fueron centrifugadas a T.A. durante 15 mina 12 000 xg. Todo el 

sobrenadante líquido fue transferido a otro vial nuevo y estéril. E l ADN fue extraído 

nuevamente añadiendo al sobrenadante 800 µl de cloroformo/ alcohol isoamílico (24: 1). 

Nuevamente el sobrenadante líquido fue transferido a otro vial nuevo y estéril y se agrego 

cuidadosamente isopropanol frío en una proporción de 1:0.7 para precipitar el ácido nucleico. 

La solución fue mezclada invirtiendo los tubos cuidadosamente. E l ADN fue incubado 2 h a -

20ºC. Los viales fueron centrifugados 20 min a T.A. en una microcentrifuga a 12 000 x g. Se 

observó el tamaño del precipitado y se estimó la cantidad de TE en el cual debería ser disuelto 

el ADN de acuerdo a las recomendaciones del protocolo de Pavlik et al. (1999). E l 

sobrenadante fue eliminado y el ADN lavado con 1 mi de etanol al 70% frío. Se centrifugó 5 

min a 12 000 x g a T.A. y se descartó el sobrenadante. El ADN fue mantenido a T.A. has ta 

eliminar cualquier remanente de etanol. Finalmente, se disolvió el ADN en la cantidad de TE 

estimada y se incubó 1 h a 6SºC. La calidad y cantidad del ADN de cada una de las 22 

muestras fue evaluada mediante electroforesis de 2 µl de ADN en un gel de agarosa 

(Gibco,NY,USA) al 0.8%, tefüdo con bromuro de etidio (Gibco,Fountain Drive,USA). Tras la 

visualización del ADN en la lámpara de luz ultravioleta, se clasificaron en tres categorías las 22 

mues tras de acuerdo a la intensidad de la banda de ADN. 
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• Grupo 1: Banda de ADN marcada. 

• Grupo 2: Banda de ADN tenue. 

• Grupo 3: No se observa banda de ADN. 

La cantidad en microgramos de ADN se estimó con base en la cuantificación en gel y 

se seleccionaron las 12 muestras que mostraron una calidad y cantidad (4.5 µg) adecuadas de 

ADN en gel para la realización del RFLP. El ADN fue almacenado a 4ºC hasta su utilización. 

6. Reacción en Cadena de la Polimerasa 

A partir del ADN obtenido de las 12 muestras, se realizó la detección del genoma de 

f\1ycobacte1ium avium subsp. paratuberculosis mediante la PCR. Se empleó y efectuó por la autora el 

sistema de PCR múltiple para diferenciación de especies de Mycobactentlm avúrm desarrollado 

por Milan Bartos, en el laboratorio del Veterinary Research lnscitute de la República Checa. 

Con este ensayo se detectan los genes: dna], IS900, IS 124 5 e IS90 1. E n el Cuadro 1 se indica el 

resultado esperado mediante el uso de este sistema para cada una de las micobacterias del 

complejo f\1. avium. 

Cuadro 1. Resultados esperados de la PCR múltiple. 

Subespecies dna] IS900 151245 IS901 
para tuberculosis + + - -

avmm + - + + 
''lJominissuis" + - + -

silvaticum + - + + 

Los iniciadores específicos correspondientes a cada secuencia son los siguientes: 

dnaj: 

MultidnaJf: 5'- GAC TIC TAC AAG GAG CTG GG -3' 

MultidnaJr: 5'- GAG ACC GCC TTG AAT CGT TC -3' 

Tamaño del producto esperado: 140 pb. 
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IS900: 

Multi900f: 5'-TGG TTG CTG TGT TGG ATG GC -3' 

Multi900r: 5'-ACC ATG CAG TAA TGG TCG GC -3' 

Tamaño del producto esperado: 215 pb. 

IS 1245: 

Multi1 245f: 5'- GAG TTG ACC GCG TIC ATC G -3' 

Multi1245r: 5'- CGT CGA GGA i\GA CAT ACG G -3' 

Tamat1o del producto esperado: 385 pb. 

IS901: 

Multi901 f: 5'- GGA TTG CTA ACC ACG TGG TG -3' 

Multi901r: 5'- GCG AGT TGC TTG ATG AGC G -3' 

Tamaño del producto esperado: 577 pb. 

Para la reacc1on de la PCR (40 µl) fueron incluidos: 4 µl de buffer. PCR 1x 

(Finnzymes,Finlandia), 2.5 ml\1 MgCl (Finnzymes,Finlandia), 187.5 µ M de cada 

deoxinucleótido dA TP, dTTP, dCTP y dGTP (Invitek,Alemania), 20 pmol de los iniciadores 

de dna], 10 pmol de los iniciadores de IS900, IS1245, IS901, 2U de Taq polimerasa 

(Finnzymes,Finlandia), y 4 µl de ADN de cada muestra. La reacción de amplificación se inició 

con una desnaturalización a 96ºC por 2 min, seguido por 35 ciclos que consistieron en una 

desnaturalización a 96ºC por 10 seg, alineamiento a 58ºC por 1 O seg y una extensión a 72ºC 

por 1 min. E n el último paso para la extensión final se utilizó una temperatura de 72ºC durante 

2 min (PTC 200 thermocycler, MJ Research, USA) . Como control positivo se amplificaron los 

fragmentos dna], IS900, IS 124 5 e IS901 insertados en el vector pCR.2.1 (Invitrogen). Para el 

análisis de los productos amplificados se utilizaron 1 O µl del producto amplificado para la 

electroforesis en gel de agarosa (Amresco,USA) al 2%, tetudo con bromuro de etidio 

(Amresco,USA) y visualizados en una lámpara de luz ultravioleta (Spectronics 

corporation,USA). E l marcador de peso molecular empleado fue 100 bp (New E ngland 

Biolabs). 
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7. Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restricción 

Se siguió el método estandarizado de RFLP de li1ycobacte1ium aJJium subsp. paratuberculosis 

propuesto por Pavlik el al. (1999). Esta técnica de detección de polimorfismos en la longitud de 

los fragmentos de restricción consta de varias etapas: digestión del 1\ DN genómico con las 

endonucleasas de restricción BstEII y P.11I, separación de fragmentos de ADN mediante 

electroforesis, transferencia del ADN a medio sólido (S outhem blo!tin¿V , preparación y marcaje 

de sondas para la hibridación y finalmente hibridación y detección. Cada una de estas etapas 

fue realizada por la autora en el laboratorio del Veterinary Research lnstitute de la República 

Checa y se describe detalladamente a continuación. Las soluciones empleadas para la 

realización del RFLP se encuentran detalladas en el Anexo 4. 

A. Digestión del ADN ge nómico mediante BstEI 1 y Pstl 

E n cada reacción de diges tión con las enzimas de restricción se incluyeron para un 

volumen final de 20 µl : agua, 2 µl de buffer de digestión (1 OX), 1 µl de enzima de restricción 

(1 OU / µl) y 4.5 µ g de ADN de cada una de las 12 muestras seleccionadas. E n las muestras con 

menor concentración de ADN por mi se realizó la digestión por duplicado, obteniendo así 40 

µl de ADN digerido por muestra. Cada vial con la reacción se centrifugó brevemente y se 

incubó toda la noche. Las muestras a digerir con BstEll se incubaron a 65ºC, mientras que con 

Pstl la temperatura de incubación fue de 37ºC. Con el fin de observar el resultado de la 

diges tión, se agregaron a cada vial 5 µl de buffer de carga y en un gel de agarosa en TBE al 

0.8% teñido con bromuro de etidio, se visualizaron 5 µl de la mezcla . 

B. Separación de fragmentos de ADN mediante electroforesis 

Se prepararon 180 ml de agarosa (Amresco,USA) al 0.8% para un gel de 15 x 25 cm. E l 

gel fue preparado con TBE, sin ai1adir bromuro de etidio y fue incubado a T.A. al menos 1.5 h 

asegurándose de su completa solidificación. Después de colocar el gel en la cámara de 

electroforesis se añadió el buffer TBE hasta cubrirlo totalmente. E n los carriles de los 

extremos se depositaron los marcadores de peso molecular: ADN del fago lambda digerido 
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con H indIII (1,/ HindIII) y 1 kb (New E ngland Biolabs) para los fragmentos obtenidos con 

BstEII y Pstl, respectivamente. E n los carriles centrales se depositaron la totalidad del AD N 

digerido de cada muestra. La electro foresis fue realizada siguiendo las mismas condiciones para 

las dos enzimas: 10 mina 100V, seguido de 16 ha 55V. 

C. Transferencia del ADN a medio sólido ( Southern blotting) 

Al finalizar la electro foresis, el gel fue depositado en una bandeja con 500 mi de agua 

destilada para su la\'ado . E l agua fue eliminada y se incubo el gel en 500 ml de HCl 0.25M por 

1 O min en agitación constante. Nuevamente se enjuagó el gel con agua destilada durante 1 min 

en agitació n. Finalmente, el gel fue mantenido 20 min en agitación constante en 500 mi de una 

solución de NaO H 0.4~'1. La cámara de vacío (modelo 785, Bio-Rad) se preparó colocando en 

el centro dos ho jas de papel filtro de 20 x 25 cm previamente sumergidas en SSC10 X. E ncima 

y en el centro de estas dos hojas se colocó la membrana H ybo nd-N (Amersham) de Nylon de 

15 x 25 cm. D espués de poner la cinta de plástico y teniendo cuidado de cubrir los bordes de la 

membrana, se colocó cuidadosamente el gel encima de la membrana \" la cinta de plás tico. E l 

gel fue cubierto con SSC 1 O X, la tapa fue colocada y la cámara encendida. La transferencia se 

realizó durante 90 min a una presión de 5mmHg. Una vez transferido el ADN a la membrana 

de N ylon, se depositó la membrana de Nylon sobre un papel hasta su secado completo. 

Finalmente, la membrana fue fijada exponiendo durante 4 min ambos lados de la membrana a 

la luz ultravioleta de la lámpara, previamente limpiada. D e es ta forma la membrana puede ser 

almacenada en un sobre de plástico. 

D. Preparación de la sonda 

Para la preparación de la sonda se amplificaron dos fragmentos de la IS900 insertados 

en el vector pCR2.1 (Invitrogen), facilitados por el laboratorio del Y eterinary Research 

Institute de la República Checa. Para la amplificación de los fragmentos ~ IORFEUS 1 y 

MORFEUS 2 se emplearon los siguientes iniciadores: 
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MORFEUS 1: 

IS900 1/ 2F: 5-' GAA GGG TGT TCG GGG CCG TCG CTT AGG -3' 

IS900 1/2R: 5'- GGC GTT GAG GTC GAT CGC CCA CGT GAC -3' 

Tamaño del producto esperado: 412 pb. 

MORFEUS 2: 

IS900 2/ 2F: 5-' GA T GA T CGA GGA GCG ATT TC -3' 

IS900 2/ 2R: 5'- TIT TCG GTC GTA GTA GGT GC -3' 

Tamaño del producto esperado: 303 pb. 

E n el Anexo 5 se detalla la secuencia de nucleótidos de la IS900 así como la posición 

de los iniciadores empleados para la amplificación de los dos fragmentos utilizados. Para un 

volumen fmal de 40 µl, las condiciones de amplificación para cada fragmento fueron las 

siguientes: 20 µl de Master l\li"X (Qiagen), 15.8 µl de agua, 0. 1 µl de cada iniciador (100 µM) y 4 

µl de plásmido. E l programa de amplificación se realizó en un termociclador PTC 200 (MJ 

Research, USA) y consistió en un ciclo de 94ºC por 3 min, seguido de 33 ciclos a 94ºC por 1 

mio, 55ºC por 45 seg, 72ºC por 2 mio y una extensión fmal a 72ºC por 5 mio. Finalmente, la 

muestra se mantuvo a 4 ºC. Para el análisis de los productos amplificados se utilizaron 5 µl de 

la reacción de amplificación para la electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, teñido con 

bromuro de etidio. 

Los fragmentos de tamaño esperado fu eron purificados a partir de la reaccion de 

amplificación mediante el estuche comercial QIAqHick PCR Punfzcation (Qiagen). E n un vial se 

adicionaron 5 volúmenes del buffer PE a un volumen de la muestra de PCR y se mezcló. Una 

columna Q!Aquick fue introducida en el tubo colector de 2 ml y la mezcla de ADN y buffer 

PE fu eron añadidos a la columna. Para unir el ADN a la membrana de la columna se 

centrifugó durante 30-60 seg. E l remanente del tubo colector fue eliminado. Se añadieron a la 

columna 0.75 ml de buffer PE, se centrifugó durante 1 min la columna y se eliminó el 

remanente. Esta centrifugación fue repetida hasta obtener un tubo colector totalmente seco. La 

columna fue introducida en un vial nuevo y estéril de 1.5 ml. Para recuperar el ADN 

purificado, se agregaron 50 µl de buffer EB a la columna y se centrifugó durante 1 mm. Los 

fragmentos esperados de la IS900 ya purificados fu eron empleados como sonda para la 

hibridación. 
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E. Marcaje de la sonda para hibridación 

Para el marcaje de la sonda así como para la hibridación y detección de la membrana se 

empleó el estuche comercial ECL (direct nttcleic aád labelling and detection !JS!em, Amersham). E n 

un vial se agregaron 20 µl del fragmento MORFEUS 1 y 1 µl del marcador de peso molecular. 

Es te marcador fue el mismo gue el empleado en el gel, el cual fu e pos teriormente transferido a 

la membrana. De igual forma 20 µl de ivIORFEUS 2 fueron adicionados a un vial. Con la 

finalidad de desnaturalizar el ADN, estos dos viales fueron incubados en termoblock a 100ºC 

durante 5 min e inmediatamente enfriados en hielo durante 5 min. Se centrifugaron 

brevemente los viales. A cada vial se añadieron primero 20 µl del reactivo de marcaje del 

estuche comercial ECL (peroxidasa de rábano), seguido de 20 µl de glutaraldehido. En ambos 

casos se mezcló la solución con la sonda con la pipeta. Los dos viales se centrifugaron 

nuevamente e incubaron 10 min a 37ºC. La sonda preparada para el marcaje fue empleada 

inmediatamente para la hibridación de la membrana. 

F. Hibridación de la membrana 

La membrana de interés fue introducida en un tubo de hibridación y se añadieron al 

tubo 20 ml de buffer de hibridación incluido en el estuche comercial ECL. Para la 

prehibridación de la membrana, el tubo fue colocado en el horno de hibridación (Robbins 

Scientific Corporation,USA) a 42ºC, 6 rpm de 15 mina 1 h. Una vez preparado el marcaje de la 

sonda, el buffer de hibridación fue vertido a su frasco original y en ese mismo frasco se añadió 

mediante una pipeta la sonda marcada incluida en los dos viales. La sonda fue mezclada 

manualmente y la solución introducida nuevamente dentro del tubo con la membrana. Se 

incubó la membrana dentro del horno de hibridación durante toda la noche a 42ºC, 6 rpm. 

Una vez concluido es te lapso de tiempo se desecharon el buffer de hibridación así como la 

sonda incluidos en el tubo y la temperatura del horno fue ajustada a 55ºC. Para el lavado de la 

membrana se vertió en el tubo una solución de SOS 0.1 /SSC 1 X precalentada a 55ºC y se 

incubó en el horno de hibridación durante 10 min. Se desechó la solución y repitió el lavado 

con estos mismos tiempo, temperatura y solución amortiguadora. Otro lavado de la membrana 

fue realizado en 500 ml de SSC 2 X vertidos en una bandeja. Esta fue mantenida en agitación 
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constante a T.A. durante 5 min. Este lavado se repitió una vez más, quedando así la membrana 

lista para la detección y revelado de las bandas. 

G. Detección de las bandas de la membrana y revelado 

En una bandeja del tamaño de la membrana se mezclaro n 20 mi de cada uno de los dos 

reactivos de detección del estuche comercial ECL. E n esta solución fue sumergida la 

membrana y mantenida en agitación constante durante 1 min. Se eliminó el exceso de solución 

y se cubrió la membrana con una protección de plástico. La membrana fue introducida en el 

casete radiográfico (Amersham). Las burbujas y el exceso de solución fueron eliminados con 

un papel absorbente. Dentro de un cuarto oscuro, se colocó un papel fotográfico (H yperfilm 

de Amersham) encima de la membrana con su protección de plástico y se cerró el casete. E l 

papel y la membrana fueron mantenidos en contacto en el casete durante 4 min. Después de 

este lapso, se sacó el papel fotográfico e introdujo o tro en el case te para obtener una segunda 

imagen. Aun dentro del cuarto oscuro se inició el revelado del papel fotográfico sumergiéndolo 

en la solución de revelado (Fomado n,Rep .Checa). U na vez que se obsenraron las bandas de 

manera satisfactoria, se enjuagó el hyperfilm con agua durante 1 min. Finalmente, se fij ó la 

imagen sumergiendo el hyperfilm en la solución fijadora (Fomadon,Rep.Checa) durante 1 min. 

La imagen pudo ser evaluada detenidamente después de lavar con abundante agua el hyperfilm 

y dejarlo secar. 

Los patrones de las bandas de las 12 muestras fueron comparados con las imágenes de 

los diferentes patrones de RFLP previamente reportados y almacenados en la base de datos del 

Veterinary Research Institute de la República Checa. Los tipos de RFLP de las muestras, que 

correspondieron a estos patrones previamente reportados (Pavlik et. al. , 1999), fueron 

designados de la misma manera. 

8. Aislamiento bacteriológico 

E l medio de cultivo que se empleó es el de Lowenstein-Jensen (Difco,Detroit,USA) 

con y sin rnicobactina J (Allied,Mo,USA). La preparación y siembra de los medios se realizó 

siguiendo las recomendaciones de Adúriz JJ (1993). 
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El medio de cultivo de Lowenstein-Jensen fue preparado disolviendo 12 ml de glicerina 

(Sigma,Mo,USA) en 600 ml de agua destilada. Se añadieron a la solución 37.2 g de medio base 

LJ y se calentó en agitación constante hasta su ebullición. E l medio fue es terilizado en 

autoclave a 121 ºC durante 15 min y se dejó enfriar. Aproximadamente 23 huevos fueron 

lavados y sumergidos en etanol al 70% durante 1 h para desinfectar el cascarón. E n atmósfera 

es téril se adicionaron la vancomicina (Sigma,Mo,USA) (8 µg/ ml) y el cloranfenicol (Labs 

Sophia,Jal,Mex) (0.1 g/l) así como 2 mg/ l de micobactina J disueltos en 4 mi de etanol. Con 

unas tijeras se rompió el cascarón de los huevos y se vertió su contenido en un vaso de 

licuadora. Un litro de huevo batido se filtró a través de un embudo con gasa y se añadió al 

medio. E n tubos estériles con tapón de rosca fueron depositados 1 O ml del medio. Se coaguló 

el medio a 80ºC con el tapón sin cerrar herméticamente y el tubo en posición inclinada. Los 

tubos fu eron incubados a 37ºC durante una noche y después se cerraron herméticamente. Se 

conservaron en refrigeración (2-8ºC) hasta su utilización. 

E l aislamiento de Mycobaderiuin avium subsp. paratuberculosis en medio de cultivo fue 

realizado a partir de los concentrados de micobacterias obtenidos del tejido intes tinal de los 22 

animales con lesiones de tipo multibacilar. Cada una de las muestras fue descontaminada 

agregando en un tubo tipo Falcan 2 g de mucosa intestinal homogeneizada mediante Ten 

Broeck a 45 ml de una solución de 7.6 g de cloruro de hexadecil piridinio (HPC) 

(Sigma,Mo,USA) por litro de agua destilada. Se homogeneizó la muestra mediante vortex y se 

dej ó en repo.so durante 15 min para permitir su sedimentación. Con una pipeta de 

transferencia estéril se tomaron aproximadamente 3 ml del sobrenadante, comenzando encima 

de la interfase y con un movimiento ascendente de la pipeta. Las pipetas fueron colocadas en 

posición vertical durante 24 h. E n atmósfera es téril se sembraron tres tubos con micobactina J 
y un tubo sin micobactina. E n un primer paso se depositaron en cada tubo una sola gota, 

seguido de tres gotas más por tubo con la finalidad de igualar la cantidad de micobacterias 

sembradas. Los tubos fueron incubados a 3 7°C. D espués de una semana se cerraron 

herméticamente los tubos sembrados y se mantuvieron en incubación duran te al menos 34 

setnanas. 
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1 

Resultados 

1. Origen de las muestras 

Para este estudio se obtuvieron muestras de suero, secciones de intestino o ambos, de 

1052 animales. Estos animales provenientes de 24 rebaños diferentes; se encuentran 

distribuidos en 19 localidades, de 9 estados del País . En el Cuadro 2 se detalla el origen 

geográ fico, especie y tipo de muestra. 

Cuadro 2. Origen y resultados serológicos y an atomopatológicos. 

SE R O LOGIA ANATOMOPATOLOGIA 
E ST ADO LOCALIDAD ESPECIE Positivos Positivos 

N ecropsias 
Multi-

/IDGA /ELISA bacilares 
Jalisco Lagos de Moreno Ovino - 27/142 - -

Michoacán Tepalcatepec Caprino - 1/ 20 - -

Mi ch Caprino 0/ 16 - - -

San Luis SLPA Caprino 9/ 9 - 4 3 
Potosí SLPB Ovino 3/9 - 6 1 

SLPC Ovino 4/4 - - -

Mexquitic • Caprino 1/2 - - -

Ovino - 2/3 - -

Villa de Arriaga - Caprino 1/1 - - -

Ovino - 5/8 - -

Guanajuato San José del Torreón Ovino 16/ 197 - 5 4 
Cela ya Caprino · 3/21 - 1 1 

Ovino 0/ 2 - - -

Juan Martín Caprino 0/18 - - -

San José 1 turbide Ovino - - 1* 1 
Querétaro Santillán Caprino 0/3 - - -

Ovino 0/5 - - -

Corregidora Ovino - - 6* 2 
Distrito Topilejo Caprino 1 /1 - 3** 2 
Federal Ovino 4/ 5 - 5 2 
Edo de Méx. Chale o Caprino 3/3 - 3 2 
Tlaxcala TlaxA Caprino 5/13 - - -

TlaxB Caprino 1/ 12 - - -

Veracruz Martínez de la Torre Ovino - 51/549 17 4 

T OTAL 19 49/318 88/725 51 22 

• Sueros colectados en 2 rebúios diferentes * Secciones de intestino enviadas al laboratorio 
• Sueros colectados en 5 reba11os diferentes **No se obtuvo suero de dos cabras 
SLP: San Luis Potosí, Eclo de Méx: Estado ele México, Tlax: Tlaxcala 
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2. Estudio serológico 

D e los 1043 sueros obtenidos, 137 fueron positivos (13.14 %) mediante IDGA o 

ELISA. E n 119 sueros de caprinos, se detectaron anticuerpos contra J\1ycobactmúm avium subsp. 

paraluberculosis en 25 sueros (2 1.01 ° o). D e los 924 sueros de ovino obtenidos de las distintas 

regiones del país, 112 (12. 12%) resultaron positivos a las pruebas empleadas. E n el Cuadro 2 

se detallan el o rigen de los sueros así como la prueba serológica empleada y el resultado. E n la 

Figura 1 se resume el resultado serológico de acuerdo al o rigen geográfico y especie animal. 

Fig. 1. ;\fapa de la República l\ lexicana que indica el o rigen geográfico y especie animal de los sueros de anim ales 
posiÜYos a para tuberculosis mediante ELIS:\ o IDG:\ en relación al número de animales mues treados. e: 

Capnno, o: Ovino, Posiüvos/Número de sueros . J a!.: J alisco; l\ fich.: l\ fichoacán; S.L.P.: San Luis Potosí; Gto.: 
Guanajuato; Qro.: Querétaro; D.F.: D istri to Federal; ;\ lex.: Es tado de l\ léxico; 1lax.: 1laxcala; \ 'er.: \ºe racruz. 

3. Estudio anatomopatológico 

A partir de 11 caprinos y 40 ovinos se obtuvieron secciones de intes tino delgado ,. 

lin fonodos mesentéricos. Estos anin1ales procedentes de 6 es tados del país presentaron signos 

clínicos característicos de para tuberculosis y resultados serológicos positivos. E n todos los 

casos se observaron lesiones macroscópicas típicas de para tuberculosis, como son un 
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engrosamiento del intestino delgado y de la válvula ileocecal así como un aumento de tamaño 

de los lin fonodos mesentéricos. E n ningún caso se obsen ró una coloración amarillenta de la 

mucosa intestinal. 

E n el estudio histopatológico de todos los casos se obsenraron lesiones típicas causadas 

por 1\f:ycobacte1itm1 avium subsp. para!uberculosú, es decir la presencia de granulomas, infiltrado 

linfocitario y linfangitis. Sin embargo, la severidad de las lesiones fueron muy variables entre 

los animales, teniendo 22 animales ( 43.14%) lesiones de tipo multibacilar y 29 animales 

lesiones paucibacilares (56.86%). 

Para continuar el estudio se seleccionaron las muestras de 22 animales que presentaron 

las lesiones de tipo multibacilar. E l Cuadro 2 muestra el origen de los animales incluidos en el 

estudio anatomopatológico así como el origen de los animales con lesiones de tipo 

multibacilar. En estas secciones de intestino de 14 ovinos y 8 caprinos se obseffaron una 

abundante cantidad de BAAR en los cortes histológicos teñidos con ZN. Se clasificaron estas 

22 muestras en tres categorías de acuerdo a la abundancia y distribución de los BAAR. E n la 

Figura 2(a) se detallan los criterios de cada una de estas categorías. 

4. Concentración de las micobacterias 

En este estudio se estandarizó la técnica de concentración de micobacterias para la 

obtención de ADN de esta micobacteria a partir de intestino delgado de ovinos y caprinos. En 

un primer paso se concentraron las micobacterias a partir de 2, 4, 8, 16 y 32 g de mucosa 

intestinal homogeneizada. Al realizar la tinción de ZN de los concentrados de micobacterias de 

esta primera muestra se obseffaron abundantes BAAR distribuidos de manera difusa en todo 

el campo. E l ADN extraído de estos concentrados de micobacterias fue evaluado y se 

determinó que el mejor resultado en cuanto a la cantidad y calidad de ADN se obtuvo al 

efectuar la extracción a partir de los concentrados de micobacterias, que corresponden a la 

adición de 8 y 16 g de mucosa intestinal al método de concentración. 

Los resultados de la concentración de las micobacterias al at1adir 8 g de mucosa 

intes tinal homogeneizada fu eron variables en las 22 muestras procesadas. E n la Figura 2(b) se 

detallan los criterios de cada una de las tres categorías en que fueron clasificadas estas 22 

muestras. 

41 



a) 

b) 

Al comparar la clasificación de las muestras de acuerdo a la abundancia y distribución 

de los BAAR en las secciones de intestino por un lado, y por otro, de acuerdo a la abundancia 

de micobacterias obtenidas en el concentrado final así como la presencia de tejido remanente 

fue posible establecer una relación entre la cantidad de micobacterias presentes en la mucosa 

intestinal y la cantidad de micobacterias obtenidas en el concentrado final. Es decir que, la 

concentración de micobacterias de las muestras con mayor cantidad de B:\AR en las secciones 

de intestino (Grupo 1), resultó en abundantes BAAR distribuidos de manera difusa en todo el 

campo. 

Grupo 1 

BAAR a niYel de la lámina 

propia en forma difusa. 

Grupo 2 

BAAR en puntas y parte media de 

vellosidades en forma focal. 

Abundantes BAAR distribuidos de BAAR en grupos, presencia de 
manera difusa en todo el campo. detritus celulares. 

Grupo 3 

BAAR en puntas en forma 
dispersa. 

Gran cantidad de detritus, no se 
aprecian claramente los K-\ ~-\R. 

Fig. 2. Criterios de clasificación de las muestras: de intestino de acuerdo a la presencia de bacilos ácido alcohol 
resistentes (B.\.:\R) (a) y a la abundancia de micobactenas en el concen trado (b) . G rupo 1: mues tra núm.3; Grupo 
2: muestra núm.5; Grupo 3: muestra núm.15. a) Sección de intestino. Tinción Zl', 1 O X, 1 O X, 40 X. b) 
Concentrado de micobacteria s. Tinción ZN, 100 X. 
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5. Extracción de ADN genómico 

La adaptación de la técnica de extracción de A DN a partir de los concentrndos de 

micobacterias tuvo como finalidad obtener ADN de rnicobacterias directamente a partir de las 

muestras de tejido. Es unportante notar que después de la adición del 

fenol/ cloroformo/ alcohol isoamílico, se detectaron fü\AR en la interfase al realizar la tinción 

de ZN. La cantidad de ADN obtenida al realizar la extracción a partir de los concentrados de 

micobacterias derivados de las muestras con lesiones de tipo multibacilar, fue inconsta nte. 

Mediante la cuantificación en gel de agarosa de estas 22 muestras, siguiendo el mismo 

protocolo, se observaron bandas de ADN de intensidad variable. La clasificación de las 

muestras de acuerdo a la intensidad de la banda de ADN se ejemplifica en la Figura 3. 

Banda marcada 
0.75 µg 

Banda tenue 
0.25 µg 

No se o bserva banda 

o µg 

Fig. 3. Gel de agarosa en T.-\E al 0.8% teñido con bromuro de etidio. Grupo 1.- Carril 1: marcador de peso 
molecular A/ Hi11dIII. Carril 2: 2 µl de .-\DN de la muestra núm. l. Carril 3: 2 µl de ADN de la muestra núm.3; 
G rupo 2.- Carril 1: marcador de peso molecular A/ HindIII. Carril 2: 2 µl de .-\DN de la muestra núm.5. Carril 3: 2 
µl de ,-\DN de la muestra núm.22. Grupo 3.- Carril 1: marcador de peso molecular A/ Hi11dIII. Carril 2: 2 µ! de 
ADN de la muestra núm.13. Carril 3: 2 µl de ADN de la muestra núm.15. 

Comparando la clasificación de las muestras de acuerdo a los BAr\R ob tenidos con la 

concentración de rnicobacterias y resultado de extracción de ADN a partir del concentrado de 

micobacterias, se notó una relación entre la cantidad de micobacterias en los concentrados y la 

cantidad de ADN obtenida. Las muestras clasificadas en el Grnpo 1 (abundantes BAAR 

distribuidos de manera difusa en tocio el campo) se correspondieron con las muestras 

clasificadas en el Grupo 1 de acuerdo al ADN obtenido (banda de J\ DN marcada). Con la 

extracción de ADN a partir de las muestras clasificada s en el Grupo 3 de acuerdo a la 

abundancia de BAAR en el concentrado de micobacterias, no se logró observar una banda de 

ADN. De acuerdo a las recomendaciones de Pavlik el al. (1999), 12 muestras mostraron una 
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calidad y cantidad adecuadas de ADN en el gel para la realización del RFLP. E n el Cuadro 3 

se detalla el o rigen de cada una de estas 12 muestras. 

6. Reacción en Cadena de la Polimerasa 

Los resultados obtenidos mediante la PCR, utilizando los iniciadores específicos para la 

amplificación de la IS901 , IS900, IS 1245 y dnaj, se ilustran en la Figura 4. E n las 12 muestras 

seleccionadas se observó un resultado positivo a IS900, se confirma de es ta manera la 

presencia de ADN de A1ycobacterium avium subsp. paratubercu!osis en todos los concentrados de 

mico bacterias. No se observaron las bandas correspondientes a la amplificación de la IS901 e 

IS 124 5, lo que significa que no se detectó el ADN de M. avium subsp. arium, "M. avium subsp. 

hominissuis" y M. avimn subsp. si!vaticum. E n la amplificación de dna] se obtuvo el producto de 

amplificación esperado (140 pb) y de las muestras 2, 4, 5 y 9 no se apreciaron claramente las 

bandas. 

600 pb 
500 pb 
400 pb 

300 pb 

200 pb 

100 pb 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

577 pb 

385 pb 

215 pb 
140 pb 

Fig. 4. Gel de agarosa en TBE al 2%, teñido con bromuro de etidio. Amplificación mediante PCR de los genes 
dnaj , IS900, IS1245 e I S90 1, a partir del 1\DN extraído del concentrado de micobacterias. Carril 1 y 16: marcador 
de peso molecular 100 pb; ca rril 2 a 13: muestra s 1 a 12; carril 14: control positivo; ca rril 15: control negativo. 

7. Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restricción 

De los 22 animales con lesiones de tipo multibacilar, se obtuvo ADN de k!Jcobacterium 

avium subsp. paratubercu!osis en cantidad suficiente para la realización del RFLP de 12 muestras. 

Las muestras fueron de 4 caprinos y 8 ovinos, provenientes de 9 localidades de 6 estados 

diferentes del país. 

Al digerir el ADN de estas 12 muestras con BstEII se identificaron 5 tipos de RFLP 

diferentes (C1, C33, 13, C1 / 13, C l 8/13). E n el Cuadro 3 se detallan el o rigen geográfico, la 
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especie, raza, crectmiento de lvfycobacte1úm1 avium subsp. paratuberculosú y tipo de RFLP 

detectado de cada una de las muestras. 

Cuadro 3: Origen de las muestras y tipo de RFLP al digerir con BstEII. 

MUESTRA LOCALIDAD ESPECIE RAZA TIPO BstEII CULTIVO 
4 SLPA, S.L.P. Caprino Boer C1 + 
3 SLPB, S.L.P. Ovino Pelibuey C1/ I3 + 
1 San José del Torreón, Gto. Ovino • Pelibuey C1 + 
2 San José del Torreón, Gto. Ovino • Pelibuey C1 + 
5 Celaya, Gto. Caprino Saanen C1 + 
11 San José Iturbide, Gto. Ovino Pelibuey I3 + 
12 Corregidora, Qro. Ovino Ka ta din I3 + 
6 Topilejo, D.F. Caprino* Alpino C1 + 
7 Topilejo, D.F. Ovino* Pelibuey I3 + 
8 Topilejo, D .F. Ovino* Pelibuey C18/ I3 + 
9 Chalco. Edo de Mex Caprino Boer C33 + 
10 Martínez -de la Torre, Ver Ovino Pelibuey 13 + 

• Ovinos que pertenecen al mismo rebatl.o * Animales que pertenecen al mismo rebat'io 
S.L.P.: San Luis Potosí; G to .: G uanajuato; Qro. : Q uerétaro; D.F. : D istrito Federal; falo ele i\ fex. : Es tado de i\ féxico; 
Ver.: Veracruz 

Dos de los 5 patrones obtenidos en este es tudio, no han sido descritos en es tudios 

previos y fueron designados con un nuevo número, respetando la seriación. Se sugiere que 

estos dos patrones son nuevas variables del tipo C e I y fueron nombrados C33 e I3, 

respectivamente. E n la Figura 5 se representa los patrones de los 5 tipos que se detectaron. 

Se puede notar en el Cuadro 3 que el ADN de lvfrcobactmúm avium subsp. 

paratuberculosis originado de muestras de intestino de las 4 cabras se identificó con el tipo C. E n 

el caso del ADN originado de muestras de ovinos se identificaron tipos C (2) e I3 (4), así como 

combinaciones de ambos en un mismo individuo (2). E n la Figura 6 se muestran los tipos de 

RFLP al digerir con BstEII de acuerdo a origen geográfico y especie animal. Los tipos más 
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• 

comunes en las diferentes zonas geográfica s del país fueron el C1 (5 muestras y un C1/I3) e I3 

(4 muestras y un C1/I3 y C18/I3). 

SLP. e: Cl 

1 Ver. o: 13 ~'-------,------------' 
Fig. 6. J\fapa de la República J\ Iexicana que indica el o rigen geográfico y especie animal de los tipos de RFLP 
obtenidos al digerir con BstEII. e: Caprino; o:Onno; O: No se obtu\'ieron mues tras o el .-\DN fue insuficiente; C 1, 
C33, 13, Cl /13 , C18/13: tipos de RFLP.Jal.:Jalisco; :\ lich .: J\ lichoacán; S.L.P. : San Luis Po tosí; G to.: Guanajuato; 
Qro.: Querétaro; D.F. : Distrito Federal; ;\ Iex.: E stado de J\ Iéxico; Tlax.: Tlaxcala; \ 'er.: \'eracruz. 

Mediante el estudio de polimorfismo del ADN obtenido a partir de 9 concentrados de 

micobacterias empleando la enzima de restricción Pstl, se confirmó la clasificación de 

Mycobaclerium avium subsp. paratuberculosis en 3 tipos de RFLP diferentes y combinaciones de 

tipos. En la Figura 7 se representan los patrones de los 4 tipos que se detectaron con Pstl. En 

las 3 muestras clasificadas mediante RFLP con BstE ll como tipo C1 (1, 2, 4) se observó el 

nusmo patrón de bandas. Este patrón fue diferente al patrón de bandas obtenido con las 

muestras 7, 1 O y 11 clasificadas como tipo 13 con BstEII. En estas 3 últimas se identificó el 

mismo patrón de bandas. E l resultado obtenido de la muestra 3 con BstEII (C 1 / 13) se 

confirmó con esta enzima ya que se detectaron en el patrón una combinación de bandas de las 

muestras 1 (C1) y 7 (I3). E l patrón de bandas de la muestra 9 resultó diferente al de las o tras 8. 

A diferencia de los resultados obtenidos con BstEII la muestra 8 (C18/13) parece tener el 

mismo patrón que la 3 (C1 / I3). Sin embargo, en el es tudio de polimorfismo empleando 
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la enzima de restricción Pstl no fue posible comparar los patrones de estos 9 concentrados de 

micobacterias con los previamente reportados debido a que la imagen de las bandas no 

presentó la misma claridad y en algunas zonas no fue posible observar la presencia de las 

mismas. La diges tión con PstI no pudo ser realizada con la muestra 12 debido a que no se 

contó co n ADN en cantidad suficiente. La diges tión de las muestras 5 y 6 no fue adecuada, por 

lo que no se obtuvieron las bandas esperadas y no fue posible comparar los patrones. Para 

validar los resultados anteriormente descritos es necesario repetir la diges tión enzimática del 

ADN micobacteriano. La cantidad de ADN obtenida no permitió realizar una nueva digestión. 

8. Aislamiento bacteriológico 

Los medios de cultivo se mantuvieron en incubación durante 40 semanas en el caso de 

las primeras muestra s que fueron sembradas y 34 semanas en el caso del segundo grupo de 

muestras. Se logró el aislamiento en medio de cu ltivo adicionado con micobactina de 

lvfycobacterium avium subsp paratubemt!osis a partir de las 22 muestra s de animales con lesiones de 

tipo multibacilar. E n ninguno de los medios de cultivo provenientes de las muestras de los 14 

ovinos y 8 caprinos se observó una coloración amarillenta de las colonias de Map. E n los 

medios preparados sin rnicobactina, no se observaron colonias. 

49 



Discusión 

Al revisar los es tudios realizados en México se pudo observar que no se cuenta 

ac tualmen te con in fo rmación concerniente a la distribución de la en fermedad en el país. 

Tampoco se cuenta con es tudios seroepidemiológicos de las áreas de mayor y menor 

1 . d b l . b . · · 1 41221t.>R 41152668U879899 1U0 127- 1311 seropreva encia e paratu ercu os1s en ov111os, ov111os y caprinos. ' · · · · · · · · · · · · 

E n es te es tudio se obtuvieron resultados serológicos positivos a para tuberculosis en caprinos 

de Michoacán, San Luis Po tosí, Guanajuato, D .F., Estado de México y Tlaxcala así como en 

ovinos de J alisco, San Luis Potosí, G uanajuato, D .F. y Veracruz. Mediante histopatología se 

dem os tró la presencia de lesiones características de es ta enfermedad en intes tino delgado y 

lin fonodos mesentéricos de caprinos provenientes de San Luis Po tosí, G uanajuato, D .F. y 

Es tado de México y ovinos provenientes de San Luis Po tosí, G uanajuato, Q uerétaro, D .F. y 

Veracruz. Además se logró el aislamiento de !11ycobacle1ium avium subsp paratuberculosis a partir de 

mues tras de intestino de caprinos y ovinos de estos mismos estados. Estos resultados 

confirman por lo tanto, la presencia de la enfermedad en varios es tados de la República 

Mexicana. 

E n 137 sueros (13.14%), fueron detectados anticuerpos contra Mycobaclenum a!Jlum 

subsp paratuberculosis. E l porcentaje de sueros que resultaron positivos a para tuberculosis fue de 

12. 12<% en el caso de los ovinos y 21.01 % en el caso de los caprinos. E n es te estudio el 

porcentaj e de sueros positivos a esta enfermedad en caprinos es mayor que en el caso de los 

ovinos. Sin embargo, hay que recalcar que la prueba de E LISA fue empleada para el 

diagnós tico de paratuberculosis de rebaños. Es el caso de los 69 1 sueros de ovinos de los 

es tados de Jalisco, Guanajuato y Veracruz. E n cambio, los sueros de caprinos provinieron de 

animales con sospecha de paratuberculosis. 

Si comparamos los resultados serológicos de este es tudio con los trabajos de otros 

autores en México, se confirma que el po rcenta je de animales positivos a paratuberculosis es 

en general superior en es te es tudio. Los porcentajes de sueros positivos de caprinos obtenidos 

son de 0% en San Ltús Po tosí, 10% en Q uerétaro (Ramírez et aL, 1982) ; 1.2 a 8.4 en cuatro 

ras tros diferentes del Es tado de México (Pradexis, 1985); 8.16 y 12.39% en un rebaño del D .F. 

(V élez et aL, 1995); 6.73% mediante IDGA y 15.38% mediante ELISA en tres rebaños del 
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E stado de l'vféxico y Distrito Federal (Vélez, 1998); 3.38% mediante IDG A y 10.83% mediante 

E LISA en un rebaño del D .F. (Domínguez, 2000) . Ramírez el al. (1982) y D e Lucas (1984) 

reportan un porcentaj e de cabras positivas en G uanajuato de 47.2 y 44, respectivamente. N o 

sabemos si el mues treo fu e realizado en el mismo reba 11o, sin embargo la elevada cantidad de 

·cabras con resultado positivo puede ser debida a que, como lo menciona és te último autor, el 

muestreo se realizó en cabras sospechosas de para tuberculosis importadas de Estados Unidos 

en dónde existen antecedentes de la enfermedad. E n cuanto a los estudios serológicos en 

ovinos, se han publicado porcentajes de animales positivos a I'vfa p en el Estado de México de 

17.74% (Bustamante y Garibay, 1974); 0.8% y 4.4% en cuatro rastros diferentes (Pradexis, 

1985); 7.4 y 13.2 (Ramírez et al. , 1987) y 9.28% (O,·iedo y H em ández, 1991 ). E n el estado de 

Q uintana Roo, Ramírez et al. (1987) reportan un porcentaje de animales positivos de 1.6% . 

N uevamente, el porcentaje de ovinos positi,·os en este es tudio es superio r a los anteriores, 

probablemente debido a que se seleccionaron animales y rebaños con sospecha de 

para tuberculosis. 

La to talidad de los 51 animales sacrificados \º de los cuales se ob tuvieron muestras de 

intestino delgado y lin fonodos mesentéricos, tu\·ieron lesio nes típicas de para tuberculosis tanto 

macro com o microscópicamente. Las muestras de te jido de ovinos ascendieron a 40, mientras 

que las muestras de tejido de únicamente 11 caprinos fueron incluidas en es te es tudio. Esta 

diferencia se debe a la mayor cantidad de mues tras de ovinos incluidas en el es tudio serológico . 

Histológicamente, 22 muestras ( 43.14%) presentaron lesiones de tipo multibacilar, 

consideradas como tipo 3b. E n estas secciones de intes tino de 14 m·inos y 8 caprinos se 

observaron una abundante cantidad de BAA R en los cortes histológicos. E l hallazgo de 

lesiones de tipo multibacilar es congruente con estudios de varios autores que señalan que 

confo rme la enfermedad p rogresa de un es tado subclinico a un es tado clínico, la respuesta 

inmune mediada por células decrece y una fu erte respuesta humoral domina.6'
72

'
95 Además, las 

1 . l 'b il . 3b . f h l 199394 E di es1o nes mu ti ac ares tipo se asocian a una uerte respuesta u mo ra . · · · n es te es tu o 

los animales que fu eron sacrificados presentaron signos clínicos característicos de la 

enfermedad de Johne y tuvieron una respuesta positiva a paratuberculosis con pruebas de 

inmunidad humoral, con excepción de 4 casos. Al clasificar la lesiones histopatológicas de 

animales con lesiones características de la enfermedad de Johne, otros autores reportan un 
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porcentaje de ovinos multibacilares de 28.05% (Pérez et al. , 1996), 69% (Clarke y Little, 1996), 

57.89% (Burrells et al., 1998) y 42.63% (Pérez et al., 1999). E n caprinos con lesiones de 

paratuberculosis, Corpa et al. (2000) encontraron un porcentaje de lesiones de tipo multibacilar 

de 50%. Los porcentajes de ovinos y caprinos con lesiones de tipo multibacilar reportados por 

es tos au tores, son en general semejantes al 43. 14% indicado en es te estudio . 

E n es te trabajo, el porcentaje de cabras con lesiones de tipo multibacilar es mayor 

(72.73%) gue en caso de los ovinos (35%). H ay guc considerar guc la diferencia en es tos 

porcentajes se puede deber a gue para el caso de las cabras se seleccionaron animales con 

signos clínicos y seropositividad a IDGA; para el caso de los ovinos se realizó el diagnóstico de 

rebaño en algunos casos y se empleó la prueba de ELISA. D e es tos 17 ovinos, solamente 4 

(23.53%) presentaron lesiones de tipo multibacilar. Es to concuerda con lo descrito por Clarke 

et al. (1996), guienes demues tran una correlación entre la cantidad de BAAR e IDGA mayor 

gue entre la cantidad de BAAR y ELISA, por su parte, Vélez (1998) también observó es ta 

relación entre positividad a IDGA y presencia de lesio nes multibacilares. 

A partir del tejido intes tinal, previamente congelado, de los 22 animales con lesiones de 

tipo multibacilar, se realizó la concentración de micobac terias. La obtención de un concentrado 

de micobacterias libre de detritus celulares tuvo como finalidad lograr una extracción de A D N 

de 111ycobactnútm azrium subsp paratubercu!osú de pureza y cantidad suficientes para la realización 

del RFLP. Esta técnica de concentración de micobac terias aunada a la extracción de A D N 

permite reducir el tiempo de diagnóstico de paratuberculosis o de o tras técnicas com o el 

RFLP. Los es tudios de polimorfismo mediante RFLP, al extraer directamente AD N de Map a 

partir de tejido in tes tinal pueden ser finalizados en dos semanas . E n cambio, no es posible 

obtener el resultado de polimorfismo al extraer AD N a partir de aislamientos de Map, en 

menos de 8 semanas. E sto se debe a gue el cultivo de Map reguiere de periodos prolongados 

de desarrollo y su cultivo a partir de ovinos con paratuberculosis es en algunos casos 

difícil. ' 9.29,I34 

Ratnamohan TN y Spencer TL (1986) proponen la técnica de concentración de 

micobacterias como herramienta para la producción de antígenos específicos de Mycobacterútm 

avium subsp paratubercu!osis de campo, a partir de casos clínicos de bovinos con 

para tuberculosis. E n es te es tudio se es tandarizó la técnica de concentración de micobac terias 
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para la obtención de ADN de esta micobacteria a partir de tejidos de intestino delgado de 

ovinos y caprinos. Esta técnica fue efectuada con la totalidad de las muestras con lesiones de 

tipo multibacilar, agregando 8 g de mucosa intestinal homogeneizada. Sin embargo, al te1ür 

mediante ZN los concentrados de micobacterias obtenidos a partir de estas 22 muestras, los 

resultados fu eron variables. Se notó que a partir de las· muestras con mayor cantidad de BAJ\R 

en las secciones de intestino, se apreciaron abundantes BAAR distribuidos de manera difusa en 

el frotis realizado. E n cambio, las muestras clasificadas en el grupo 3 de acuerdo a la 

abundancia de micobac terias en tejido intestinal, correspondieron a las muestras clasificadas en 

el grupo 3 de acuerdo a la concentración de micobacterias. 

Es difícil comparar estos resultados con los de otros autores, debido a que en los 

estudios realizados no se ha comparado adecuadamente la cantidad de rnicobacterias presentes 

en tejido intestinal, con la cantidad de micobacterias obtenidas al finalizar su concentración. 

Ratnamohan TN y Spencer TL (1986) cuantifican las bacterias en los frotis intes tinales de los 

bovinos así como del concentrado de mico bacterias. Este autor obtiene entre 105 y 109 

bacterias por g de mucosa intes tinal. Sin embargo, menciona que la tendencia de Map a formar 

agregados produce dificultades en es timar el número de células. E n 1990, Collins et al. logran 

realizar el RFLP mediante es ta misma técnica de concentración, a partir de rnicobacterias 

obtenidas directamente del tejido intes tinal con abundantes BAAR de cuatro ovinos. No 

obstante, no se especifica en la publicación la cantidad inicial de micobacterias en tejido 

intestinal y final en el concentrado de rnicobacterias. Challans et al. (1994) describen una 

técnica de concentración de rnicobaterias a partir de linfonodos, aunada a la detección de 

Mycobacte1ú1m avium subsp paratuberculosis mediante PCR e hibridación. La técnica se basa en la 

adició n de xileno al tejido. Tampoco se especifican en este estudio las cantidades iniciales y 

finales de rnicobacterias. Por o tro lado, no se requieren elevadas concentraciones de ADN para 

la PCR y su uso para RFLP no ha sido probado. Choy et al. (1998) comparan cuatro diferentes 

técnicas de concentración de rnicobacterias a partir de mucosa intestinal de cinco ovinos con 

enfermedad de Johne. Obtiene los mejores resultados con el uso de sacarosa y cloruro de 

po tasio como medios de separación para la centrifugación por gradientes . Esta técnica resultó 

en un peso húmedo de BAAR mucho mayor que con una modificació n del procedimiento de 

diges tión enzimática de Ratnamohan TN y Spencer TL (1986). E l autor menciona que la 

abundancia de BAAR en los raspados de mucosa intestinal varió entre estos cinco ovinos con 
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lesiones de tipo multibacilar y que la cantidad de Map concentrados dependió del número de 

organismos presentes en la mucosa intestinal. Además, Collins et al. (1990), Challans et al. 

(1994) y Choy et al. (1998), no especifican la presencia o no de detritus celulares. La cantidad 

de rnicobacterias fue suficiente en estas cinco muestras para el análisis de RFLP. Este resultado 

es confirmado por Whittington et al. (2000) ya que en 163 muestras de intes tinos de ovinos de 

un total de 168 incluidas en el es tudio, emplea esta técnica y logra el análisis de RFLP. 

La extracción de ADN de Mycobacterium avium subsp paratuberculo.ris se llevó a cabo en 

este es tudio a partir del concentrado de rnicobacterias obtenidas de tejido intestinal de animales 

multibacilares, a diferencia de otros grupos de trabajo que realizan la extracción de ADN de 

Map a partir de cultivo. A pesar de haber seguido el mismo procedimiento para las 22 

muestras, la cantidad y pureza de ADN evaluado mediante electroforesis fueron muy variables. 

La clasificación de las muestras de acuerdo a la intensidad de la banda de f\DN observada en el 

gel, pone en evidencia que existe una relación directa entre la cantidad de micobacterias 

presentes en tejido intestinal y la cantidad de ADN resultante. Las muestras incluidas en el 

G rupo 1 de acuerdo a la abundancia de rnicobacterias en tejido intestinal fueron incluidas en el 

es tudio de RFLP. E n cambio, de las muestras con BAAR en puntas en forma dispersa (Grupo 

3 de acuerdo a la abundancia de rnicobacterias en secciones de intestino) no se obtuvo ADN 

en cantidad suficiente para realizar la digestión enzimática . Estos resultados sugieren que el 

ADN obtenido proviene de los BARR. Por o tro lado, se puede concluir que el método de 

concentración de rnicobacterias, aunado al método de extracción de ADN empleados en este 

es tudio permiten obtener ADN de 1\1ycobactenúm avium subsp paraluberculosis en cantidad 

suficiente para llevar a cabo la técnica de RFLP, en las muestras con mayor abundancia de 

rnicobacterias en tejido intestinal (clasificadas en el G rupo 1 en este estudio). La cantidad de 

ADN obtenida en las muestras del G rupo 2 no fue suficiente en algunos casos para realizar el 

estudio de polimorfismo. Este resultado probablemente se debe a que las muestras que fu eron 

incluidas en el estudio histopatológico provenían de las porciones de intes tino con lesiones de 

paratuberculosis más aparentes. Es posible que la cantidad de BAAR presentes en los cortes 

histopatológicos no siempre correspondieran a la cantidad de B.tV-\R presentes en la to talidad 

de la sección intestinal empleada para la concentración de las micobacterias. Varios autores han 

demostrado que para estudios en que la extracción de ADN se lleva a cabo a partir de cultivo, 
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es ta técnica es de gran utilidad para el RFLP (Pavlik et al. 1999; Moreira et al., 1999; Chávez

G ris et al. , 2004). E n es te es tudio se confirma que la técnica de extracción de ADN de 

l\1ycobacten"um avú1m subsp paratubercu/osls propuesta por Pavlik et al. (1999) es adecuada para la 

obtenció n de ADN de Map a partir del concentrado de micobacterias de las muestras 

intes tinales clasificadas en el G rupo 1. Sin embargo, es importante resaltar que en muestras de 

los 3 grupos, después de la adición del fenol/ cloroformo/ alcohol isoamilico, se detectaron 

BAAR en la interfase al realizar la tinción de ZN. Las micobac terias permanecen intactas aún 

después de la adición de lisozima, SDS/ proteinasa K y CTAB/N aCl, cuya finalidad es la 

ruptura de la pared celular de la bacteria y liberación del AD N. La efectividad de esta técnica 

es, por lo tanto, deficiente en las muestras con una menor cantidad de BAAR (Grupo 3) ya que 

no se logra obtener AD N de la to talidad de las micobacterias. 

Es posible que la obtención de ADN pueda ser optimizada probando otros protocolos 

de extracció n de AD N. Para es tudios de RFLP la extracción de AD N de lllf)'cobactenúm avium 

subsp paratubemdosis se ha llevado a cabo por métodos enzimáticos, principalmente lisozima y 

proteinasa K . Varias técnicas han sido adaptadas y publicadas para lograr una extracció n de 

AD N adecuada para RFLP, sin embargo no se ha comparado la eficiencia de cada una de 

11 14 2689')º 124 132 A · d BAAR d dir d ·· d d · Ch ! e as. · · · · · parttr e concentra os ·ectam ente e tep o e ovrnos, oy et a. 

(1998) y Whittington et al. (2000) emplean lisozima, mutanolisina, proteinasa K , SD S y CTAB 

para la extracción del AD N . Es tos autores digieren 2 µ g del ADN obtenido de cada muestra y 

logran el análisis de RFLP. N o se especifica en el es tudio la cantidad de micobacterias 

presentes en las muestras de tejido, no obstante sería interesante comparar los resultados de la 

extracción de AD N a partir de tejido intes tinal de las muestras clasificadas dentro del G rupo 3 

al emplear el método propuesto por Choy et al. (1998) y Whittington et al. (2000) y el método 

empleado en es te es tudio. 

O tros autores han empleado diferentes técnicas de extracción del AD N de 

ll1ycobactenúm avúm2 subsp paratuberculosis: enzimáticas (lisozima, proteinasa K); físicas 

(frío/ calor, perlas de circonio, microondas) y químicas (guanidina, Tri ton X-100) así como 

combinaciones de és tas. Challans et al. en 1994 combinan la concentración de micobac terias a 

partir de tejido mediante xileno, con la lisis de micobacterias mediante agi tación de perlas de 

circonio y ex tracción del ADN con isotiocianato de guanidina. E l A DN obtenido permite 
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realizar PCR, aunque, su empleo para RFLP no ha sido probado . Garrido et al. (2000), 

comparan diferentes técnicas de extracción de ADN de Map para su uso en la PCR de 

muestras fecales. Con el método de extracción enzimático (lisozima, proteinasa K), el autor 

demostró que la técnica no se obtuvo suficiente ADN para su detecció n. E n es te es tudio se 

confirman los resultados reportados por Garrido et al. (2000), ya que la técnica empleada fue 

también enzimática. E l método de extracción de Challans así como el que utiliza la 

combinación de frío / calor (nitrógeno líquido) con TE-Tri ton X-100, son capaces de obtener al 

menos 130 µg/ml de ADN. A pesar de obtener una cantidad menor de ADN con este 

segundo m étodo, el número de resultados positivos mediante la PCR se incrementó. Sería, por 

lo tanto, recomendable intentar la extracción de ADN con esta técnica a partir de muestras con 

menor cantidad de rnicobacterias, como son aquellas descritas para los grupos 2 y 3 en es te 

es tudio, con el fin de evaluar su uso para estudios de polimorfism o mediante RFLP. Sin 

embargo, para la evaluación de es tas técnicas de extracción de ADN es necesario recordar que 

los estudios de polimorfismo basados en la longitud de los fragmento s de restricción requieren 

de una gran cantidad de ADN cromosomal de alto peso molecular y otros métodos para el 

aislamiento de ADN causan fragmentación del ADN. Por ejemplo, es tudios acerca del efecto 

de la lisis por calor en la integridad del ADN de lvfycobacten"um INbercNlosis indican que el ADN es 

fragmentado en segmentos de aproximadamente 2 kb o menos (Zwadyk el al. , 1994). 

Con el fin de verificar que el ADN de Mycobacte1úm1 avium subsp paratuberculosis se 

encuentra presente en las 12 muestras seleccionadas y determinar si el ADN de otras 

micobacterias se encuentra presente, se decidió llevar a cabo una PCR múltiple. E n todos los 

casos se amplificó el fragmento esperado de la IS900, confirmando así que el ADN obtenido a 

partir del concentrado de rnicobacterias pertenece a Map. O tros autores han demostrado la 

existencia en rnicobacterias no relacionadas con Map de una secuencia de inserción muy similar 

a la IS900, que derivan en resultados falsos positivos mediante el empico de es ta técnica . No 

obstante, es posible diferenciar es tas rnicobacterias de Map ya que en cultivo no son 

dependientes de rnicobactina y en algunos casos las colonias prese ntan una coloración 

amarillenta. Además, el número de copias de estas secuencias de inserció n similares a la IS900, 

es variable en el genom a de las rnicobacterias y diferente al número de copias de la IS900 de 

Map (1 a 6 versus 15 a 20). Estos autores indican que resultados positi\'OS a Mycobacten.um avium 
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subsp paratuberculosis mediante PCR, empleando la I S900, pueden ser confirmados 

secuenciando el producto amplificado, mediante una PCR basada en la amplificación de otra 

secuencia de inserción específica de Map, o bien, comparando los patrones de 

RFLP 111>64<>7 11 211 12s D d 1 1 d d RFLP · 1 · d di . · · · · · e acuer o a os resu ta os e y a1s affilento e es te es tu o, se 

confirma la presencia de JVÍ)'cobacterium avzum subsp paratuberculosis en los concentrados 

obtenidos a partir de tejido intestinal. 

Por otro lado, mediante la PCR múltiple no se ob tuvieron productos de amplificación 

de I S90 1 e IS 124 5. Estos resultados concuerdan con diversos estudios en que se comprueba 

que ll!f:ycobacte1ú1m amum subsp paratuberculosis no contiene en su genoma la IS901 e IS 1245 

(Kunze et al., 1992; Collins et al., 1997) . La ventaj a de una PCR múltiple es poder detectar en 

una sola prueba el genoma de diferentes o rganismos. E n esta PCR se seleccionó la 

diferenciación de ADN de micobacterias del complejo l\1ycobacterium avium. Los resultados 

muestran que se detectó únicamente ADN de J..1ycobacte1iNm avi¡,¡m subsp pamtuberculosis en los 

concentrados de micobacterias obtenidos a partir de intestino de ovinos y caprinos con 

enfermedad de Johne. E llingson et al. (2000) también desarrollaron una PCR múltiple 

empleando la I S900, IS90 1, IS 124 5 y 16s rRNA. Sus resultados muestran que se logra la 

diferenciación de MJ1cobacterium awúm subsp avium de Mycobactenum avium subsp paratuberculosis y 

de otras micobacterias relacionadas. Los resultados de es te autor así como los resultados 

obtenidos en este es tudio demuestran que la PCR múltiple es una prueba sencilla, rápida y 

sensible para detectar y diferenciar Mycobacte1ium avillm subsp amum de l\iÍ)'CObacterium amum subsp 

para tuberculosis. 

La PCR múltiple empleada en es te estudio incluye la detecció n del gen dna]. Sin 

embargo, no se obtuvo de manera clara el producto de amplificación esperado en 4 de 12 

muestras. Estos resultados no concuerdan con otros es tudios que indican que el gen dna] es 

altamente conservado en los genomas bacterianos. Aunque Takewaki et al. (1994) demuestran 

que el gen dna] de l\1ycobactenúm amum subsp amlfm y Mycobacteli1m1 aw·um subsp paratuberculosis 

son casi idénticos (99% de homología). Por otro lado, Victor et al. (1996) señalan una variación 

en el gen dna] de Mycobacterzúm amum subsp amum, por lo que no recomienda el empleo de una 

PCR específica de especie basada en el gen dna]. Los resultados de este es tudio en la 

amplificación de dna], posiblemente se deban a la variació n de es te gen en diferentes cepas de 

Mycobacten.um amum subsp paratuberculosis. 

57 



Fue posible realizar el es tudio de polimorfismo genético mediante RFLP de 

lvlycobacterium avium subsp paratuberculosis obtenido a partir de tejido intestinal de ovinos y 

caprinos con lesiones granulomatosas de tipo multibacilar. Estos resultados concuerdan con 

los de Collins et al. (1990), Choy et al. (1998) y Whittington et al. (2000) que lograron el estudio 

de polimorfismo de ADN de Map obtenido directamente de tejido intes tinal de ovinos. Collins 

et al. (1990) confirmaron que el ADN obtenido de los BAAR preparados directamente a partir 

de tejido intestinal tuvieron el mismo patrón que el ADN obtenido del aislamiento de 

Mycobactm'um avium subsp paratuberculosis cultivado a partir del tejido intestinal del mismo 

animal. Por otro lado, Choy et al. (1998) y Whittington et al. (2000) obtienen el mismo patrón 

de RFLP (S 1) que el descrito por Collins et al. (1990). Los resultados de estos autores indican 

que .el ADN genómico de Map no es afectado por el método de concentración y que los 

patrones de las bandas no se alteran. 

Los resultados de RFLP mediante la digestión del ADN genómico de 12 inuestras con 

BstEII sugieren la presencia de dos nuevos patrones que fueron nombrados C33 e 13. El 

patrón de bandas obtenido con el RFLP de estos dos tipos no han sido reportados y no se 

encuentran descritos en estudios previos. Sin embargo, es importante señalar que el es tudio del 

polimorfismo de !llycobacterium avium subsp paratubemt!osis mediante RFLP ha sido realizado por 

pocos grupos de trabajo de ciertos países y principalmente con muestras obtenidas a partir de 

bovinos con paratuberculosis. Es por lo tanto de esperar la identificació n de nuevos patrones 

de Map en ovinos y caprinos de México. Por otro lado, en este es tudio al analizar los patrones 

de bandas de dos muestras se detectaron combinaciones de tipos en una misma muestra. Se 

obtuvieron en una misma muestra una combinación de C l e 13 y en una segunda muestra la 

combinación C l 8 e I3. La presencia de combinaciones de los tipos de RFLP en una sola 

muestra sugieren por lo tanto una infección mixta en un mismo individuo. A diferencia de este 

es tudio, Collins et al. (1990), Choy el al. (1998) y Whittington et al. (2000) al realizar el estudio 

de polimorfismo de ADN de Map obtenido directamente de tejido intestinal de ovinos, no 

encontraron combinaciones de patrones. No obstante, Pavlik el al. (1995) reportan en un ovino 

y en un bovino una infección mixta. Estos autores obtienen mediante un estudio de RFLP a 

partir de cultivo de Mycobacterium avium subsp paratuberculosis dos tipos diferentes de Map en 

intestino y linfonodo mesentérico de un mismo individuo. La presencia de los dos nuevos 
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tipos de l\!fycobacten"um avium subsp paratuberculosis en México así como de combinaciones de 

patro nes en un mismo incLviduo podrían ser confirmados en un futuro al realizar el RFLP a 

partir del ADN del Map aislado en mecLo de cultivo de es tas mues tras. 

D e las 12 muestras de ADN de Map es tucLadas, 4 fueron obtenidas a partir de intes tino 

de caprinos y las 4 mostraron ser del tipo C. D e las 8 muestras ob tenidas a partir de intestino 

de ovinos, 4 Map fueron del tipo I3, 2 del tipo C1 y 2 con combinación C e I. La mayoría de 

las muestras (8 de 12) se encuentran separadas en 2 grupos: C en muestras provenientes de 

caprinos e I de ovinos. Sin embargo, 4 ovinos presentaron infección con Níycobacterium avium 

subsp paratubemt!osis del tipo C. Es por lo tanto posible que exista una adaptación de cepas a un 

determinado huésped, aunque es ta adaptación no es absoluta y las cepas del tipo e pueden 

afectar a ovinos. Estos resultados concuerdan con otro estucLos como el de Collins et al. (1990) 

en el cual se propone la clasificación de los patrones de bandas en los dos grupos C y S. E n ese 

es tucLo, las 19 muestras de bovinos pertenecieron al grupo C, así como 8 de 9 muestras de 

caprinos y 6 de 15 muestras de º ' 'in os. U na muestra de origen caprino y 9 de 15 muestras de 

origen ovino presentaron un patrón de bandas del tipo S. Es te mismo autor describe en una 

oveja el tipo I, intermecLario entre los grupos C y S, aunque con mayor similitud co n el patrón 

de bandas del grupo S. Al igual que en este es tucLo, varios autores reportan que algunas 

mues tras provenientes de ovinos mostraron tener el tipo C, lo cual sugiere la existencia de 

infecciones interespecie (Collins et al., 1990; Whipple et al. , 1990; Pavlik el al., 1995; Stevenson 

et al., 2002). 

El estucLo de polimorfismo fue realizado a partir de 12 muestras de 9 rebaños de 6 

estados cLferentes del país. E l tipo l\llycobacterium avitm1 subsp paratuberculosis más común en las 

cLferentes zonas geográficas del país fue el C1. Es tos resultados concuerdan con el estudio de 

Chávez-Gris et al. (2004) que identifican en México el tipo C1 de Map cultindo a partir de dos 

cabras. E l tipo más comúnmente identificado en aislamientos de Map de Europa y Estados 

Unidos en bovinos y caprinos es el C1 (Collins et al., 1990; Pavlik et al., 1999). E n cambio, en 

Australia predomina el tipo C3 tanto en bovinos como en caprinos (Cousins et al., 2000 y 

Whittington et al. , 2000) . En es te estudio , se encontró el tipo C1 en tres ovinos, lo cual 

concuerda con o tros estudios que reportan este mismo tipo en ovinos de Canadá y Estados 

U nidos (Collins et al., 1990; Whipple et al., 1990). Un ovino presentó una infección con el tipo 

C18. Este patrón ha sido descrito únicamente a partir de un aislamiento de bisonte y dos 
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aislamientos de vacas lecheras provenientes de Es tados U nidos, un aislamiento proveniente de 

toros de Républica Checa así como de un aislamiento de origen desconocido de H olanda 

(Pavlik et al., 1999) . Es probable que en los tipos de RFLP de las muestras analizadas en 

México predomine el mismo tipo que en E uropa y Estados Unidos debido a la importación de 

animales. La infección por el tipo I3 de ll1J1cobacterium avium subsp paratubemt!osis fue detectada 

en 6 ovinos de diferentes estados del país, de los cuales dos presentaron una infección 

combinada entre el tipo C y el I3. E l predominio del tipo I no concuerda con otros estudios ya 

que en ovinos, el tipo de Map más frecuentemente reportado ha sido el S 1 que predomina en 

Australia y Nueva Zelanda (Collins et al. 1990; Choy et al., 1998; Cousins et al., 2000; 

Whittington et al., 2000) . El tipo I ha sido únicamente reportado en aislamientos de 

Mycobac!enúm avium subsp paratubemt!osis a partir de un ovino de Canadá así como de dos ovinos 

de Sudafrica (Collins et al., 1990; Cousins et al., 2000). Los ovinos incluidos en este estudio son 

de pelo para producción de carne, principalmente de la raza pelibuey. Posiblemente, a pesar de 

ser de distintas regiones geográficas es tos 6 ovinos tengan un origen comun ya que son 

animales que fueron importados a Ivléxico. Esto explicaría la detección de este nuevo tipo, 

denominado I3, común en ovinos de diferentes rebaños. E n los resultados obtenidos en otros 

países no se especifica la raza de los animales por lo que no es posible determinar la existencia 

de es tudios previos en ovinos de pelo. Se debe resaltar que en los reba11os localizados en 

Topilejo, Chalco y Martínez de la Torre se identificaron patrones de 1\1J1cobacte1ium avium subsp 

paratuberculosis que corresponden a los tipos C l , I3, C18/I3 y C33. Estos rebaños tienen la 

característica de pertenecer a centros de enseñanza e uwestigación por lo que animales de 

distintas procedencias han es tado en contacto . Como ya se mencionó, el tipo C l que fue 

identificado en una cabra de Topilejo es el tipo predominante en países de E uropa y Estados 

Unidos . E l es tudio de RFLP a partir de aislamientos de dos cabras con para tuberculosis en 

México, fue realizado en animales de este mism o rebaño. Los resultados de Chávez-Gris et al. 

(2004) concuerdan con este es tudio al observar que el patrón de bandas corresponde al C l. El 

ovino de Topilejo que presentó la infección combinada de 1\fycohacten11m avium subsp 

parat11berc11!osis (C l 8/13) fue adquirido del rebaño ubicado en Martínez de la Torre, Ver. Es tos 

datos sugieren que en el rebaño de caprinos de Topilejo prevalecía el tipo C l y que el tipo I3 

identificado en ovinos fue probablemente introducido al rebaño al introducir animales de 

Martínez de la Torre. E n Chalco, E do. de Méx., una cabra de raza Boer presentó una infección 
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con Map del tipo C33. La finalidad de esta raza es la producción de carne, a diferencia de las 

razas Alpina y Saanen seleccionadas para producción de leche. Las cabras Boer del rebaño de 

Chalco fueron importadas como embriones de Estados Unidos aunque es ta raza es de origen 

A fricano. Si bien, se ha comprobado una transmisión horizontal de es ta micobacteriosis, no 

fue posible determinar si la infección pudiera estar presente en el embrió n o la infección por 

este tipo de Map se llevó a cabo durante algún periodo de la vida de es tos animales. Por lo 

tanto, no se descarta que el tipo C33 identificado en es te estudio sea de origen Africano. Sin 

embargo, se han realizado pocos es tudios tanto en A frica como en México para afirmar es ta 

relación. 14
'
23

,.,
7

'
911 

E l es tudio de polimorfismo empleando la enzuna de res tricción Pstl confirman los 

resultados obtenidos al digerir el ADN de Nfycobac!erium avitm1 subsp paratubercu/osis con BstE II. 

Sin embargo, no fue posible comparar los patrones de las 9 mues tras con los previamente 

reportados debido a que el ADN obtenido no permitió repetir una diges tión de las muestras. 

Estos resultados concuerdan con los de otros autores que mencionan que debido a la gran 

cantidad de ADN que se requiere para realizar el es tudio de RFLP, no es posible obtener 

resultados en muestras principalmente de ovinos . Es así que Whittington et al. (2000, 2001) 

desarrollan y emplean un estudio <le polimorfismo de l\1ycobacterimn avium subsp paratuberculosis 

basado en la amplificación de una secuencia de inserción (IS 13 / /) combinada con un análisis 

de restricción para muestras con ADN insuficiente o degradado. No obstante, la desventaja de 

esta técnica es que la IS 13 11 no es específica de Map. Collins et al. (2002) distinguen 

aislamientos de 1\1.ycobactenúm avium subsp ,Daratuberculosis provenientes de bovinos y ovinos al 

amplificar mediante PCR un fragmento de ADN que en el tipo S es interrumpido por el sitio 

de inserción de la IS.900. La desventaja de es tas dos técnicas, en relación al RFLP, es que 

únicamente distinguen dos (Collins et al., 2002) y tres (\Xlhittington et al., 2001) patrones 

diferentes. Es to contrasta con es tudios de RFLP que han identificado hasta 32 patrones 

diferentes del tipo C, 3 patrones del tipo S y 2 del tipo l. Los resultados de este es tudio, así 

como los de otros autores que han empleado la técnica de RFLP para el es tudio del 

polimorfismo de Nlycobacterium avium subsp paratuberculosis, demues tran que es ta técnica es una 

herramienta útil en epidemiología cuando se apoya en datos de procedencia y movilización de 

animales. 
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Se logró el aislamiento en medio de cultivo de 1\1ycobacte1ium avium subsp paratubemdosis 

a partir de las 22 muestras. Además, en los medios de cultivo sin adición <le micobactina no se 

observó crecimiento bacteriano . Estos resultados confirman la presencia específicamente de 

lvlycobactenum avium subsp paratubemdo.ris en los concentrados de micobacterias obtenidos 

directamente de tejido intestinal de ovinos y caprinos con lesio nes de tipo multibacilar. Por 

otro lado, es importante señalar que las muestras provenientes de los 14 ovinos pudieron ser 

ais ladas y que en ninguno de los medios de culti;'o se observó una coloración amarillenta de las 

colo nias. Estos resultados contrastan con algunos estudios que mencio nan que el cultivo de 

Map a partir de ovinos con paratuberculosis es difícil y que en ocasiones su cultivo presenta 

una coloración amarillenta (Choy et al., 1998; Pavlik et al., 1999; Whittington et al., 2000; 

Stevenson et al., 2002) . Sin embargo, es tos autores emplean para el aislamiento de Map el 

medio m odificado de H errold's con yema de huevo (H EYTvI) así como el medio Middlebrook 

7H11 / OADC. E n este estudio, el medio de cultivo empleado fue el Lowenstein-J ensen, tal y 

como Juste et al. (1991) han recomendado su utilidad para el aislamiento de Map a partir de 

heces o tejidos de ovinos. 
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Abreviaturas y Siglas usadas 

ADN: Acido Desoxirribonucleico 

BAAR: Bacilos Acido Alcohol Resistentes 

C: Ca ttle 

ELISA: Inmuno Ensayo Enzimático 

I: Intermecliate 

IDGA: Inmuno Difusión en Gel de Agar 

IDR: Intradermorreacción 

IMS-PCR: separación inmunomagnética en conjunto con la PCR 

IS900: Secuencia de Inserción 900 

Map: i\1ycobacterium av-ittm subsp. paratuben:u/osis 

pb: pares de bases 

PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa 

PPD: D erivado Proteico Purificado 

rpm: revoluciones por minuto 

RFLP: Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restricción 

S:Sheep 

T.A.: temperatura ambiente 

ZN: Ziehl N eelsen 
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Anexo 1: Preparación del gel para IDGA 

REACTIVOS 

• PBS 

NaCl (Sigma,Mo,US.A) 

KCl (Sigma,Mo,USA) 

Fosfato dibásico de sodio (Na2HP04) (Baker,Edo Mex,r--Iex) 

Fosfato monobásico de potasio (KH2P0 4) (Baker,E do Mex,Mex) 

Agua destilada 

Ajustar el pH a 7.4 

• Agarosa (Gibco,NY,USA) 

• Antíg~no protoplásmico 

TÉCNICA 

CANTIDADES 

8 g 

0.2 g 

1.44 g 

0.24 g 

c.b.p. 1 litro 

10 g 

4 mg/ml 

Añadir al PBS la agarosa para preparar una solución de agarosa 1 % y calentar hasta su perfecta 

dilución. Verter 10-12 m1 de la solución en piacas de pe tri de 1 O cm de diámetro evitando la 

formación de burbujas de aire. Dejar solidificar la agarosa a T.A. 
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Anexo 2: Reactivos empleados en la realización de la técnica de ELISA 

REACTIVOS 
• Buffer Carbonato 

Bicarbonato sódico (Na2CO,) (Baker,Edo Mex,Mex) 

Agua destilada 

• Suspensión de M. phlei 

M. phlei 

Solución salina (NaCI al 8.5%) 

• Buffer citrato O.OS M 

Solución A: 

Ajustar el pH a 9.6 

Acido cítrico monohidratado (Cr,H80 7) (Baker,Edo l\ fex,Mex) 

Agua destilada 

Solución B 

CANTIDADES 

Citrato sódico tribásico (Na,Cr,H 50 72H 20) (Baker,Edo Mex,Mex) 

Agua destilada 

5.3 g 

1000 mJ 

5g 

1000 mi 

22.97 g 

1000 mi 

29.41 g 

1000 mJ 

l\fezclar 600 mJ de la solución A + 4 79 mJ de la solución B, agregando agua destilada cbp 2 l. 

• Antígeno 
Antígeno PPA-3 

Buffer carbonato 

Ajustar el pH a 4 

• PBS-TG (Phosphate Buffered Saline-Tween Gelatine) 

PBS (ver Anexo 1) 

A justar el pH a 7.4 

Tween 80 (Hycel,Jal,Mex) 

Gelatina 

• Sustrato ABTS 

ABTS (Sigma,Mo,USA) 

Buffer citrato 

Esterilizar en autocla,·e a 121 º C durante 25 mn 

0.04 mg 

1 ml 

1000 ml 

0.5 mJ 

1 g 

5.48 g 

50 mJ 

Añadir 19 µ!de solución 1 / 25 de H 20 2 (1 O µl de H 2Ü 2 de 30% v / v en 120 µ!de agua 

destilada) 
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Anexo 3: Soluciones para la extracción del ADN. 

• PBS/Tween 80 (0.5 g/l) 

0. 100 g de Tween 80 (Hycel,Jal,Mex) en 190 ml de PBS (ver ¡\nexo 1). Calentar la solució n 

para disolver el Tween y aforar a 200 ml. 

• Buffer TE 10x 

100 mM Tris(Gibco,NY,USA)/HCI (Fermont,NL,USA), pH 8.0 

10 mM EDTA (Sigma,Mo,USA) 

Disolver en agua destilada. Esterilizar y almacenar a T.A. por no más de un at'i.o. 

• Buffer TE 1x 

Agregar 1 volumen de buffer TE 10x a 9 volúmenes de agua destilada. Es terilizar y almacenar a 

T.A .. ambiente por menos de un a11o. 

• TE lx/Tween 20 (0.5%) 

500 µl de Tween 20 (SigmaJvfo,USA) en 100 mi de TE lx. Calentar la solución para disoh"er el 

Tween. 

• Solución de lisozima 

100 mg de lisozima (Sigma,Mo,USA)/ml de agua destilada. 

Almacenar en pequeñas aliquotas a -20ºC por no más de un año. 

• SDS al 10% 

10 g de SD S (Sigma,Mo,USA)/ 100 ml de agua destilada. 

Disolver calentando a 65ºC por 20 min. No esterilizar. Almacenar a T.r\. por no más de un 

mes. 

• Proteinasa K 

20 mg de proteinasa K (Roche,Mannheim,Germany) / ml de agua des tilada. 

Almacenar en pequeñas aliquotas a -20ºC por no más de un año. 

• NaC15M 

29.2 g de NaCl (Sigma,Mo,USA)/ 100 ml de agua destilada. 

Esterilizar y almacenar a T.J\. por menos de un año. 
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• Solución CTAB/NaCl 

Disolver 4.1 g de NaCl (Sigma,Mo,USA) en 80 ml de agua destilada. Al tnismo tiempo que se 

mezcla, agregar 10 g de CTAB (USB,Ohio,USA). Si es necesario calentar la solució n a 6SºC. 

Ajustar el volumen a 100 ml con agua destilada. Almacenar a T.A. por no más de 6 meses. 

• 24:1 cloroformo/ alcohol isoamílico 

Mezclar 24 volúmenes de cloro formo (Sigma,Mo,USA) con un volúmcn de alcohol isoamilico 

(Sigma,Mo,USA). Almacenar a T.A . por no más de un aii.o. 

• 25:24:1 fenol/ cloroformo/ alcohol isoamílico 

Mezclar 1 volumen de fenol (Sigma,Mo,USA) con un volumen de 24: 1 cloroformo/alcohol 

isoamílico. Almacenar a T.A. por no más de un año. 

• Isopropanol (Sigma,Mo,USA) 

Almacenar a T.A. por no más de un año. 

• Etanol al 70% (!vierck,E do Mex,Mex) 

Almacenar a T.A. por no más de un año. 

• Buffer de carga (concentración final) 

0.25% de azul de bromo fenol 

0.25% xileno cianol 

30% glicerol en agua 

lmM de E D TA 
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Anexo 4: Soluciones para el RFLP. 

• Buffer TBE 10x 

Tris 60.5g 

.Acido Bórico 

EDTA-Na4 2H20 

30.85g 

4.16g 

Disolver en agua destilada y aforar a 1 litro. 

• Buffer TBE 1x 

Agregar 1 volumen de buffer TBE 1 Ox a 9 volúmenes de agua destilada. 

• 0.SM EDTA 

EDTA (MW 416.2) 10.41 g 

Disolver en agua destilada y aforar a 500 ml. 

• 0.25 M HCL 

Diluir 11 ml de HCL concentrado (35%) en 489 ml de agua destilada. 

• 0.4 M NaOH 

Disolver 9.99 g de NaOH en agua destilada y aforar a 500 ml. 

• Buffer SSC 20x (3M NaCl y 0.3M Citrato de Na) 

NaCl 175.3g 

Citrato de Na 88.2g 

Disolver en agua destilada y aforar a 1 litro. 

• SDS 0.1%/lx SSC 

SSC 10x 

SDS 10% 

75 ml 

7.5 ml 

Aforar a 750 ml de agua destilada. 
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Anexo 5: Posición de los iniciadores en la 15900. 

1 tccttacctt tcttg:aag:gg: t9ttcg99gc ~gcctt ag:gcttcgaa ttgcccaggg 

61 acgtcgggta tggctttcat gtggttgctg tgttggatgg ccgaaggaga ttggccgccc 

121 ggcgt cccgc gacgactcga ccgctaattg agagatgcga ttggatcgct gtgtaaggac 

181 acgtcggcgt ggtcgtctgc tgggttgatc tggacaatga cggttacgga ggtggttgtg 

241 gcacaacctg tctgggcggg cgtggacgcc ggtaaggccg accattactg catggttatt 

30 1 aacgacgacg cgcagcgatt gctctcgcag cgggtggcca acgacgaggc cgcgctgctg 

36 1 gagttgattg cggcggtgac gacgttggcc gatggaggcg agg:tcacgtg: g:g:cg:atcgac 

421 ctcaacg:ccg gcggcgccgc gttgctgatc gccttgctca tcgctgccgg gcagcggctg 

481 ctttatattc ccgggcgcac ggtccatcac gccgcgggta gttaccgcgg cgaaggcaag 

541 accgacgcca aagacgctgc gatcatcgcc gatcaggccc ggatgcgcca cgacttgcag 

601 cctctgcgcg ccggcgatga catcgcagtc gagctgcgca tcctgaccag ccgacgttcc 

661 gatctggtgg ctgatcggac ccgggcgatc gaaccgaatg cgcgcccagc tgctggaata 

721 ctttcggcgc tggaacgcgc cttcgactac aacaagagcc gtgccgcgct gatcctgctt 

781 a c tggctacc aaactcccga cgcgctgcgc agcgccggtg gcgctcgagt agccgcgttc 

841 ttgcgtaaac gcaaggcccg caacgccgat accgtcgcag ccaccgcgct gcaggccgct 

901 aacgcccaac acagcatcgt gcccggccaa caactggcgg ccactgtggt ggcccgcctg 

961 gccaaggagg tgatggccct cgacaccgaa atcggcgaca ccgacgcgat gatcg__ag__g__ag__ 

1021 cgatttcgcc gccaccgcca cgccgaaatc atcctgagca tgcccggatt cggcgtcatc 

1 081 ctgggcgc tg agttcctcgc cgccaccggc ggggacatgg ccgcattcgc ctccgccgac 

1141 cgcctcgccg gcgtcgccgg cctggcgccg gtaccacgag attccggccg catcagcgga 

1201 aacctcaaac gcccccgacg ctacgaccgg cgcctgctgc gcgcctgcta cctgtcggcc 

1 26 1 ttggtcagca tccgcaccga cccctcctcg cg__cacctact acg__accgaaa ~cgcaccgaa 

1321 ggaaaacgcc acacccaagc cgtcctcgcc ctggcccgcc gccgcctcaa cgtcctgtgg 

1 38 1 gccatgctgc gcgaccacgc tgt ctaccac cccgcaacca ctaccgcggc ggcttgacaa 

1441 cgtcattgag aat 

MORFEUS 1: 

IS900 1/2F (15-41): 5-' GAA GGG TGT TCG GGG CCG TCG CTI AGG -3' 

IS900 1/ 2R (401-427): 5'- GGC GTI GAG GTC GAT CGC CCA CGT GAC -3' 

Tamaño del producto esperado: 412 pb 

MORFEUS 2: 

IS900 2/2F (1006-1025): 5-' GA T GA T CGA GGA GCG 1\ TT TC -3' 

IS900 2/2R (1290-1309): 5'- TTI TCG GTC GTA GTA GGT GC -3' 

Tamaño del producto esperado: 303 pb. 
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