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RESUMEN

La paratuberculosis o enfermedad de Johne, es una enfermedad infecciosa de curso crénico
causada por Mycobacterium avium paratuberculosis (Map) que afecta principalmente a los
rumiantes domésticos generando importantes pérdidas econdmicas a la industria lechera
mundial. Por otra parte, se sugiere que esta micobacteria podria estar relacionada con la
enfermedad de Crohn en humanos, por lo cual otros paises han impulsado la creacién de
programas de control voluntarios de la enfermedad e incluso han promulgado leyes que
prohiben el ingreso al mercado la leche de los hatos infectados. A pesar de ser una enfermedad
endémica de México, se desconoce su prevalencia y hasta el momento no existen programas
para su control. En este estudio, por medio de PCR 1S900 se detecto la presencia de Map en el
100% de las muestras de leche de vacas (10/10) y cabras (8/8) previamente identificadas como
seropositivas por medio de ELISA indirecta. Asimismo, por medio de PCR se demostrd la
presencia de esta micobacteria en el 100% de las muestras de leche de los tanques y botes de
almacenamiento de leche no pasteurizada, de los cuales 14 contenian leche de vaca y 3 leche de
cabra. Por medio de PCR tipo especifico se detecté que el 56.25% de las muestras de leche de
vaca incluian cepas de los tipos “C” y “S”, mientras que el 43.75% restante presentaban cepas
del tipo “C”. En el caso de las muestras de leche de cabra el 63.63% incluia cepas del tipo “C”
y 36.36% de los tipos “C” y “S”. El limite minimo de deteccién del PCR 1S900 se estableci6 en
1x10° ufc/10 ml de leche, mientras que el del PCR tipo especifico se estimé en 1x10° ufc/10 ml
de leche. El protocolo de separacion inmunomagnética y PCR sélo permitid la deteccion del
55.5% de las muestras PCR positivas, esta disminucion en la sensibilidad del protocolo se
atribuye al proceso de extraccion del ADN. Los resultados permiten recomendar el empleo del
protocolo de PCR sin IMS con el fin de reducir el tiempo de procesamiento de las muestras asi
como el costo. En este estudio no se logré el aislamiento bacterioldgico de Map a partir de las
muestras de leche de vacas y cabras, mientras que tan s6lo 30% 3/10 de los cultivos
provenientes de heces de vaca fueron positivos. La baja proporcidon de aislamientos puede
explicarse en parte por la contaminacién observada en los tubos. En el caso de las muestras de
leche de vaca de los tanques de almacenamiento, se logré la identificacion de colonias de Map
en el 83.33% de las muestras analizadas (10/12) cuando se sustituyd la mezcla de antibidticos
en el medio de cultivo. A pesar del pequefio nimero de animales muestreados y de tratarse de
un estudio dirigido, la alta frecuencia de paratuberculosis identificada en la leche de vacas y
cabras permite sugerir que el consumo de leche no pasteurizada constituye un riesgo potencial

de infeccidn con este microorganismo.

Palabras clave: Mycobacterium, paratuberculosis, PCR, 1S900.



ABSTRACT

Paratuberculosis or Johne’s disease is a chronic infectious disease caused by
Mycobacterium avium paratuberculosis (Map), affecting mainly domestic and wild ruminants
and generating important economic losses to the dairy industry worldwide. Moreover, this
mycobacteria might be implicated in Crohn’s disease in humans, reason why other countries
have created voluntary disease control programs and even promoted laws to ensure that milk
from herds with paratuberculosis cannot enter the human food chain. In Mexico, it is an
enzootic disease but at the moment its prevalence is unknown and no control programs have
been applied. In this study, Map has been detected by PCR 1S900 in 10/10 (100%) of the cow’s
milk samples as well as in the milk of 8/8 (100%) goats, all previously detected as seropositives
by indirect ELISA. Furthermore, Map genome was detected by PCR in 100% of the raw tank
milk simples from 14 bovine and 3 caprine herds. A PCR type specific confirm those findings
and also revealed that 56.25% of the cow’s milk samples container strains from the “C” and
“S” types, while the remaining 43.75% showed only “C” type strains. While 63.63% of the
goat’s milk samples included both “C” and “S” type strains and 36.36% only type “C” strains.
The minimum detection limit of the PCR 1S900 was established in 1x10* cfu/10 ml of milk
while the minimum, detection limit of PCR type specific was 1x10° cfu/10 ml of milk.
Immunomagnetic separation followed by PCR 1S900 only was able to detect the 55.55% of the
PCR positive samples, the low sensitivity of this protocol can be explained by the DNA
extraction protocol. We recommend the employ of PCR without immunomagnetic separation in
order to reduce sample’s processing time as well as economic costs. Bacterial isolation from
cow’s and goat’s milk samples was unsuccessful and only 30% (3/10) of the isolations from
cow’s faecal samples were positive. The low proportion of isolation was attributed to bacterial
overgrown. When the antibiotic mix in the culture media was replaced, the bacterial isolation
was positive in 83.33% (10/12) of the bovine raw tank milk samples. The high frequency of
paratuberculosis detected in cow’s and goat’s milk lead us to suggest that raw milk ingestion is

an important potential risk for Map infection.

Key words: Mycobacterium, paratuberculosis, PCR, 1S900.



INTRODUCCION

Produccién lactea nacional

Produccién de leche de vaca en México

De acuerdo con el Sistema de Informacion y Estadistica Agroalimentaria y Pesquera
(SIAP), en el afio 2005 la produccion de leche de vaca a nivel nacional fue de 9,854.8 millones

de litros y se ha estimado que para el 2007 alcanzara los 10,109.4 millones de litros (Figura 1).
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Figura 1. Comportamiento de la produccion de leche bovina. Nota: En el caso de la produccion del 2006
y 2007, los datos con que se cuenta hasta el momento son las predicciones que realizé el SIAP,
SAGARPA para estos afios. Fuente: SIAP, SAGARPA.

Como se observa en la grafica anterior, la produccion de leche de vaca se ha
incrementado de manera sostenida durante los uUltimos afios. El estudio de la situacion y
perspectiva de la produccion nacional de leche de vaca en 2004, permite determinar que la
produccién nacional en ese afio representd el 2.4% de la produccién mundial; sin embargo la
disponibilidad per capita de leche de vaca fue tan solo de 17.9 litros/afio (SIAP, SAGARPA),
de manera que esta produccion no es suficiente para cubrir la demanda de la poblacion lo cual
conlleva a que nuestro pais, junto con la Federacion Rusa, ocupe el primer lugar en importacion
de este producto (Gallardo, 2005).

Los Estados de la Republica en los que se concentra la mayor produccion de leche de

vaca son: Jalisco, Coahuila, Durango, Chihuahua, Veracruz y Guanajuato (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de aportacion al sector lechero bovino nacional, durante 2006. Fuente: SIAP,
SAGARPA.

Produccién de leche de cabra en México

La produccién de leche de cabra representa apenas el 1.62% de la produccion lactea
nacional. De manera tradicional se realiza principalmente en unidades de produccién extensiva;
sin embargo, en los Gltimos afios se ha promovido la mejora genética y sanitaria de los rebafios,
asi como la tecnificacion de los mismos. En el 2005, la produccién de leche de cabra en México
alcanzo los 161 millones de litros; el SIAP estima que este producto rebasara los 166.8 millones
de litros durante el 2007. Asimismo, se pronostica que la tendencia de crecimiento se mantenga
debido al crecimiento del mercado de los subproductos, principalmente el queso de cabra
(Programa Nacional Pecuario 2005). En nuestro pais, la produccidn de leche de cabra se destina

casi en su totalidad a la elaboracién de quesos, dulces y cajeta (Figura 3).
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Figura 3. Comportamiento de la produccidn de leche caprina en afios recientes. Nota: En el caso de la
produccion del 2006 y 2007, los datos con que se cuenta hasta el momento son las predicciones que
realizé el SIAP, SAGARPA para esos afios. Fuente: SIAP, SAGARPA.



Los Estados con mayor aportacion al sector son Coahuila, Durango, Guanajuato,
Chihuahua, Jalisco y Zacatecas. De manera que tan s6lo Coahuila y Durango contribuyen con el
57.21% de la produccién nacional de leche de cabra (Figura 4). Hasta el momento, en nuestro

pais no se ha registrado importacion o exportacion de este producto.

Principales Estados Productores de leche de cabra
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Figura 4. Porcentaje de aportacion al sector lechero caprino nacional, durante 2006. Fuente: SIAP,
SAGARPA

La leche como fuente de infeccion

De manera natural, la leche contiene microorganismos, algunos de los cuales son parte de
la microbiota de la ubre y otros proceden de procesos infecciosos ya sea localizados en la
glandula mamaria o bien, sistémicos. Adicionalmente, la leche puede contaminarse durante el
proceso de ordefio con heces o alimento adheridos a la superficie externa de la ubre, asi como
por deficiencias en la limpieza del personal encargado del ordefio y del equipo de lecheria. El
consumo de leche cruda ha sido asociado a brotes de infecciones bacterianas entre las que se
incluyen: brucelosis, tuberculosis, colibacilosis, listeriosis, fiebre Q, salmonelosis y
campilobacteriosis. Asimismo se han notificado brotes de enfermedades virales en humanos por
hepatitis A, poliomielitis, encefalitis y gastroenteritis asociadas al consumo de leche cruda

contaminada por parte del ordefiador (Mossel et al, 2003).

Desde finales del siglo XIX, se generalizé el uso de la pasteurizacion para evitar la
sobrevivencia de agentes patogenos en la leche, sin alterar sus propiedades nutricionales y
organolépticas, y ademas prolongar la vida de anaquel del producto. Sin embargo, ain el
consumo de leche pasteurizada se ha asociado a brotes de enfermedades como

campilobacteriosis, salmonelosis, yersiniosis, listeriosis y colibacilosis, los cuales pueden



atribuirse a pasteurizacién inadecuada, contaminacion post-pasteurizacién o incremento de la

temperatura indicada para el transporte y almacenaje (Mossel et al, 2003).

Consumo de leche no pasteurizada

De acuerdo con Jayarao et al, en Estados Unidos los productores de leche, asi como sus
empleados, familiares y vecinos acostumbran consumir leche sin pasteurizar (Jayarao et al,
2006). Adicionalmente, la elaboracién de quesos a partir de leche cruda permite que este
producto sea consumido por un amplio segmento de la poblacion. Se menciona que la tercera
parte del queso que se vende en los Estados Unidos se elabora a partir de leche no pasteurizada
(McDowell y McElvaine, 1997); mientras que en México la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia y Desarrollo Rural en la modificacién a la Norma Oficial Mexicana NOM-031-ZOO-
1995 admite que solamente el 50% de la produccion lactea nacional se somete al proceso de
pasteurizacion de manera que el resto de la leche se consume cruda o se destina a la elaboracion
de subproductos lacteos. Por lo cual, se puede asumir que la poblacion mexicana esta expuesta a

un alto riesgo de infeccidn con las bacterias y virus anteriormente sefialados.

Resistencia de Mycobacterium avium paratuberculosis a la pasteurizacién

Los parametros de la pasteurizacion se establecieron para asegurar que la leche fuera
libre de patégenos como Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Coxiella burnetti y
Mycobacterium bovis. Sin embargo, se menciona que Mycobacterium avium paratuberculosis
(Map) es mas resistente al calor que las bacterias antes mencionadas y por lo tanto, es capaz de
resistir el proceso de pasteurizacion a bajas y altas temperaturas, mostrando del 5 al 9% y del
24.8 al 31.4% de supervivencia respectivamente (Sung y Collins, 2000). En los Gltimos afios
diversos trabajos de investigacion han sefialado que Map es capaz de sobrevivir a las
condiciones comerciales de pasteurizacion de la leche (Ellingson et al, 2005; Ayele et al, 2005;
Grant et al, 2002).

En el Reino Unido, donde se emplea el mismo sistema de pasteurizacion que en México, se
ha aislado Map a partir del 1.8% muestras de leche pasteurizada comercialmente y envasada
para su venta. En todos los casos se asegur6 que la pasteurizacién se habia Ilevado a cabo sin
problemas y de acuerdo a los lineamientos oficiales para la pasteurizaciéon HTST (Grant et al,

2002). Por medio de PCR inmunomagnética se ha detectado la presencia de Map al amplificar la



1S900 en el 7.3% de las muestras de leche cruda y en el 11.8% de las muestras de leche

pasteurizada comercialmente en la Republica Checa (Ayele et al, 2005)

Paratuberculosis

Definicién

La paratuberculosis es una enfermedad infecciosa de curso crénico que afecta el tracto
intestinal de una gran variedad de especies animales, siendo los rumiantes domésticos y

silvestres los principales hospedadores (Juste et al, 1984).

Esta afeccion también se conoce con el nombre de enfermedad de Johne, en honor de
Johne HA y Frothingham L quienes en 1895 realizaron la primera descripcion detallada de las
lesiones macroscépicas y microscOpicas de un caso clinico de esta enfermedad. Generalmente
se emplean indistintamente los dos términos; sin embargo, Whitlock (1991) sugiere que debe
designarse “paratuberculosis” a la infeccion por Map y “enfermedad de Johne” a la

manifestacién clinica de la infeccion por este agente.

La Organizacion Mundial de Salud Animal (OIE) clasifica esta enfermedad dentro de la
lista B de enfermedades transmisibles que incluye aquellas de importancia socioeconémica y
con repercusion en salud publica; asimismo la considera una enfermedad relevante para el

comercio de animales y sus productos (OIE, 2001).

Etiologia de la paratuberculosis

Map es el agente causal de esta enfermedad. Es una bacteria intracelular, anaerobia
facultativa, tiene forma de bacilo ligeramente curvo y mide de 0.5 um a 1.5 um de largo. Se
considera Gram positivo aunque se tifie mal con esta técnica. En frotis, los bacilos suelen
observarse en cumulos. La pared micobacteriana consta de cuatro capas con 60% de lipidos
entre los que se encuentran ceras, lipoarabinomanano y acidos micélicos; esta pared dificulta la
penetracion y eliminacion de colorantes y es la que les confiere la propiedad de &cido alcohol

resistencia (Harris et al, 1999).

Formas deficientes de pared celular



Generalmente se define a Map como un bacilo &cido alcohol resistente; sin embargo, en
casos de enfermedad de Johne paucimicrobial, asi como en los casos de enfermedad de Crohn
en humanos en los que ha sido posible aislar esta micobacteria, se ha demostrado que el
aislamiento primario consiste en formas deficientes de pared celular las cuales no pueden ser
detectadas por ninguna tincidn, incluyendo por supuesto aquellas disefiadas para bacterias &cido
alcohol resistentes (Chiodini et al, 1986, Hirsh, 1999). Por microscopia electrénica se ha
observado que estas formas deficientes de pared celular, también conocidas como esferoplastos,
son mas grandes y mas redondas que las micobacterias con pared celular competente. Se estima

que el cultivo habitual de Map contiene menos de un 5% de esferoplastos (Hines y Styer, 2003).

Taxonomia

De acuerdo con estudios de hibridacion ADN-ADN, en 1990 se decidi6 clasificar al
bacilo de la enfermedad de Johne como una subespecie de Mycobacterium avium. De esta
manera, Map pertenece al complejo Mycobacterium avium, el cual incluye ademas a M. avium
avium, M. avium silvaticum y de manera tradicional a Mycobacterium intracellulare, los
miembros de este complejo presentan mas de 90% de homologia en su secuencia de ADN; sin
embargo difieren en su fenotipo, patogenicidad y afinidad de hospedador (Thorel et al, 1990).

El género Mycobacterium pertenece al superreino Bacteria division Firmacutes, clase
Actinobacteria, subclase Actinobacteridae, orden Actynomycetales, suborden Corynebacterinae
y a la familia Mycobacteriaceae. El superreino Bacteria contiene a las bacterias verdaderas, la
division Firmacutes incluye a las bacterias Gram positivas, la clase Actinobacteria alberga
bacterias con un elevado contenido de guanina y citosina en su ADN (mayor al 50%) (Juste et
al, 2000). La familia Mycobacteriaceae incluye tanto a las especies de rapido como a las de
lento crecimiento. Entre las especies de lento crecimiento se incluyen Mycobacterium
tuberculosis, M.bovis, Mycobacterium. leprae y Map, todas importantes agentes patdgenos para
los animales y el hombre. La lentitud del crecimiento de las micobacterias se atribuye en parte a
la restriccion en la captacion de nutrientes a través de la pared celular y en el caso de Map a su

incapacidad para producir micobactina (Dominique y Woody, 1997).

Resistencia al ambiente

Map es una bacteria incapaz de reproducirse en el ambiente; sin embargo, puede
persistir en la tierra y agua contaminada con heces de animales infectados. Se ha demostrado
gue esta micobacteria es capaz de sobrevivir en las heces de bovinos durante 152 a 246 dias, el

periodo de supervivencia de Map depende de condiciones ambientales como congelacién,



sequia, exposicién a la luz solar, cambios en la temperatura ambiental y lluvia. Se ha observado
gue factores como falta de humedad, exposicion a la luz del sol, pH superior a 7.0 y bajo
contenido de hierro en el suelo pueden disminuir la supervivencia de esta micobacteria en la
tierra (Collins et al, 1984). La literatura describe también que Map es capaz de sobrevivir hasta
280 dias en charcos, la resistencia de la bacteria disminuye cuando se expone a la luz solar, a la
gue Unicamente es moderadamente resistente (Larsen et al, 1956). De manera que es una
bacteria que puede permanecer viable en el ambiente por varios meses lo que sin duda es un
factor determinante para la distribucidon de la infeccién.

Caracteristicas de cultivo

Los medios de cultivo sélidos més empleados para el aislamiento de Map son el
Lowenstein-Jensen (LJ), Middlebrook 7H11 enriquecido con acido oleico, albimina, dextrosa y
catalasa (OADC) y el medio de yema de huevo de Herrold (HEYM por Herrold Egg Yolk
Medium) todos estos adicionados con micobactina También se emplean regularmente caldos de

cultivo como el Dubos y el Middlebrook 7H9, ambos con micobactina (Juste et al, 1991).

En cultivo, Map se caracteriza por ser de crecimiento lento y requerir al menos de 8 a 12
semanas de incubacion a 37° C para el desarrollo de colonias visibles (Lambrecht et al, 1988).
De acuerdo con de Juan L et al, es recomendable utilizar todos los medios de cultivo solidos

antes mencionados y prolongar el periodo de incubacion por 6 meses (de Juan et al, 2006).

El tamafo, color y textura de las colonias de Map varia dependiendo del medio de
cultivo que se emplee. En los medios a base de huevo, las colonias primarias son pequefias (1-2
mm de diametro), convexas, de transparentes a blanquecinas, exhiben mérgenes redondeados y
lisos, asi como apariencia himeda. Conforme incrementa el tiempo de cultivo, las colonias se
vuelven més opacas y rugosas, ademas de aumentar de tamafio (hasta 4 mm de didmetro). En el
medio agar de Middlebrook las colonias presentan apariencia rugosa; cuando a este medio se le
adiciona el detergente Tween 80 las colonias exhiben apariencia lisa (Payer et al, 1992).
Ocasionalmente es posible identificar colonias pigmentadas principalmente cuando el

aislamiento proviene de ovinos (Juste et al, 1991).
Dependencia a micobactina
Map necesita una fuente organica de hierro; en la mayoria de las especies de micobacterias

el hierro es quelado extracelularmente por exoquelinas y después integrado a la bacteria por

lipidos complejos asociados a la membrana del microorganismo que se conocen como



micobactinas. Para el aislamiento de colonias primarias de Map se requiere suplementar
cualquier medio de cultivo con micobactina J a razén de 2 mg/l de medio, ya que éstas muestran
estricta dependencia a este sideréforo (Juste et al, 1991). Ocasionalmente, esta dependencia se
pierde en el subcultivo cuando pequefias cantidades de micobactina se traspasan del medio de
cultivo primario (Lambrecht y Collins, 1992).

La identificacion de Map en el cultivo se realiza en funcion de su lento crecimiento, la
morfologia de las colonias, su dependencia a micobactina y morfologia bacilar. Aunque cabe
sefialar que la dependencia a la micobactina no es exclusiva de Map sino que puede presentarse
también en cultivos primarios de algunas cepas de M. avium y M. avium silvaticum (Thorel et
al, 1990).

Recientemente (hace 3 afios), se ha informado que un sider6foro de Streptomyces
pilosus conocido como deferrioxamina, puede suplir el empleo de micobactina para el

aislamiento bacteriol6gico de Map a un menor costo (Gardner et al, 2004).

Secuencias de insercion en Map

La 1S900 fue la primera secuencia de insercion que se descubrié en una micobacteria, se
considera exclusiva de Map aunque se han encontrado secuencias con una gran similitud en
otras especies micobacterianas como M. cookii y M. scrofulaceoum (Englund et al, 2002,
Cousins 1999). La 1S900 se repite de 15 a 20 veces en el genoma de Map Yy tiene un tamafio de
1451 pares de bases (Bull et al, 2000). Se ha demostrado que esta secuencia de insercion
codifica para una proteina denominada p43 que consta de 399 aminoacidos y posiblemente sea
una transposasa. En la cadena opuesta el gen denominado hed (host expresion dependent)

codifica una proteina de aproximadamente 55 kDa, cuya funcion se desconoce hasta ahora.

Como se menciond anteriormente, se ha demostrado que algunas especies
micobacterianas contienen secuencias de ADN con una notable homologia con la secuencia de
I1S900. Se han generado resultados falsos positivos cuando se analizan estas micobacterias
mediante PCR empleando iniciadores cominmente utilizados para la identificacion de la 1S900
de Map. El aislamiento bacterioldgico ha permitido valorar las caracteristicas fenotipicas de
estas micobacterias, y demostrar que no son dependientes de micobactina, ademas de que su
velocidad de crecimiento y coloracion son distintas a Map. Los estudios de RFLP basados en la
1S900, indican que M. cookii contiene de una a seis copias de la secuencia semejante a 1S900
(1S900-like) en su genoma (Englund et al, 2002)



Recientemente, el analisis del genoma de Map ha permitido descubrir dos nuevas
secuencias especificas de esta micobacteria a las que se ha designado como IS-MAPOQ2 e
ISMAPO4 con seis y cuatro copias, respectivamente (Li et al 2005). Asimismo se ha detectado

la secuencia ISMav2 con al menos tres copias (Strommenger 2001).

Polimorfismo genético

Aislamientos de Map a partir de ovinos y bovinos han demostrado diferencias en cuanto
a velocidad de crecimiento y pigmentacion de las colonias. Al estudiar la secuencia de insercion
1S900 por medio de andlisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP por sus siglas en inglés) se ha demostrado cierta heterogeneidad entre los aislamientos
de Map observando que las cepas se pueden clasificar en 2 grupos principales: cepas de lento
crecimiento de origen ovino denominadas “S” (sheep) y cepas con una gama mas amplia de
hospedadores que incluyen los aislamientos a partir de bovinos, fauna silvestre y humanos,
denominadas “C” (cattle). Sin embargo, no existe plena correlacion entre el tipo de cepa y el
hospedador, de manera que cepas tipo “C” pueden aislarse a partir de ovinos con
paratuberculosis y cepas tipo “S” pueden infectar a bovinos (Stevenson et al, 2002).

Adicionalmente, se ha identificado un tercer tipo intermedio al que se denomina “1”.

Cuando el polimorfismo de esta micobacteria se evidencia por otras técnicas
moleculares o bien empleando como blanco distintas secuencias de insercion, las cepas se
clasifican en tipos I, Il y Ill. La correspondencia entre las diferentes nomenclaturas para

designar la diversidad de tipos de cepas se resume en el cuadro 1.

Cuadro 1. Correspondencia de la nomenclatura usada en las diferentes técnicas moleculares para
la caracterizacion de las cepas Map

) ] 1S1311 PCR- o
Polimorfismo de ) o PCR Analisis de la
] Electroforesis Andlisis de ) ) )
la longitud de los o PCR tipo diferencia
en gel de campo restriccion . )
fragmentos de o especifico representacional
o pulsado (PFGE) enzimatica
restriccion 1S900 (RDA-PCR)
(PCR-REA)
“c” Tipo 1l Bovino, bisonte “c” Tipo Il
“S” Tipo | Ovinos “S” Tipo |

“17 Tipo 111



Pavlik et al, 1999; Stevenson et al, 2002; de Juan et al, 2005 ; Whittington et al, 2001; Collins
et al, 2002 ; Dohmann et al, 2003

Epizootiologia

La paratuberculosis se encuentra ampliamente distribuida en el mundo. De acuerdo con
estudios del Sistema Nacional de Monitoreo de la Salud Animal (NAHMS) de Estados Unidos
en 1996, 21.6% de las explotaciones con ganado bovino productor de leche tienen al menos
10% de animales con enfermedad de Johne. El estudio del NAHMS en 2002, revela que es

posible identificar Map a partir de muestras fecales del 70.4% de los establos analizados.

Existe muy poca informacion disponible para conocer la verdadera prevalencia de la
enfermedad en los hatos y rebafios bovinos, ovinos y caprinos del mundo. A continuacion se
muestra una tabla con la informacion oficial disponible acerca de la situacion de la
paratuberculosis en los principales paises importadores de ganado a nuestro pais, asimismo en
caso de contar con informacion se mencionan las medidas de control que se aplican en cada uno
de estos paises (Cuadro 2). La informacion zoosanitaria oficial de la situacion de esta
enfermedad en el mundo se encuentra disponible en la siguiente direccién electrdnica:

http://www.oie.int/hs2/sit_mald_cont.asp?c_mald=27&c_cont=6&annee=2004

Cuadro 2. Situacidn de la paratuberculosis en los diferentes sectores pecuarios de los
principales paises importadores de ganado a México

. Presencia de . NUmero de Medidas de
Pais . | Especie
paratuberculosis focos | casos muertos control
*
Argentina N bov PfVp
ovi *PfVp
*TePfCmM
bov
Z
Australia +() cap *PfCm Vp Z
ovi *TeViPfCm
MV Z
Brasil (2003) bov Vi
Estados Unidos bov *TeCmV
de América +0 : *
ovVi Cm
bov \Y/
Nueva Zelanda + car.J v
ovi Vv

olc 32 762 0 *Te PfCm



Informacidn oficial del 2004 publicada en el HandiSTATUS, OIE. Donde ?= Se sospecha de la
presencia de la enfermedad, += Se ha notificado o se sabe que esta presente, +?= Se ha detectado por serologia o
aislamiento pero no se han detectado casos clinicos; (afio)= Fecha del Gltimo informe de la enfermedad, ()= Presencia
de la enfermedad en zonas delimitadas del pais.
Medidas de control:
M= Monitoreo, Pf= Precauciones en la frontera. Cm= Control de movilizacion dentro del territorio, D= Desecho,
Dm= Desecho modificado, Vi=Vigilancia, Te= Tamizado, V= Vacunacién, Vp= Vacunacion prohibida, z=

Zonificacion, *= Enfermedad de notificacion obligatoria

Panorama de la paratuberculosis en México

En 1994, la Secretaria de Agricultura Ganaderia y Desarrollo Rural publicé un acuerdo
mediante el cual se enlistan las enfermedades y plagas exéticas y enzodticas de notificacion
obligatoria, en este acuerdo se clasifico a la paratuberculosis dentro de la lista de enfermedades
del grupo 3, este grupo esta constituido por aquellas enfermedades enzodticas que representan
un menor riesgo desde el punto de vista epidemioldgico, econémico, de salud publica y de
comercio nacional e internacional, sefialando ademas la obligatoriedad de la notificacion

mensual a las dependencias oficiales de sanidad animal del pais (SAGARPA).

Sin embargo, al revisar los informes de la situacién sanitaria del pais publicados en los
Cuestionarios FAO/OIE/OMS México se puede observar que entre el afio 2002 y el 2004 tan
s6lo se notificaron 163 casos en bovinos, 23 en caprinos y 13 casos en ovinos, para un total de
199 casos de paratuberculosis (Figura 5). Estas cifras no deben interpretarse como un reflejo de
la situacién real de la enfermedad en nuestro pais sino de la grave deficiencia de diagnostico asi
como de notificacion por parte de los Médicos Veterinarios tanto a nivel de granja como de

centros de diagnostico.
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Figura 5. Focos y casos de paratuberculosis reportados oficialmente. Cuestionarios FAO/OIE/OMS.
HandiSTATUS II.

Por lo tanto, se carece de informacion oficial confiable para determinar la magnitud de
la situacidén de la paratuberculosis en ningln sector pecuario; sin embargo es importante sefialar
que existen algunos estudios que nos permiten vislumbrar el panorama de la paratuberculosis en

Meéxico.

En bovinos

El primer informe de esta enfermedad en nuestro pais data de 1936 cuando Unzueta RJ
detectd la presencia de la enfermedad por medio de la prueba de intradermorreaccion conocida
como Johnina y la visualizacion de bacilos acido alcohol resistentes en frotis de heces de
bovinos (Unzueta, 1936). Sin embargo, el primer aislamiento e identificacion del bacilo de la
enfermedad de Johne en nuestro pais se realizé hasta 1979 (Ramirez et al, 1979). En 2004, se
publico un estudio de seroprevalencia en el Estado de Guanajuato en el que se menciona que el
28.7% de los establos incluidos en la muestra contienen animales seropositivos a
paratuberculosis en un porcentaje directamente proporcional al nimero de cabezas en el hato
(Santillan et al, 2004). En el Complejo Agropecuario e Industrial de Tizayuca, Hidalgo se
encontré que 96.55% (28/29) de los hatos incluidos en la muestra contienen animales
sepositivos a paratuberculosis, siendo el intervalo de seroprevalencia del 1.82 al 24.07% y de

8.97% la seroprevalencia promedio en la cuenca (Miranda et al, 2005).

En caprinos

El primer diagnéstico de la presencia de esta enfermedad en caprinos de nuestro pais
data de 1983, cuando por IDGA, patologia y bacteriologia se detect6 Map en cabras
clinicamente enfermas provenientes de Querétaro y Guanajuato (Ramirez et al, 1983). Chavez y
colaboradores publicaron los resultados de un estudio en el que determinaron por
inmunodifusion en gel agar (IDGA) una seroprevalencia aparente de 6.66% (8/120) en un
rebafio caprino localizado en los alrededores de la Ciudad de México. Asimismo, realizaron la
necropsia de 27 animales de desecho y mortalidad, encontrando lesiones macro y microscopicas
compatibles con paratuberculosis en 15 animales y logrando el diagnostico definitivo por medio
de aislamiento bacteriol6gico en medio Ldwenstein Jensen con micobactina J a partir de 12
muestras (Chavez et al, 2004). Por otra parte, esta enfermedad ha sido identificada por
serologia, aislamiento y PCR en caprinos de San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, Distrito

Federal, Estado de México y Veracruz (Estévez et al, 2006).



En ovinos

En un estudio realizado en Culiacén Sinaloa en 1993, se observd que 80.64% (25/31) de
los ovinos clinicamente enfermos incluidos en el estudio presentaban lesiones macroscopicas y
microscopicas compatibles con paratuberculosis, por lo cual consideran que esta enfermedad es
una de las mas importantes en el ganado ovino adulto (Juarez et al 1993). Por otra parte,
mediante serologia, aislamiento y PCR se ha detectado la presencia de paratuberculosis en
ovinos de San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, Distrito Federal, Estado de México y
Veracruz (Estévez et al, 2006).

Especies susceptibles

Map es capaz de infectar a una amplia gama de rumiantes, entre los que se incluyen:
bovinos, caprinos, ovinos, venados, ciervos, alces, antilopes, bisontes, camellos, llamas y
alpacas. Aungue con menor frecuencia, también es posible identificar esta micobacteria en una
gran variedad de especies no rumiantes como son: équidos, suinos, pollos, conejos, primates no

humanos y humanos (Yayo et al, 2001).

Se han publicado varios estudios que sugieren que la fauna silvestre puede tener un
papel muy importante en la transmision y diseminacion de la paratuberculosis, esta hipotesis se
fundamenta en el hecho de que es posible aislar Map a partir de intestino y linfonodos
mesentéricos de una gran variedad de especies animales incluyendo a zorros, armifios,
comadrejas, ratas, ratones de campo, liebres, musarafas, tejones, mapaches, armadillos, gatos
domésticos y salvajes, coyotes, cerdos salvajes y 0sos; ademas de algunas especies de aves
como cuervo, grajo y chova. Es importante sefialar que no sélo se ha logrado identificar esta
micobacteria, sino que también se han observado lesiones histoldgicas sugestivas de infeccion
con Map en zorro, armifio, comadreja, cuervo y raton de campo (Beard et al, 2001; Corn et al,
2005; Palmer et al, 2005; Anderson et al, 2007). Incluso se ha logrado aislar esta micobacteria
del tracto intestinal de insectos y lombrices, de manera que en la actualidad se sigue una linea de
investigacion que intenta dilucidar si estos invertebrados actGan como vectores de diseminacion
de la enfermedad (Fisher et al, 2004 y 2005).

Transmision

Los animales infectados con paratuberculosis eliminan de manera intermitente un gran
nimero de bacterias a través de sus heces. Las vacas con una carga micobacteriana alta pueden
eliminar aproximadamente 10 x 10° unidades formadoras de colonia (ufc) por gramo de heces

(Yayo et al, 2001). Asimismo, se menciona que las vacas con eliminacion alta de Map en heces



también pueden eliminar la micobacteria a través de su leche a una concentracién de 1-2
ufc/10ml de leche. Map también ha sido aislado a partir de endometrio, cotiledones y fetos
provenientes de vacas infectadas, por esta razén se sugiere que los productos del parto pueden

contribuir a la contaminacion del ambiente con Map (Yayo et al, 2001).

Se sugiere que la infeccidon de huéspedes atipicos contribuye a la contaminacién del
ambiente por lo que podrian tener un papel importante en la diseminacién de la paratuberculosis
y por lo tanto, ser un factor a tomar en cuenta para cualquier programa de control de la
enfermedad (Judge, 2005).

Infeccion prenatal

Aungue se ha considerado de menor importancia, se postula que la infeccion de los
animales con Map puede ocurrir in utero. Es posible aislar Map a partir de cotiledones, fetos y
mucosa uterina de vacas con paratuberculosis e incluso a partir de endometrio y fetos de vacas
con enfermedad subclinica (Yayo W et al, 2001). Se ha estimado que cuando la madre presenta
signos clinicos de enfermedad de Johne, el riesgo de infeccién fetal con esta micobacteria es de
0.26 (Seitz et al, 1989); el riesgo disminuye cuando la madre se encuentra en estadio subclinico
y se ha estimado que es de 0.086 (Sweeney et al, 1992). Los fetos infectados suelen provenir de
vacas que presentan alta eliminacién micobacteriana en heces. Sin embargo, los estudios de
transmision intrauterina no se limitan Unicamente al ganado bovino, recientemente por medio de
aislamiento bacteriano se identificé esta micobacteria en 9 fetos de ciervo rojo provenientes de
igual nimero de madres con enfermedad de Johne por lo cual se sugiere que el riesgo de
infeccion intrauterina con Map es un factor a tomar en cuenta para establecer programas de
control de la enfermedad (van Kooten et al, 2006). Se especula que los animales infectados de
manera congénita podrian progresar al estadio clinico de la enfermedad a una edad més
temprana que los infectados después del nacimiento (Sweeney, 1996). Map se ha aislado a partir
de los o6rganos reproductivos de toros y se ha observado que esta micobacteria en el semen
resiste tanto la adicién de quimioterapeuticos como el congelamiento, de manera que el semen
de animales con eliminacién activa, asi como semen contaminado durante la recoleccion puede
ser la fuente de infeccion para las hembras. En un estudio en que experimentalmente se inoculd
de manera intrauterina a las vacas se observd que Map es capaz de provocar una respuesta
inflamatoria en la mucosa uterina que podria explicar el decremento en la fertilidad observado
(Yayo et al, 2001).

Infeccién postnatal



La via fecal oral se considera la principal via de transmision de la paratuberculosis. Los
becerros menores de 4 meses de edad son altamente susceptibles a la infeccion; sin embargo los
signos clinicos se manifiestan en animales mayores de 2 afios de edad (Yayo et al, 2001). De
esta manera, las crias de los animales con paratuberculosis se pueden infectar siendo muy
jovenes por medio de la ingestién de calostro y leche de vacas con eliminacion activa y
contaminacion fecal de la ubre, mientras que las crias de madres libres de paratuberculosis
pueden infectarse al ingerir calostro congelado, leche, alimento o agua contaminados con Map.
Hasta el momento se desconoce la dosis infectante en becerros; sin embargo, Begg et al (2005)
lograron crear un modelo de infeccion experimental en corderos de 3 meses empleando tan solo
4 dosis de 5x10° ufc. Cuando los animales se infectan por primera vez con Map siendo adultos,
es poco probable que desarrollen signos clinicos de paratuberculosis a menos que estén
expuestos a altas dosis de microorganismos, por ejemplo en un hato con alta prevalencia de la
enfermedad, y permanezcan en el hato durante el periodo de incubacion de la micobacteria
(Whitlock et al, 1996). Se sugiere que los bovinos a partir de 1 afio de edad son tan resistentes a

la infeccién como los adultos (Larsen et al, 1975).

Recientemente, se ha postulado que la transmision de la paratuberculosis podria ocurrir
por medio de aerosoles que penetren el tracto respiratorio; como es el caso de la tuberculosis. Se
requiere profundizar en la investigacion del tema para descartar o acreditar esta Ultima hipotesis
(Corner y Abbott, 2003).

Lesiones

Lesiones macroscopicas

Las lesiones macroscdpicas de la paratuberculosis se observan principalmente en la
parte distal del ileon, vasos linfaticos del borde antimesentérico y linfonodos mesentéricos e
ileocecales. En estadios avanzados de la enfermedad, las lesiones pueden abarcar desde el
duodeno hasta el recto (Yayo et al, 2001). Estas lesiones consisten en engrosamiento segmental
de la pared intestinal hasta tres o cuatro veces de su grosor normal, mucosa corrugada de
apariencia granular, sufusiones en la mucosa intestinal, engrosamiento de los vasos linfaticos de
la subserosa (linfangitis); linfonodos 3 a 5 veces aumentados de tamafio y edematosos con poca

diferenciacion corticomedular (linfoadenomegalia) (Whitlock et al, 1996).

En cuanto a lesiones extraintestinales, ocasionalmente puede observarse arteriosclerosis

en aorta, asi como microgranulomas en el higado y linfonodos hepéaticos. Ademas de atrofia del



musculo esquelético, asi como atrofia serosa de la grasa pericardica y perirrenal (Clarke et al,
1997).

Lesiones microscopicas

Las lesiones intestinales anteriormente descritas, corresponden a enteritis granulomatosa
gue se caracteriza por la acumulacion de linfocitos, macrdfagos, células epitelioides y células
gigantes tipo Langhans. No se aprecia necrosis ni proliferacion de tejido fibroso en la periferia
de los granulomas. El infiltrado inflamatorio que predomina es mononuclear y se observa
principalmente en la mucosa y submucosa intestinal, se puede apreciar fusién de las puntas de

las vellosidades intestinales lo que provoca disminucién en la superficie de absorcion.

Los linfonodos mesentéricos pueden presentar infiltrado inflamatorio compuesto por
células epitelioides y células gigantes (Whitlock RH et al, 1996). La tincion de Ziehl-Neelsen
(ZN) permite identificar variable cantidad de bacilos intracelulares acido alcohol resistentes
(BAAR) en macrdfagos, células epitelioides y células gigantes tanto en intestino como en
linfonodos regionales (Whitlock RH et al, 1996).

Las lesiones asociadas a paratuberculosis en ovinos se clasifican de acuerdo a la
presencia, localizacion, distribucion e intensidad de las lesiones granulomatosas, asi como los
tipos celulares presentes en el infiltrado y la cantidad de bacilos acido alcohol resistentes (Pérez
et al, 1996). Corpa JM et al, estudiaron los tipos de lesiones de la paratuberculosis en cabras y

concluyeron que la clasificacion propuesta por Pérez et al es valida también para los caprinos.

La lesidn tipo 1, se caracteriza por la presencia de pequefios granulomas localizados
exclusivamente en los espacios interfoliculares de las placas de Peyer. Cuando las lesiones
granulomatosas focales se extienden a la mucosa relacionada las lesiones se clasifican dentro
del tipo 2. Cabe sefialar que en ambos, no se observan lesiones macroscépicas aparentes ni se
detectan bacilos acido alcohol resistentes en el estudio histologico. Las lesiones tipo 3 afectan
tanto a las placas de Peyer, como a la mucosa asociada y no asociada al tejido linfoide y se

distinguen tres subtipos:

e Subtipo 3a: Las lesiones se asemejan al tipo 2, aunque los granulomas se localizan en la
mucosa no asociada a las placas de Peyer. En este caso se distinguen micobacterias dentro de
los granulomas. En algunos animales se observa un discreto engrosamiento de los vasos

linfaticos.



e Subtipo 3b: Se caracteriza por enteritis granulomatosa difusa conformada por
abundantes macréfagos en la mucosa. Se detecta una abundante cantidad de micobacterias. La
linfangitis y linfangiectasia se observan tanto a nivel microscopico como a nivel macroscépico.
En todos los casos la pared intestinal aparece engrosada y la mucosa se aprecia corrugada,

particularmente a nivel del ileon. Este subtipo también se conoce como forma lepromatosa.

e Subtipo 3c: Se observa enteritis granulomatosa difusa con infiltrado inflamatorio
compuesto principalmente por abundante cantidad de linfocitos y células gigantes. No se
detectan micobacterias 0 bien se observan escasos bacilos acido alcohol resistentes. Las lesiones
macroscopicas son similares al tipo 3b. Este subtipo se considera la forma tuberculosa de la

enfermedad.

Se ha propuesto clasificar las lesiones histopatologicas de los bovinos con
paratuberculosis de acuerdo a la localizacién de las mismas, evaluando su intensidad, tipo de
células inflamatorias involucradas y cantidad de micobacterias observadas (Gonzéles et al

2005). La clasificacion sugerida es la siguiente:

e Lesiones focales: Consisten en pequefios granulomas en linfonodos de yeyuno e ileon,
asi como en el tejido linfoide de la valvula ileocecal. Se aprecian células gigantes tipo Langhans

tanto en el granuloma como esparcidas en el tejido.

e Lesiones multifocales: Se aprecian pequefios granulomas o células gigantes no sélo en
linfonodos vy tejido linfoide intestinal sino también en la lamina propia de las vellosidades
intestinales, generalmente afectando tan sélo la punta de éstas y sin modificar la arquitectura

normal del intestino.

e Lesiones multibacilares difusas: El infiltrado inflamatorio se distribuye de manera
difusa en la pared intestinal causando engrosamiento y fusion de las vellosidades intestinales.
Las lesiones involucran tanto a la mucosa como a la submucosa intestinal, se puede apreciar
criptitis necrética, edema y arteritis granulomatosa. Las secciones intestinales afectadas pueden
incluir el yeyuno, ileon y ciego. En linfonodos adyacentes se aprecia linfadenitis granulomatosa
grave con macrofagos y células gigantes en corteza y paracorteza. Se distingue abundante

cantidad de bacilos acido alcohol resistentes.



e Lesiones paucibacilares difusas: Las lesiones consisten en enteritis granulomatosa
difusa pero el tipo celular que predomina son los linfocitos. Se aprecia ligera o escasa cantidad

de bacilos &cido alcohol resistentes.

e Lesiones difusas intermedias: El infiltrado inflamatorio observado incluye linfocitos,
células plasmaticas, macroéfagos y células gigantes esparcidas o bien formando pequefios
granulomas. El tipo celular predominante varia en diferentes muestras del mismo animal. El
numero de bacilos acido alcohol resistentes que se aprecian esta en funcién del ndmero de

macrdfagos del infiltrado.

Se menciona que las lesiones focales y multifocales se observan principalmente durante
las fases iniciales de la infeccion, sin embargo conforme progresa la enfermedad las lesiones
granulomatosas suelen coalescer y dar lugar a enteritis granulomatosa difusa. El patrén
histopatoldgico no sélo corresponde al estadio de la enfermedad sino a la respuesta
inmunoldgica del hospedador, de manera que las lesiones paucibacilares a la “forma
tuberculoide” en la que predomina la respuesta inmune celular y puede corresponder a fases
iniciales o latentes de la infeccion y las lesiones multibacilares se corresponden a la “forma
lepromatosa” de la enfermedad en la que predomina la respuesta inmune humoral (Gonzélez et
al, 2005).

Corpa et al, sugieren que las lesiones focales representan lesiones latentes y persistentes
que se originaron cuando el animal era joven, pero que fueron exitosamente limitadas por la

respuesta inmunolégica.

Signos clinicos

Como se menciond anteriormente, en ganado bovino los signos clinicos se manifiestan
principalmente en animales mayores de 2 afios de edad. Se menciona que factores como
deficiencias nutricionales, enfermedades parasitarias, virales o bacterianas; alta exigencia
productiva y en general cualquier condicidn que genere estrés en los animales puede favorecer
la presentacion de signos clinicos (Yayo et al, 2001). Los signos iniciales incluyen pérdida
progresiva de peso sin decremento del apetito, esta pérdida de peso es consecuencia de las
lesiones a nivel intestinal que provocan mala absorcién de proteinas, asi como al incremento de
los niveles de factor de necrosis tumoral o (TNFe). De manera conjunta suele presentarse
incremento de la fluidez de las heces, la diarrea no es hemorragica, ni mucoide y suele ser
intermitente. Generalmente en 3 6 4 semanas la condicién de los animales progresa

desfavorablemente hacia un estadio de enfermedad avanzada que se caracteriza por diarrea



profusa, debilidad, letargia, emaciacién y edema submaxilar (Whitlock et al, 1996). Otros
signos clinicos que pueden observarse incluyen ascitis y pérdida de color del manto del pelo
(Clarke et al, 1997).

En ovinos y caprinos, las manifestaciones clinicas se pueden observar en animales
menores de 2 afios, el principal signo de enfermedad es la pérdida progresiva de peso (Yayo et
al, 2001). Se menciona que solo el 10-20% de estos animales presentan diarrea durante la fase
final de la enfermedad (Stehman et al, 1996).

Diagnostico

Inmunolégico

El diagnéstico de la infeccion con Map es dificil debido al lento patrén de crecimiento del
microorganismo asi como al tipo de respuesta inmune que induce. En la fase inicial de la
infeccion predomina la respuesta inmune celular, la cual mantiene la infeccion confinada a la
pared intestinal; por lo tanto no es posible identificar anticuerpos en el suero de los animales
durante la fase temprana de la infeccion. Conforme progresa la infeccion hacia el estadio de
enfermedad clinica, la respuesta inmune celular comienza a decaer y predomina la respuesta
inmune humoral. La respuesta inmune humoral emerge de 10 a 17 meses después de la

infeccion.

Las pruebas maés utilizadas para la identificacién de la respuesta inmune celular son:
intradermorreaccion (IDR) e identificacién de interferén gamma (IFNy). Se menciona que la
sensibilidad de la prueba de IDR o johnina es de 68% en cabras con lesiones multibacilares y de
88.8% cuando se aplica a cabras con lesiones paucibacilares (Tripathi et al, 2006). Las pruebas
para la deteccion de la respuesta inmune humoral que se utilizan con mayor frecuencia son:
inmunodifusion en gel agar (IDGA), inmunoensayo enzimatico (ELISA) y fijacion del
complemento (Yayo et al, 2001). De acuerdo con Tripathi y colaboradores, la sensibilidad de la
prueba de IDGA en cabras con lesiones multibacilares es de 96.2 mientras que en animales con
lesiones paucibacilares es de 50% (Tripathi et al, 2006), por lo que esta la IDGA se emplea
principalmente como prueba confirmatoria en casos de paratuberculosis clinica (Ferreira et al,
2002).

Probablemente la prueba mas ampliamente utilizada es la de ELISA, las ventajas de esta
prueba incluyen su bajo precio, la rapidez y facilidad con la que se realiza y el hecho de que su
disefio permite trabajar con multiples muestras a la vez, ademas de que posee una alta



especificidad y mediana sensibilidad que depende del estadio de desarrollo de la enfermedad
gue presenten los animales, asi como del punto de corte que se utilice (Robbe-Austerman et al,
2006). De acuerdo con Hope y colaboradores, la especificidad de la prueba de ELISA es de
98.2-99.5%, mientras que su sensibilidad es de 35-54% (Hope et al, 2000). Se menciona que la
sensibilidad de la prueba de ELISA en cabras con lesiones multibacilares y paucibacilares es de
100y 70% respectivamente (Tripathi et al, 2006).

Patoldgico

De manera préctica, el diagndstico de la paratuberculosis puede realizarse al integrar la
historia clinica con la identificaciobn de las lesiones macroscépicas y microscopicas
anteriormente descritas. Aunque no existen lesiones patognomeénicas, la observacion de bacilos
acido alcohol resistentes en lesiones granulomatosas del intestino de rumiantes son altamente
sugerentes de esta enfermedad. Se menciona que el estudio patoldgico es el diagnostico mas
sensible para la deteccion de paratuberculosis, ademas entre sus ventajas se incluye el bajo costo
y la rapidez con la que puede efectuarse (Dimareli MZ y Sarris K, 2001). Entre sus desventajas
principales se menciona la cuestionable especificidad (que depende en gran parte de la
experiencia y habilidad del patélogo) y el hecho de que se realiza principalmente en animales
muertos; sin embargo en animales de alto valor genético y animales de zool6gico que hayan
sido positivos a alguna de las otras pruebas de diagnéstico se puede realizar laparoscopia para la
obtencion de una biopsia de ileon terminal y linfonodo mesentérico para confirmar el

diagndstico (Buergelt y Ginn, 1999).

Bacterioldgico

El cultivo es la prueba diagndstica definitiva ya que se considera que posee una
especificidad absoluta. El aislamiento de Map puede realizarse a partir de heces, ileon terminal,
valvula ileocecal y linfonodo mesentérico, asi como a partir de leche y sangre periférica. La
sensibilidad del cultivo a partir de heces es afectada por la eliminacién intermitente de la
micobacteria, asi como la eliminacion de cantidades muy bajas de micobacterias que no pueden
ser identificadas a través del cultivo. La sensibilidad de esta prueba en ganado bovino
previamente identificado con paratuberculosis oscila entre el 35 y el 50% (NAHMS, 2002),
mientras que en cabras es de 40 y 84.6% dependiendo del tipo de lesidn, siendo méas sensible
cuando se realiza a partir de heces de animales con lesiones multibacilares. Para incrementar la
sensibilidad, se recomienda que el cultivo de heces se realice a partir de muestras seriales
(Tripathi, 2006).



El cultivo a partir de muestras de leche se ha utilizado recientemente dado el creciente
interés de los investigadores en demostrar si la leche es un vehiculo potencial para la
diseminacion de la infeccion tanto entre animales como a la poblacion humana. Dada la baja
concentracion de micobacterias que se estima pueden estar presentes en la leche, generalmente
se recurre a centrifugar la muestra para precipitar estas micobacterias en la pastilla resultante.
De acuerdo con Grant et al (2000), el 69.4% de las micobacterias se localiza en la pastilla que
resulta de centrifugar 10 ml de leche a 2500 g por 15 min, mientras que 13 y 17.6% de los
microorganismos se encuentra en las fracciones de crema y suero, respectivamente.
Contrariamente a esta observacion, Gao et al (2004) mencionan que es posible aislar un mayor
numero de micobacterias cuando se recuperan juntas la pastilla y la fraccion cremosa de la leche

centrifugada a 3100 g por 30 min.

Para la identificacion de Map se requiere demostrar la dependencia del cultivo a la
micobactina, asi como verificar la morfologia de las colonias, la afinidad tintorial y la

morfologia de los microorganismos.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Es una técnica rapida, su especificidad depende en parte de los iniciadores que se
empleen, ya que se han identificado iniciadores dentro de la secuencia de insercion 1S900 que
podrian originar falsos positivos, debido a que Mycobacterium scrofulaceum y M. cookii
contienen en su genoma secuencias parecidas a 1S900 (1S900-like) (Englund et al, 2002,
Cousins 1999). Sin embargo, cuando esta prueba se realiza a partir de muestras clinicas su
sensibilidad tiende a disminuir debido a la presencia de sustancias que reducen e incluso
bloguean la capacidad de amplificacion de la prueba, asi como al bajo nimero de bacterias y al
ADN inespecifico. Tradicionalmente, las muestras de leche se consideran muestras clinicas
dificiles de analizar por medio de esta técnica dada la presencia de proteinasas, asi como de una
alta concentracién de calcio y grasa que actlian como inhibidores de la PCR (Radstrém et al,
2004). De acuerdo con Bickley, la inhibicién de la PCR ocurre en muestras de leche sin
tratamiento previo y en presencia de 5% o mas de leche sin importar si se trata de leche entera,
semidescremada o libre de grasas, por lo que este autor refiere que la inhibicion no se atribuye
al contenido de grasa de la leche, sino principalmente a los iones de calcio cuya accion se

revierte incrementando la concentracién de magnesio (Bickley et al, 1996).



Separacion inmunomagnética

La separacion inmunomagnética (IMS por las siglas en inglés de immunomagnetic bead
separation) se utiliza para aislar una especie bacteriana de una mezcla de microorganismos en
suspension, utilizando para ello particulas inmunomagnéticas sensibilizadas con anticuerpos
especificos. La reaccion de las particulas con los microorganismos se produce cuando éstas son
mezcladas con una suspension bacteriana, las bacterias se adhieren a los anticuerpos especificos
de la superficie de las particulas por una reaccidén antigeno-anticuerpo. Posteriormente, las
particulas son extraidas del medio liquido mediante la aplicacién de un campo magnético. Las
bacterias adheridas a las mismas son arrastradas en este proceso. Esta técnica permite concentrar
las bacterias suspendidas en la muestra y, por lo tanto, incrementa la sensibilidad del cultivo y
de la PCR (Grant et al 2000).

Grant et al, mencionan que la técnica de IMS reduce el limite minimo de ufc necesarios
para la deteccion de la prueba de PCR en leche entre 10 y 100 veces (Grant et al 2000). Esta
afirmacion coincide con lo descrito por Djonne B et al, destacando que la maxima sensibilidad
de la prueba se obtiene cuando el producto de PCR se visualiza por medio de dot blot (Djonne B
2003).

Impacto econémico de la Paratuberculosis

En varios paises del mundo la paratuberculosis ha venido cobrando relevancia debido a
las pérdidas econdmicas que ocasiona. En los Gltimos afios se han publicado algunos estudios
que cuantifican el impacto econémico asociado a esta enfermedad en los hatos bovinos
productores de leche, las pérdidas econdmicas son generadas principalmente por la disminucién
en la produccion lactea, el desecho prematuro de los animales, enfermedades secundarias y los
costos asociados al tratamiento. En los Estados Unidos de Norteamérica, el Sistema Nacional de
Monitoreo de la Salud Animal (por sus siglas en inglés NAHM) menciona que los hatos
seropositivos experimenta una pérdida anual de entre $ 100 y 200 USD por animal dependiendo
del grado de infeccion del hato (Ott et al, 1999). En nuestro pais, Miranda evaluo recientemente
el impacto econdmico de esta enfermedad en el Complejo Agropecuario Industrial de Tizayuca,
Hidalgo (CAIT) y concluyd que representa pérdidas anuales de $10,174 por animal infectado,
en este estudio se menciona que la principal causa de pérdidas econdmicas se debe al 22.8% de

disminucién de la produccién lactea atribuible a la paratuberculosis (Miranda, 2005).



Enfermedad de Crohn
Definicién

En 1932 Crohn, Ginsberg y Oppenheimer describieron por primera vez la signologia
clinica y las lesiones de 14 pacientes con una entidad a la que denominaron “ileitis regional”,
ésta consistia en inflamacion subaguda o cronica del ileon, con presencia de Ulceras, estenosis,
fistulas y granulomas (Crohn et al, 1932). A partir de 1950 se decidio englobar los distintos
diagnosticos descriptivos que incluian términos como granuloma inespecifico, ileitis regional,
enteritis regional, enterocolitis regional y enteritis cicatrizante, los cuales se utilizaban
indistintamente para designar al mismo proceso y denominarlo “enfermedad de Crohn”. La
enfermedad de Crohn (EC) se define como el proceso inflamatorio crénico que puede afectar
transmural y segmentalmente el tracto gastrointestinal humano, siendo el ileon y el colon las

regiones intestinales afectadas con mayor frecuencia (Armitage et al, 1950).

Etiologia de la Enfermedad de Crohn

Hasta el momento, no ha sido posible determinar la etiologia de la EC. Actualmente una
de las hipdtesis mas aceptadas sugiere que la EC es en realidad un sindrome y que, como tal,
engloba varios padecimientos con causas diversas. Entre las hipdtesis acerca de la etiologia de
la EC se postulan diferentes causas genéticas que finalmente se manifiestan como una falla en
los mecanismos de regulaciéon de la respuesta inmune, asi como causas de origen infeccioso

siendo Map el mas aceptado.

En 1984 Chiodini et al, anunciaron el primer aislamiento de Map a partir de 3 muestras
intestinales de pacientes con EC y en ninguno de los controles que incluian pacientes con colitis
ulcerosa y otras enfermedades intestinales; a partir de ese momento se abrié una linea de
investigacion para determinar si esta micobacteria es el agente etiol6gico de la EC 0 es s6lo un
agente oportunista. La evidencia que apoya esta asociacion incluye el aislamiento bacteriol6gico
de esta micobacteria a partir de secciones intestinales, sangre y leche de pacientes con EC,
deteccion de anticuerpos especificos contra Map, eficacia del tratamiento con drogas
antimicobacteriales e identificacion de la secuencia especifica 1S900 por PCR e hibridacion in
situ (Bull et al, 2003; Schwartz et al, 2000; Cheng et al 2000, Hulten et al, 2001; Naser et al
20004 y 2002). De acuerdo con Chamberlin la teoria micobacteriana y la autoinmune son
complementarias; de manera que la primera involucra la etiologia del padecimiento y la segunda

su patogénesis (Chamberlin et al, 2001).



Epidemiologia

La enfermedad de Crohn se encuentra ampliamente distribuida en el mundo. Un estudio
realizado en Olmsted, Minnesota entre 1940 y 2000 notific una incidencia de 7.9 por 100,000
habitantes, asi como una prevalencia de 174 por 100,000 habitantes en 2001. Este estudio sefiala
ademas que la prevalencia de casos de EC se incrementd 31% de 1990 al 2000 (Loftus et al,
2007). En Francia se menciona que la incidencia de la enfermedad en la poblacion pediatrica
entre 1988 y 1999 fue de 2.3 por 100,000 de habitantes, asimismo se destaca que la incidencia
de esta enfermedad en la poblacion en general se incrementd significativamente un 23% durante

el periodo de estudio (Auvin et al, 2005).

Algunos autores mencionan que la EC es mas comun en los paises del norte u oeste, que
en los paises del este y sur. De manera que se considera una enfermedad poco frecuente en
paises de Asia, Africa y Sudamérica (Andres et al, 1999; Mishina et al, 1996). Sin embargo,
publicaciones recientes ponen de manifiesto que la enfermedad de Crohn es frecuente en paises
de América latina. En Puerto Rico la prevalencia estimada en 1996 fue de 41.4/100,000
habitantes (Torres, 2003), ademas se menciona que entre 1996 y el 2000 la frecuencia de casos
de EC aumentd 4 veces (Appleyard, 2004). En Brasil, un estudio realizado entre 1980 y 1999
menciona que la incidencia de la EC se ha incrementado en los Gltimos 20 afios de 17 a 31 casos
por cada 10,000 ingresos al Hospital Universitario de Brasil (Souza et al 2002). Estas
observaciones en América latina son consistentes con los estudios acerca de la incidencia de la
EC que revelan un incremento global en la presentacion de casos (Mishina et al, 1996; Auvin et
al, 2005; Karlinger et al, 2000; Loftus et al, 2007;). El incremento en la incidencia de casos
puede atribuirse al menos parcialmente, al mejor reconocimiento del padecimiento por parte de

los médicos y al uso de la laparoscopia como herramienta de diagnostico

Los estudios epidemioldgicos de la EC alrededor del mundo consistentemente indican
que existe una mayor incidencia de esta enfermedad en mujeres que en hombres en una
proporcién de 1.1-1.8:1 (Mishina et al, 1996).

Enfermedad de Crohn en México

En México se han descrito pocos casos clinicos de la enfermedad de Crohn y existe la
impresién de que es una enfermedad poco frecuente en la poblacién. Uno de los estudios acerca
de esta enfermedad en nuestro pais se llevd a cabo en el Hospital General de México entre 1980
y 1989, en él se menciona que la frecuencia de pacientes con EC en el servicio de

gastroenterologia fue de 8 de cada 10,000 ingresos en el transcurso del estudio (Pérez et



al,1992). No existen datos concluyentes acerca de la incidencia de la EC en México pero se

calcula que ésta oscila entre el 0.0008 y el 1.11% de la poblacién (Rodriguez-Leal et al, 2004).

Posible via de transmision a los humanos

A pesar de que hasta el momento no se reconoce a la paratuberculosis como una
enfermedad zoonética, se acepta que Map es capaz de generar infecciobn en pacientes
inmunocomprometidos, razén por la cual mdltiples trabajos de investigacion han puesto
especial énfasis en determinar el potencial infectivo de la leche, la carne y el agua tomando en
consideracion que éstos pueden contaminarse con Map y actuar como fuente de infeccion para
la poblacién humana. La contaminacidn de la leche puede ocurrir directamente en el interior de
la glandula mamaria, por contaminacion externa de la misma y de manera muy importante
durante el ordefio y el almacenaje de la leche. Algunos trabajos de investigacion sefialan que
Map es capaz de eliminarse de manera natural a través de la leche a concentraciones muy bajas
de 1-2 ufc/ml. La leche de vaca y cabra, al igual que la leche de cualquier otro mamifero,
contiene leucocitos; Map es una bacteria intracelular que coloniza y se multiplica en
macrdfagos; de manera que la leche de los animales con paratuberculosis contiene macréfagos
gue pueden estar infectados con micobacterias. Adicionalmente, se menciona que los animales
con carga micobacteriana alta pueden eliminar 1,000 millones de micobacterias por gramo de
heces, de manera que si las heces del animal ensucian la ubre pueden contaminar la leche
(Chiodini et al, 1984).

Se menciona que 35% del ganado bovino lechero con paratuberculosis clinica 'y 11.6%
de los portadores asintomaticos eliminan la micobacteria a través de la leche (Chiodini y
Hermon-Taylor, 1993). Hasta el momento no se ha logrado el aislamiento bacteriolégico de esta
micobacteria a partir de leche de cabra u oveja, sin embargo se ha detectado la presencia de Map
en la leche de estas especies a través de PCR empleando la secuencia de insercion 1S900
(Muehlherr et al, 2003).

Contaminacion del agua

Recientemente, se han publicado algunos trabajos de investigacion en los que se ha
analizado el agua de rios y lagos, los cuales potencialmente se contaminan con Map por el
acarreo de materia organica de pastizales y granjas en donde la paratuberculosis es endémica.
En un estudio, se analizé semanalmente el agua de Tywi en el sur de Gales por medio de PCR,
encontrando que el 68.8% de las muestras eran positivas a Map, asimismo fue posible detectar
esta micobacteria en el tanque de almacenamiento de agua de una casa por lo que se intuye que



la contaminacion de las fuentes de abastecimiento de agua es un factor de riesgo para la

infeccion de la poblacién humana con esta micobacteria (Pickup et al, 2006).

Contaminacién de la carne

Los estudios de prevalencia de la paratuberculosis generalmente coinciden en que esta
enfermedad es menos prevalente en ganado productor de carne; sin embargo al igual que en el
sector lechero constituye un grave problema de salud animal. Asimismo, las vacas
especializadas en la produccion de leche eventualmente también se incorporan al mercado de
carne en todo el mundo. En algunas ocasiones, los productores envian al rastro a los animales
con signologia clasica de paratuberculosis, los cuales probablemente presentan infeccion
diseminada en sangre, linfonodos e incluso musculo esquelético (Rossiter 2001). Ademas, la
carne puede contaminarse con heces al momento del eviscerado de la canal, por lo que se
considera que no puede descartarse la carne como una potencial fuente de infeccion para el
humano. Sin embargo, hasta el momento existe muy poca informacion acerca de la

supervivencia de esta micobacteria en la carne.



Objetivos

Objetivo General

Determinar la presencia de Map en la leche de vacas y cabras seropositivas a paratuberculosis, a

través de aislamiento bacteriano y de la amplificacion de la 1S900 por medio de PCR.

Objetivos Especificos

= Determinar la sensibilidad del cultivo de Map a partir de leche con respecto al cultivo a
partir de heces.

» Comparar la sensibilidad de las pruebas de PCR 1S900, PCR tipo especifico e IMS-
PCR.

= Determinar la frecuencia de los tipos de Map presentes en las muestras de leche.

Hipotesis

Sera posible aislar e identificar genéticamente a Map a partir de leche de vacas y cabras
seropositivas, asi como detectar su presencia en la leche de hatos con antecedentes de esta

enfermedad.

Justificacion

Se sugiere que la leche contaminada con Map podria ser una fuente de infeccion para la
poblacion humana y, por lo tanto, un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedad de
Crohn. Por lo que se considera importante valorar la presencia de esta micobacteria en la leche

de vacas, cabras y hatos con antecedentes de paratuberculosis.



Material y Métodos

Origen y caracteristicas de las muestras

En el cuadro 3 se resume el nimero y tipo de muestras incluidas en el estudio,
especificando el sitio de donde provienen las mismas.

Cuadro 3. Tamafio de muestra y origen de las muestras analizadas

Sitio Descripcion de las muestras n
Vacas seropositivas a ptb. Leche y heces 10
CAIT Tanques de almacenamiento de leche
Leche 12
de vaca
Granja “Y” Cabras seropositivas a ptb. Leche y heces 9
Vacas seronegativas a ptb. y positivas a
Leche 6
IDR Vs. Th.
Bote de almacenamiento de leche de
CEIEPAA Leche 1
vaca
Bote de almacenamiento de leche de
Leche 1
cabra
Bote de almacenamiento de leche de
Leche 1
vaca
CEPIPSA
Bote de almacenamiento de leche de
Leche 1

cabra

Descripcion del origen de las muestras bovinas

Complejo Agropecuario Industrial de Tizayuca, Hidalgo (CAIT)

El CAIT es una de las cuencas lecheras mas importantes del pais. Actualmente cuenta con
116 establos en funcionamiento, los cuales agrupan aproximadamente a 28,000 vacas lecheras
en produccidn en sistema intensivo. Existe evidencia clinica, patologica y bacteriolégica de la
presencia de paratuberculosis en esta cuenca lechera. De acuerdo con Miranda BMV, la

seroprevalencia de esta enfermedad en los diferentes hatos del CAIT oscila entre 1.82 y 24.07%,



siendo la seroprevalencia promedio de 8.87% en esta cuenca. En el presente estudio se dirigi6 la
toma de muestras de leche y heces a 10 vacas identificados previamente como seropositivas y
pertenecientes a los 2 establos con mayor prevalencia de paratuberculosis en los 2 Gltimos afios.
Las muestras provienen de vacas de raza Holstein. Al momento de realizar el muestreo de la
leche de estas vacas, s6lo una presentd signologia compatible con paratuberculosis (vaca 488);
sin embargo durante los 2 meses posteriores al muestreo, cuatro vacas mas (vacas 634, 811, 923
y 1824) desarrollaron diarrea abundante y pérdida progresiva de peso; cabe sefialar que el
diagndstico de paratuberculosis no fue confirmado ya que fueron desechadas. Adicionalmente,
se recolectaron muestras de leche de los tanques de almacenamiento de leche cruda de los 12
establos con mayor prevalencia determinada anteriormente Los establos seleccionados
presentaban una seroprevalencia real promedio de 10.15% (IC 95% 5.37-14.93%) (Miranda,
2006).

Centro de Ensefianza, Practica e Investigacion en Produccion y Salud Animal (CEPIPSA)

Este Centro se encuentra ubicado en San Miguel Topilejo, Delegacion Tlalpan en
México, D.F. En este lugar se realiza la explotacion intensiva de bovinos especializados en la
produccién lechera de la raza Holstein. La prevalencia de paratuberculosis bovina en este centro
no ha sido estimada anteriormente. Para este estudio, se tomd una muestra de 50 ml de leche sin

pasteurizar directamente del bote de almacenamiento.

Centro de Ensefianza, Investigacion y Extensién en Produccién Animal en Altiplano
(CEIEPAA)

Este Centro se dedica a la produccion de leche bajo pastoreo intensivo y esta localizado en
Tequisquiapan, Querétaro. Anteriormente se ha estimado que la seroprevalencia de
paratuberculosis en la poblacidn bovina de este hato es de 10.52% (informacién no publicada).
Se remitieron al Departamento de Microbiologia varias muestras de suero, leche y exudado
nasal de vacas de raza Jersey, las cuales habian resultado positivas a la prueba de
intradermorreaccion conocida como “doble comparativa” que se emplea para el diagnostico de
tuberculosis; sin embargo es importante sefialar que tanto las muestras de exudado nasal como
las muestras de leche resultaron negativas a tuberculosis por medio de PCR. Se decidié someter
los sueros de estos animales a la prueba de ELISA indirecta contra paratuberculosis y en todos
los casos, se encontrd que los animales eran seronegativos a esta enfermedad. Se decidid extraer
ADN de estas muestras de leche y realizar la prueba de PCR para paratuberculosis, estas
muestras fueron remitidas al Laboratorio sin evidencia clinica de paratuberculosis.

Posteriormente, se tomé una muestra de leche del tanque de almacenamiento del CEIEPAA.



Descripcion del origen de las muestras caprinas

Granja “Y”

En este estudio se obtuvieron muestras de leche de cabras raza Alpino Francesa de una
granja particular localizada en Yautepec, Morelos. Esta es una granja especializada en la
produccion de leche de cabra bajo un sistema de explotacién intensivo, en la cual anteriormente
se ha detectado evidencia clinica y patoldgica de la presencia de paratuberculosis. Con el fin de
determinar la prevalencia de la enfermedad, por medio de venopuncion yugular se tomé una
muestra de todos los animales en produccion (n=93) y se determind por medio de ELISA una
seroprevalencia aparente de 9.67%. De esta manera se identificaron 8 cabras seropositivas; a
partir de las cuales se obtuvieron 50 ml totales de leche de ambos pezones, previa limpieza y
desinfeccion de la ubre de acuerdo al procedimiento habitual del ordefiador. Al momento de los
2 muestreos, pudo observarse que la totalidad del hato presentaba condicion corporal regular y
bajos pardmetros de produccidn lactea atribuibles a la deficiente formulacion de la dieta que se

estaba administrando en la explotacion.

Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccién Animal en Altiplano
(CEIEPAA)

En este centro se mantiene un rebafio de cabras de raza Alpino Francesa especializadas
en la produccidn lactea bajo un sistema de produccién intensivo. Se desconoce la prevalencia de
la paratuberculosis en el hato caprino de esta explotacion. En este centro no se obtuvieron
muestras de leche de cabras individuales, sino tan solo del tanque de almacenamiento de leche

no pasteurizada.

Centro de Ensefianza, Practica e Investigacion en Produccion y Salud Animal (CEPIPSA)

En este Centro se realiza la crianza bajo sistema de produccion intensiva de cabras de
las razas Alpina Francesa, Saanen, Toggenburg y Boer. La prevalencia de paratuberculosis
caprina ha sido cuantificada en 8.29% (Vélez et al, 1998). Para este estudio, se tom6 una

muestra de 50 ml de leche sin pasteurizar del bote de almacenamiento de leche no pasteurizada.

Procedimiento para la coleccion y transporte de la totalidad de las muestras

En el caso de las muestras de leche individuales, se obtuvieron manualmente
aproximadamente 50 ml de leche de ambos pezones de 8 cabras, asi como 50 ml de leche de los

cuatro cuartos de 10 vacas, empleando tubos nuevos y estériles tipo Falcon de 50 ml. Cabe



sefialar que la toma de muestra de leche se realizd durante el ordefio programado en cada establo
de manera que fue realizado por el ordefiador tras el procedimiento de limpieza y desinfeccion

de la ubre que rutinariamente se realiza en cada explotacion.

Las muestras de heces se obtuvieron utilizando un guante de palpacioén nuevo para cada
animal, estas muestras consistieron en aproximadamente 10 g de heces que fueron recolectados

directamente del recto de cada vacay cabra.

Asimismo, se recolectaron 50-100 ml de leche no pasteurizada directamente de la toma
a la pipa localizada en la parte inferior de los tanques de almacenamiento de 12 hatos del CAIT
en los que previamente se habia identificado evidencia seroldgica y clinica de la presencia de
paratuberculosis, asi como 50-100 ml de leche no pasteurizada directamente de los botes de

almacenamiento de leche de vaca y cabra provenientes del CEPIPSA y CEIEPAA.

Todas las muestras fueron transportadas bajo temperaturas de refrigeracion y se
procesaron en la Unidad de Bioseguridad del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de

la FMVZ, UNAM; durante las primeras 24 horas después de ser obtenidas.

ELISA

Se utilizé la prueba de ELISA indirecta para la deteccion de las vacas y cabras
seropositivas empleando el antigeno protoplasmaético de paratuberculosis conocido como PPA3
(Allied, Mo.). En el anexo 1 se describe la preparacion de todos los reactivos necesarios para el
desarrollo de esta prueba. Para la adsorcion del antigeno en las placas de ELISA se depositaron
100 pl del antigeno a una concentracién de 40 ug/ml con tampdén carbonato, se mantuvieron a
4° C durante toda la noche para después realizar 3 lavados con solucion salina con Tween; las
placas secas se mantuvieron a -20° C hasta el momento de su utilizacion. Con el fin de
incrementar la especificidad de la prueba, los sueros problema y los controles se preadsorbieron
con una solucion de Mycobacterium phlei al 5%, en una proporcion de 1:1 durante toda la
noche. Al dia siguiente se centrifugaron los sueros a 6, 000 g por 10 minutos. En cada pocillo se
depositaron 99 ul de solucién amortiguada de fosfatos Tween gelatina (PBS-TG) y se afiadid 1
ul de suero de manera pareada. Las placas se incubaron a temperatura ambiente dentro de una
camara himeda durante 2 horas, posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS-TG y se
depositaron 100 ul de anti-lIgG ovina marcada con peroxidasa de rdbano (HRP) (Sigma Aldrich,
St. Louis Mo.) a una dilucion de 1:4500 con PBS-TG y se incubaron en camara himeda a TA,

al término de 2 horas se realizaron 3 lavados con PBS-TG. Inmediatamente se afiadieron 100 pl



de ABTS (Sigma Aldrich) recién preparado el cual se dejo actuar en oscuridad sobre un agitador
orbital durante 20 minutos. La lectura se realizd en un espectrofotometro de 8 canales (Elx 800,

Bio-tek Instruments) empleando un filtro de 405 nm.

Para determinar la positividad de los sueros problema, el promedio de la densidad 6ptica
de cada suero se dividio entre el promedio de la densidad 6ptica del control positivo, cuando el
cociente resultante era mayor o igual a 0.80 se considero seropositiva la muestra. ES importante
destacar que este protocolo de ELISA ha sido descrito anteriormente y presenta una

especificidad y sensibilidad de 75% y 64%, respectivamente (Garcia MJF et al, 1991).

Aislamiento bacteriano a partir de heces de vacas y cabras

Se afiadieron 2 g de cada muestra de heces a 35 ml de agua destilada estéril, sin importar
la especie animal de la que provenian, se mezclaron y se mantuvieron a temperatura ambiente
(TA) durante 30 min. Posteriormente, se removio el sobrenadante y se vertid en tubos estériles
de 50 ml. Las muestras se centrifugaron a 1700 g durante 20 min, el sobrenadante se decantd y
la pastilla se resuspendié en 30 ml de solucion de hexadecilpiridinio (HPC) al 0.75%. La
descontaminacion se realizd durante toda la noche a TA, las muestras se mantuvieron en
posicion vertical. Al dia siguiente, con una pipeta de transferencia estéril se tomé el material de
la interfase y se inocularon tres tubos de medio Herrold con 2 mg/l de micobactina J y un tubo

sin este siderdforo (Ver Anexos 2y 3).

Los tubos se mantuvieron en posicion horizontal durante una semana con los tapones sin
apretar para permitir la absorcion y evaporacién de la humedad en la superficie del medio;
posteriormente se cerraron firmemente los tubos y se mantuvieron en posicion vertical durante

50 semanas. El crecimiento bacteriano se verificod al menos cada 4 semanas.

Aislamiento bacteriano a partir de leche de vacas y cabras

De cada muestra de leche se tomaron 10 ml y se centrifugaron a 3100 X g por 30 min, se
retird el suero del sobrenadante y la pastilla junto con la fraccién cremosa de la leche se
resuspendieron en 10 ml de HPC al 0.75%, se mantuvieron a temperatura ambiente (TA)
durante toda la noche y se centrifugaron nuevamente a 1,000 g durante 15 min. La pastilla se
disolvié en 0.5 ml de PBS.



Posteriormente, se sembraron 0.2 ml de cada muestra en tres tubos con medio de yema de
huevo de Herrold (HEYM) con micobactina y uno sin micobactina; todos los tubos se
mantuvieron a 37°C durante 50 semanas. El crecimiento de colonias se verificd cada 2 semanas.
Las muestras de leche bovina de los tanques de almacenamiento adicionalmente se sembraron

en tres tubos de medio Loéwentein-Jensen con micobactina y uno sin micobactina (Anexo 5).

Identificacion de Map

Para la identificacion de Map se verifico la morfologia y caracteristicas de crecimiento
de las colonias, la dependencia a micobactina, asi como la morfologia y afinidad tintorial de los

bacilos por medio de la tincion de Ziehl-Neelsen (Anexo 6).

Extraccion de ADN micobacteriano

Cada muestra de 10 ml de leche, se centrifug6 a 3,100 g por 30 min, se descarté el suero
para posteriormente resuspender la pastilla y la fraccion cremosa resultante en 400 ul de PBST.
Las muestras se introdujeron en un bafio Maria a temperatura de ebullicion durante 10 min. La
extraccion de ADN se realiz6 de acuerdo a las instrucciones del protocolo del estuche comercial
QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen) para la extraccion de ADN a partir de sangre y otros fluidos
corporales con algunas modificaciones que se describen a continuacion. Se depositaron 40 ul de
proteasa en tubos de 1.5 ml, se agregaron 400 pl de cada muestra y 400 pl de solucidon de lisis,
los tubos se agitaron por medio de vértex durante 15 sy se colocaron en un bafio Maria a 56 °C
durante 10 minutos, se centrifugaron brevemente y se agregaron 400 ul de etanol absoluto y se
mezclaron por medio de vortex durante 15s. Cada solucion resultante se transfirié a una
columna y éstas se centrifugaron a 5,000 g/2 min, se afiadieron 500 pl de la solucién de lavado
AWL1 y las columnas se centrifugaron a 5,000 g /2 min, después se afiadieron 500 ul de la
solucion AW2 y las columnas se centrifugaron a 9,000 g/3 min y nuevamente a 9,000 g/1 min.
Finalmente se agregaron 100 ul del tamp6n de elusion y se dejaron reposar durante al menos 5
minutos, para después centrifugar a 3,500 g/1 min. Cabe sefialar que después de cada ciclo de
centrifugado el tubo colector de la columna fue reemplazado por uno nuevo. EI ADN resultante

se conservo a temperatura de refrigeracion.

Separacion inmunomagnética

Produccion de anticuerpos policlonales anti-Map en conejo



Se emplearon colonias de Map crecidas en medio de L&wenstein-Jensen con
micobactina las cuales fueron suspendidas en solucion amortiguada de fosfatos (PBS).
Posteriormente esta solucidn se centrifugd y lavd 5 veces con PBS para posteriormente inactivar
las colonias por medio de calor en un bafio maria a 56 °C, durante 60 minutos. Se mezclaron 0.5
ml de esta suspension con adyuvante incompleto de Freund y se utilizaron para inocular de
manera subcutanea y en maltiples sitios a 4 conejos Nueva Zelanda de 2 meses de edad, previa
desinfeccion del sitio de aplicacion. Este procedimiento de inoculacion se repitié 5 veces con un
intervalo entre aplicacion de entre 10 y 15 dias. Posteriormente se aplicaron de manera
subcutanea 2 dosis de 1 ml de vacuna contra paratuberculosis (Gudair) con 15 dias de

separacion entre cada aplicacion.

Por medio de IDGA (Ver anexo 4) y ELISA empleando el antigeno PPA-3 y anti IgG de
conejo marcada con HRP (Sigma Aldrich), se verifico que todos los conejos eran seropositivos
y se procedié a sangrarlos en blanco por medio de puncién cardiaca. Los conejos fueron

sacrificados humanitariamente por medio de dislocacién cervical.

Los tubos vacutainer empleados fueron mantenidos a 4 °C hasta la completa formacion

del coagulo y el suero se vertio asépticamente en tubos de 2 ml para ser conservado a -70 °C.

Recubrimiento de las perlas inmunomagnéticas

El suero de conejo sensibilizado se empled para recubrir perlas inmunomagnéticas
borrego anti-1gG de conejo tipo M-280 de Dynabeads (Dynal), este proceso se realiza afiadiendo
1 ml de suero a 1 ml de perlas previamente resuspendidas en PBS-BSA y dejando incubar a 4°
C, en agitacion constante durante 24 h. Al dia siguiente, las perlas se colocaron en el
concentrador de particulas magnéticas (MPC) durante 2 minutos y el liquido sobrenadante se
aspiré para ser desechado, se realizaron 4 lavados con PBS-Albimina sérica bovina (BSA) y las

perlas se conservaron en 1 ml de PBS-BSA a 4° C hasta su utilizacion.

Separacion inmunomagnética (IMS):

Cada muestra de leche se homogeneiz6 mediante virtex y se obtuvieron 10 ml. Cada
nueva muestra fue sometida a centrifugacion a 3100 X g durante 30 min y la pastilla junto con

la fraccion cremosa de la leche se resuspendidé en 1 ml de PBS-T antes de la IMS.



Se afadieron 10 pl de perlas inmunomagnéticas previamente cubiertas con anticuerpos
policlonales anti-Map a cada 1 ml de muestra de leche centrifugada y resuspendida en PBS y se
incubaron 30 min a TA con agitacion constante. Después de la incubacién, las perlas
inmunomagnéticas se separaron con un concentrador de particulas magnéticas (Dynal) durante
10 min. El liquido residual se aspird para ser removido y cada muestra se sometié a 3 lavados
con PBS-T durante los cuales el concentrador de particulas se separd de la pared del tubo por 2

min. Finalmente, las particulas inmunomagnéticas se resuspendieron en 100 ul de agua esteéril.

Extraccion de ADN micobacteriano post IMS

Para liberar el ADN de las micobacterias unidas a las perlas inmunomagnéticas, la
suspension se calentd a 100° C durante 20 minutos en el bafio maria, posteriormente los tubos se

centrifugaron a 300 X g por 2 min para sedimentar las perlas.

PCR

Iniciadores utilizados para la prueba de PCR basado en la secuencia 1S900

Al inicio del estudio, se emplearon los iniciadores IS900P3N (5'-GGG TGT GGC GTT TTC
CTT CG-3') y IS900P4N (5'-TCC TGG GCG CTG AGT TCC TC-3') disefiados por Ayele y
colaboradores en 2005. Sin embargo, siguiendo el protocolo propuesto se observaron varias
bandas de amplificacion inespecifica. Al analizar la secuencia de estos iniciadores por medio del
programa Vector NT (Infomax, USA) se determiné que el primer P4N formaba una orquilla por
lo que se decidid disefiar un nuevo primer en sustitucion de éste, al que se designé P5N (5'-
ATTTCGCCGCCACCGCCACG-3)).

Determinacién de la sensibilidad de la prueba de PCR 1S900 y PCR tipo especifico

Con el fin de determinar la sensibilidad de las pruebas se inoculd experimentalmente
leche entera ultrapasteurizada con una cepa previamente identificada como tipo “C” crecida en
medio LJ. Cabe sefialar que antes de su inoculacion se verificd por PCR 1S900 y PCR tipo
especifico que la leche fuera libre de paratuberculosis. Para la preparacion del indculo, se hizo
un raspado del cultivo y se resuspendieron estas colonias en PBST, posteriormente se llevaron a
cabo 5 lavados con PBST. La cuantificacion del indculo se realizd por espectrofotometria
tomando en consideracion que a una longitud de onda de 550 nm una densidad 6ptica de 0.25
equivale aproximadamente a 1x10® ufc/ml. Se realizaron diluciones décuples seriales para

obtener concentraciones desde 1x10° ufc/ml hasta 1x10° ufc/ml en un volumen total de 10 ml de



leche. La extraccion del ADN se realizé siguiendo las instrucciones del estuche comercial
QIAmMp (QIAGEN). Se aplico la prueba de PCR correspondiente siguiendo el protocolo que se
describird posteriormente; una aliquota de 10 pl del producto de cada reaccion se sometio a
electroforesis en geles de agarosa al 2% en TAE tefiidos con bromuro de etidio y se visualizaron

en un fotodocumentador Gel Logic 200 (Kodak). Este procedimiento se realizé por duplicado.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se utilizaron los iniciadores 1ISO00P3N e 1S900P5N, descritos anteriormente. El protocolo
del termociclador consistié en un ciclo inicial de desnaturalizacién a 94° C por 5 min, 35 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C por 40 s, alineamiento a 67° C por 40 s, extension a 72° C por 40 s
y finalmente un ciclo de 72° C por 5 min. Posteriormente, una aliquota de 10 ul de cada
producto de amplificacion se separé por medio de electroforesis en gel de agarosa al 2% con
solucion de tris, 4cido acético y EDTA (TAE) y 5 ul de bromuro de etidio; el producto de la
reaccion fue visualizado utilizando un fotodocumentador Gel Logic 200 (Kodak). El producto
esperado tiene un peso molecular de 314 pares de bases (pb), para determinar el tamafio de los
segmentos amplificados se emple6 el marcador de peso molecular 50 pb (Invitrogen; La Joya,
California).

PCR tipo especifico

Todas las muestras de ADN fueron sometidas a una nueva PCR para identificar el tipo de
cepa de Map al que corresponden. Se utilizaron los iniciadores: DMC529, DMC531 y
DMC533. Cada reaccién consistio en 12.5 ul de premezcla para PCR (Sigma Aldrich, EUA),
1 ul de cada iniciador, 9 ul de ADN y 0.5 ul de Taq polimerasa platinum (Invitrogen). El
protocolo consistid en un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95° C por 3 min, 35 ciclos a 94° C
por 30s, 60° C por 30 s, 72° C durante 30s y un ciclo final de extension a 72° C por 5 min.
Posteriormente, 10 ul de cada producto de amplificacion se separaron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 2% en TAE con 5 pl de bromuro de etidio. Los productos se visualizaron
utilizando el fotodocumentador Gel Logic 200 (Kodak). En las cepas del tipo “C” el producto
esperado es de 310 pb, mientras que en el tipo “S” e “I” el producto es de 162 ph. Se utiliz6 el
marcador de peso molecular 50 pb (Invitrogen) para determinar el tamafio de los segmentos

amplificados.



Resultados

Sensibilidad de la prueba de PCR 1S900 y PCR tipo especifico

Se determind que la sensibilidad del protocolo de PCR 1S900 aplicado es de 1x10°
ufc/10 ml de leche (Figura 6), mientras que el limite minimo de deteccion del protocolo de PCR

tipo especifico es de 1x10° ufc/10 ml (Figura 7).

Limite minimo de deteccidn de la prueba de PCR 1S900

Identificacién

1 1x10*
2 1x10°
3 1x10°
4 1x10*

Figura 6. Sensibilidad de la prueba de PCR 1S900. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, en
el que se observa en el primer carril el marcador de peso molecular 50 pb, carriles identificados 1 al 4
producto de la amplificacién del PCR a partir de leche inoculada experimentalmente con distintas
concentraciones de Map. La flecha indica el peso del producto esperado (314 pb).



Limite minimo de deteccién de la prueba de PCR tipo especifico

Identificacién

1 1x10°
2 1x10°
3 1x10*
4 1x10°
5 1x10°
6 1x10*
7 1x10°

Figura 7. Sensibilidad de la prueba de PCR tipo especifico. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de
etidio, en el que se observa en el primer carril el marcador de peso molecular 50 pb, carriles identificados
1 al 7 producto de la amplificacion del PCR a partir de leche inoculada experimentalmente con distintas
concentraciones de Map. La flecha indica el peso del producto esperado (310 pb).

PCR 15900

PCR a partir de extracciones de ADN de leche de vaca

Al utilizar los iniciadores especificos de la secuencia 1S900, la prueba de PCR permitio6
identificar el genoma de Map en 12/12 (100%) de las muestras de leche del mismo nimero de

vacas seropositivas a paratuberculosis (Figuras 8 y 9).

Asimismo, fue posible identificar la presencia de esta micobacteria en 5/6 (83.33%) de
las muestras de leche de vacas seronegativas a paratuberculosis pero positivas a la prueba doble

comparativa para el diagndstico de tuberculosis bovina (Figura 10).



Primer muestreo vacas del CAIT

Identificacion Resultado

PCR 15900
1 447 +
2 488 +
3 608 +
4 634 +
5 699 +
6 706 +
7 811 +
8 923 +
9 1824 +

Figura 8. Producto de la amplificacion del PCR a partir de extracciones de ADN de leche de vaca. Gel de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, en el que se observa en el primer carril el marcador de peso
molecular 50 pb, carriles identificados 1 al 9 producto de la amplificacion del PCR. La flecha indica el
peso del producto esperado (314 pb).

Segundo muestreo vacas del CAIT

Resultado
Identificacion

PCR 15900
1 443 +
2 608 +

Figura 9. Producto de la amplificacion del PCR a partir de extracciones de ADN de leche de vaca.



Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, en el que se observa en el primer carril el marcador
de peso molecular 50 pb, carriles identificados 1 al 2 producto de la amplificacién del PCR. La flecha
indica el peso del producto esperado (314 pb).

Muestras de leche de vacas del CEIEPAA

Identificacion Resultado

PCR 15900
1 | 964 "
2 | 970 "
3 | 977 n
4 | 982 -
5 | 986 "
6 998 "

Figura 10. Producto de la amplificacion del PCR a partir de extracciones de ADN de leche de vaca. Gel
de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, en el que se observa en el primer carril el marcador de
peso molecular 50 pb, carriles identificados 1 al 2 producto de la amplificacion del PCR. La flecha indica
el peso del producto esperado (314 pb).

PCR a partir de extracciones de ADN de leche de cabra

Al analizar 15 muestras de leche de 8 cabras previamente identificadas como seropositivas
a paratuberculosis, se detectd la presencia de Map en el 100%(15/15) de las muestras (Figuras
11y 12).



Primer muestreo Granja “Y”

Identificacion Resultado

PCR 1S900
1 +
2 N31 +
3 N70 +
4 RO5 +
5 R55 +
6 R110 +
7 Q63 +

Figura 11. Producto de la amplificacion del PCR a partir de extracciones de ADN de leche de cabra. Gel
de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, en el que se observa en el primer carril el marcador de
peso molecular 50 pb, carriles identificados 1 al 7 producto de la amplificacion del PCR. La flecha indica

el peso del producto esperado (314 pb).

Segundo muestreo Granja “Y”

Resultado

Identificacion PCR

1S900
1 095 +
2 848 +
3 N31 +
4 N70 +
5 RO5 +
6 R55 -
7 R110 +
8 Q63 +

Figura 12. Producto de la amplificacion del PCR a partir de extracciones de ADN de leche de cabra. Gel
de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, en el que se observa en el primer carril el marcador de
peso molecular 50 pb, carriles identificados 1 al 8 producto de la amplificacion del PCR. La flecha indica

el peso del producto esperado (314 pb).




PCR a partir de extracciones de ADN de leche de los tanques y botes de almacenamiento de

leche no pasteurizada

El desarrollo de esta prueba permitid la identificacién del genoma de Map en 12/12 (100%)
de las muestras de leche de vaca de los tanques de almacenamiento de leche no pasteurizada del
CAIT (Figura 13), asi como en las muestras de leche de los botes de almacenamiento
provenientes del CEPIPSA y CEIEPAA (Figura 14). Asimismo, por medio de la PCR se detect6
la presencia de Map en 3/3 (100%) de los botes de almacenamiento de leche de cabra estudiados
provenientes de Granja Y, CEPIPSA y CEIEPAA (Figura 14).

Muestras de leche de los tanques de almacenamiento del CAIT

e, Resultad
Identificacio o PCR

E119 +
E125
E133
E134
E148
E149
E151
El67
E182
E183
E184
E200
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Figura 13. Producto de la amplificacion del PCR a partir de extracciones de ADN de leche de los tanques
de almacenamiento de leche de vaca. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, en el que se
observa en el primer carril el marcador de peso molecular 50 pb, carriles identificados 1 al 12 producto de
la amplificacion del PCR. La flecha indica el peso del producto esperado (314 pb).



Muestras de leche de los tanques y botes de almacenamiento de leche no
pasteurizada

Resultado
Identificacion PCR
1S900
1 Granja “Y” +
Leche de
2 cabra +
CEPIPSA
3 Leche de vaca +
CEPIPSA
Leche de
4 cabra +
CEIEPAA
5 Leche de vaca +
CEIEPAA

Figura 14. Producto de la amplificacion del PCR a partir de extracciones de ADN de leche de los botes de
almacenamiento de leche de cabra y vaca. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, en el que
se observa en el primer carril el marcador de peso molecular 50 pb, carriles identificados 1 al 5 producto

de la amplificacion del PCR, carriles intermedios sin identificacion en blanco. La flecha indica el peso del

producto esperado (314 pb).



PCR-IMS

Cuando previamente se realizd separacion inmunomagnética, se identificé la banda de
amplificacion esperada en 5/10 (50%) de las muestras de leche de vaca, asi como en 5/8
(62.5%) de las muestras de leche de cabra. En total esta prueba identificé tan solo al 55.5% de

las muestras, las cuales resultaron positivas por medio de PCR (Figura 15).

Muestras de leche de vacas y cabras

Identificacion Resultado
PCR IMS
1 443 - Wnc-1 2 SRERE 7 s 9 10
2 447 -
3 488 )
4 608 n
5 634 )
6 699 n
7 706 -
8 811 +
9 923 +
10 1824 n
11 095 + - .
12 848 - Mpm 1112 1SS EN15716 17 18" "C-
13 N31 n
14 N70 ;
15 RO5
16 R55
17 R110 )
18 Q63 +

Figura 15. PCR-IMS a partir de muestras de leche individuales. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro
de etidio, en el que se observa en el primer carril el marcador de peso molecular 50 pb, carriles
identificados 1 al 5 producto de la amplificacion del PCR. Las flechas indican el peso del producto
esperado (314 pb).

PCR tipo especifico

PCR tipo especifico a partir de extracciones de ADN de leche de vaca

Al utilizar los iniciadores disefiados por Collins, la prueba de PCR permiti6 identificar
el genoma de Map en 10/10 (100%) de las muestras de leche del mismo nimero de vacas

seropositivas a paratuberculosis procedentes del CAIT. Asimismo, esta prueba nos permite



determinar que 7/10 (70%) de las muestras contienen cepas de Map del tipo “C” o cattle,
mientras que en 3/10 (30%) de los casos la leche muestra evidencia de infeccién mixta por
cepas tipo “C” y “S” (Figura 16). Al analizar las muestras de leche de las vacas provenientes del
CEIEPAA, se encontré que 6/6 (100%) de las muestras contienen cepas de los tipos “C/S”
(Figura 17).

Muestras de leche de vacas del CAIT

Identificacién Resultado
Mpm “C”“s” 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 C-

PCR DMC
1 443 C

2 447 C

3 488 C

4 608 C <
5 634 C Jd
6 699 C

7 706 C/S

8 811 C

9 923 C/S

10 | 1824 C/S

Figura 16. Producto de la amplificacion del PCR tipo especifico a partir de extracciones de ADN de leche
de vaca. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, en el que se observa en el primer carril el
marcador de peso molecular 50 pb, carriles identificados 1-10 producto de la amplificacion del PCR. La
flecha negra indica el peso del producto tipo “C” (310 pb), la punteada el peso del producto tipo “S” (162

pb).

Muestras de leche de vacas del CEIEPAA

Resultado . p—
Identificacion PCR DMC Wc R e Y S R
1 964 C/s
2 970 C/s
3 977 C/s
4 982 C/s
5 986 C/s
6 998 C/s

Figura 17. Producto de la amplificacion del PCR tipo especifico a partir de extracciones de ADN de leche
de vaca. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, en el que se observa en el primer carril el



marcador de peso molecular 50 pb, carriles identificados 1 al 6 producto de la amplificacion del PCR. La
flecha negra indica el peso del producto tipo “C” (310 pb), la flecha punteada el peso del producto tipo
“S” (162 pb).

PCR a partir de extracciones de ADN de leche de cabra

La prueba permitié identificar esta micobacteria a partir del ADN extraido de las
muestras de leche pertenecientes a 8 cabras identificadas previamente como seropositivas a
paratuberculosis y determinar que 4/8 (50%) de las muestras presentaban cepas de Map del tipo
“C”y 3/8 (37.5%) cepas tanto del tipo “C” como “S” (Figura 18).

Muestras de cabras de la Granja “Y”

Resultado By, Mo
Identificacion Mpm “C” “S

PCR DMC
1 [ 095 c/s -
> | 848 c/s
N3L C
4 | N70 C
5 | RO5 C |
6 | RS5 C
7 | RL10 cis
8 | Q63 cis

Figura 18. Producto de la amplificacion del PCR tipo especifico a partir de extracciones de ADN de leche
de cabra. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, en el que se observa en el primer carril el
marcador de peso molecular 50 pb, carriles identificados 1 al 8 producto de la amplificacién del PCR. La
flecha negra indica el peso del producto tipo “C” (310 pb), la flecha punteada el peso del producto tipo
“S” (162 pb).

PCR tipo especifico a partir de extracciones de ADN de leche de los tanques y botes de

almacenamiento de leche no pasteurizada

Al analizar las extracciones de ADN provenientes de las muestras de leche de los
tanques de almacenamiento del CAIT, se determind que 58.33% de éstas presentaban cepas del
tipo “C”, mientras que en 41.67% se aprecia el producto de amplificacion esperado para cepas
tanto del tipo “C” como “S” (Figura 19).



' Muestras de leche de los tanques de almacenamiento del CAIT

tdentificacion | Resultado | R A G
1 E119 CIs

2 E125 CIS

3 E133 C

4 E134 C

5 E148 CIs

6 E149 C e

7 E151 /s Mpm7 8 9 10 11 12

8 E167 C

9 E182 CIs

10 E183 C

11 E184 C

12 E200 C

Figura 19. Producto de la amplificacion del PCR tipo especifico a partir de extracciones de ADN de leche
de los tanques de almacenamiento de leche no pasteurizada. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de
etidio, en el que se observa en el primer carril el marcador de peso molecular 50 pb, carriles identificados
1 al 12 producto de la amplificacion del PCR. La flecha negra indica el peso del producto tipo “C” (310
pb), la flecha punteada el peso del producto tipo “S” (162 pb).

Por medio de esta prueba se determind que el 100% de las muestras de los botes y
tanques de almacenamiento de leche tanto de cabra como de vaca provenientes del CEPIPSA y
CEIEPAA presentan cepas de los tipos “C”y “S” (Figura 19). Asimismo, se identificaron ambos

tipos de cepas en la muestra de leche del bote de almacenamiento de la granja “Y” (Figura 20).



| Muestras de leche de los tanques y botes de almacenamiento de leche
Resultado
Identificacion PCR
DMC
Leche de cabra
1 CEPIPSA Cis
Leche de vaca
2 CEPIPSA Cis
Leche de cabra
3 CEIEPAA C/s
Leche de vaca
4 CEIEPAA C/s
5 Granja “Y” CIs

Figura 20. Producto de la amplificacion del PCR tipo especifico a partir de extracciones de ADN de leche

de los tanques de almacenamiento de leche no pasteurizada. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de

etidio, en el que se observa en el primer carril el marcador de peso molecular 50 pb, carriles identificados

1 al 5 producto de la amplificacion del PCR. Carriles sin identificacion en blanco. La flecha negra indica
el peso del producto tipo “C” (310 pb), la flecha punteada el peso del producto tipo “S” (162 pb).

Frecuencia de tipos de Map identificados

En la figura 21 se muestra la frecuencia de tipos de Map identificados en las muestras
individuales de leche de vaca que incluyen las muestras tanto de vacas del CAIT como del
CEIEPAA. En la figura 22, se representa la frecuencia de tipos de Map presentes en la leche de
los tanques de almacenamiento del CAIT, CEPIPSA y CEIEPAA.

c/s 43.75%

56.25%

Figura 21. Proporcidn de tipos de Map identificados en muestras individuales de leche de vaca



CIS
50%

50%

Figura 22. Proporcién de tipos de Map identificados en muestras colectivas de leche bovina

En la figura 23 se representa la frecuencia de tipos de Map en las muestras de leche de
cabras de la granja “Y”, mientras que la figura 23 muestra la frecuencia de identificacién de
patrones mixtos en las muestras de leche de cabra de los tanques de almacenamiento de la
Granja “Y”, CEPIPSAy CEIEPAA

CIS
50%

C
50%

Figura 23. Proporci6n de tipos de Map identificados en muestras individuales de leche de cabra

C/S
100%

Figura 24. Proporcidn de tipos de Map identificados en muestras colectivas de leche caprina

Produccion de anticuerpos policlonales antiMap en conejo:

Al final del protocolo de inmunizacidn, todos los conejos fueron seropositivos tanto por
IDGA como por ELISA indirecta. Después de la primera aplicacion subcutanea de la vacuna
contra la paratuberculosis ovina en los conejos se intensifico la apariencia de lesiones
granulomatosas en todos los sitios de inoculacion, llegando incluso a debridar algunos de ellos.
Se realiz6 la necropsia de cada uno de los conejos y en ningln caso se observaron lesiones
macroscopicas significativas salvo a nivel subcutaneo donde se apreciaron maltiples nédulos e
hiperemia, al corte de estos nodulos se aprecid abundante cantidad de exudado blanco



amarillento. El estudio histopatoldgico de estas lesiones reveld la presencia de paniculitis
granulomatosa multifocal grave como se evidencia en las figuras 25 y 26.

Figura 25. Tejido subcutaneo. Lesion Figura 26. Tejido subcutaneo. Macréfago
granulomatosa, la flecha sefiala una célula gigante fagocitando adyuvante, HE, 40x.

tipo Langhans. No se aprecian BAAR. ZN, 40x.

Aislamiento bacteriano a partir de leche y heces bovinas

Se detectd la presencia de colonias visibles compatibles con Map en los tubos inoculados
con (4/10) 40% de las muestras de leche bovina. Se realizaron frotis y se tifieron con la técnica
de Ziehl Neelsen, la prueba de PCR 1S900 permite aseverar que estos aislamientos no
corresponden a Map. En contraste, se logré el aislamiento bacteriolégico de Map a partir de
3/10 (30%) muestras de heces bovinas (Figura 27). Se realizaron frotis y se tifieron con la
técnica de Ziehl Neelsen, en todos los casos se observaron bacilos acido alcohol resistentes

compatibles con Map y por medio de PCR se confirmd su identidad.

Figura 27. Aislamiento de Map, medio HEYM con micobactina, 10 meses de incubacion.



Aislamiento bacteriano a partir de leche y heces caprinas

En este estudio, después de 10 meses de incubacion no se logré el aislamiento

bacteriolégico de Map a partir de ninguna muestra de leche y heces caprinas.

Contaminacion de los cultivos

Durante el transcurso de los 10 meses de incubacion se detecto la proliferacion de hongos
y bacterias no acido alcohol resistentes en varios tubos de cultivo del medio HEYM con y sin
micobactina J. El indice de contaminacion que se detect6 en este estudio fue de 38.3% a los 5

meses y 51.61% a los 10 meses de incubacion (Figura 28).

Figura 28. Tubos de medio de cultivo HEYM con y sin micobactina contaminados.

Aislamiento bacteriano a partir de leche de los tanques de almacenamiento del CAIT

Se detecto el desarrollo de colonias visibles compatibles con Map a partir del cuarto mes de
incubacion, en los tubos de HEYM y LJ de 10/12 (83.33%) muestras de leche no pasteurizada
de los tanques de almacenamiento de los establos del CAIT analizados. Se realizaron frotis y
tincidn de ZN para confirmar la presencia de bacilos acido alcohol resistentes. Posteriormente,
se realizé la prueba de PCR tipo especifico a estos aislamientos para verificar la identificacion
de Map. Observando 80% de correlacién con los resultados obtenidos al aplicar la prueba de
PCR tipo especifico directamente a partir de la leche, ya que en 2 casos no se detectaron

colonias del tipo “S o I” en los cultivos bacterianos.



Resumen de resultados

En el cuadro 4 se sintetizan los resultados de las muestras analizadas en el presente

estudio.
Cuadro 4. Proporcidn de animales positivos en cada prueba.
No. d Res.l:.ltacll_?_ tal d Porcentaje de
0. de positivos/Total de positividad
muestras
ELISA
ELISA a partir de sueros de vaca 10/16 62.5%
ELISA a partir de sueros de cabra 9/93 9.67%
PCR 15900
Leche de vaca 15/16 93.75%
Leche de cabra 8/8 100%
Leche bovina de Io_s tanques de 14/14 100%
almacenamiento
Leche caprina de Io_s tanques de 33 100%
almacenamiento
PCR tipo especifico
Leche de vaca 16/16 100%
Leche de cabra 8/8 100%
Leche bovina de Io_s tanques de 14/14 100%
almacenamiento
Leche caprina de Io_s tanques de 33 100%
almacenamiento
PCR-IMS
Leche de vaca y cabra 10/18 55%
Aislamiento bacteriano
Heces de vaca 3/10 30%
Leche de vaca 0/10 0%
Heces de cabra 0/8 0%
Leche de cabra 0/8 0%
Leche bovina de Io_s tanques de 10/12 83.33%
almacenamiento
Leche caprina de los tanques de 03 0%

almacenamiento



Discusion

En este estudio, por medio de la prueba de ELISA empleando el antigeno PPA-3 se
obtuvieron resultados seroldgicos positivos a paratuberculosis en bovinos del CAIT en
Tizayuca, Hidalgo asi como en caprinos de una granja particular en Yautepec, Morelos. Estos
resultados fueron confirmados posteriormente por PCR. Por otro lado, se identificd
molecularmente a Map en leche de hatos bovinos y caprinos en Topilejo, Estado de México y
Tequisquiapan, Querétaro. Los resultados obtenidos describen por primera vez la presencia de
esta enfermedad en caprinos del Estado de Morelos y concuerdan con Estévez et al quienes
afirman que la paratuberculosis es una enfermedad endémica en varios estados de la Republica
Mexicana (Estévez et al, 2006).

Actualmente, en paises como Estados Unidos, Canada, Australia, Holanda y la Republica
Checa se aplican programas voluntarios para el control de la paratuberculosis. Estos programas
recomiendan el monitoreo de la presencia de Map en la leche de los hatos lecheros, tanto
bovinos como caprinos (McKenna et al, 2006, Stratman et al, 2002, Ayele et al, 2005).
Recientemente se ha popularizado el empleo de la prueba de ELISA para la deteccion de
anticuerpos contra paratuberculosis en leche (Lombard et al, 2006, Salgado et al, 2005). Sin
embargo, por medio de esta prueba no es posible identificar a los animales o hatos con
excrecidn activa de esta micobacteria, lo que hace imprescindible el uso de una prueba de

deteccion directa de este microorganismo (Paolicchi et al, 2003).

La técnica de PCR es considerada la prueba de eleccion para el diagndstico de bacterias de
crecimiento lento o fastidioso como es el caso de Map. El limite minimo de deteccion de la
técnica de PCR varia considerablemente en funcidn de la concentracién del microorganismo en
la muestra, el proceso de extraccién de ADN, asi como al protocolo mismo de PCR empleado
(Gao et al, 2007). En el presente estudio el limite minimo de deteccidn de la PCR 1S900 a partir
de muestras de leche fue de 1x10% ufc/10 ml de leche. Estudios previos reportan limites de
deteccion que varian de 200-300 ufc/ml utilizando los iniciadores P90 y P91 (Millar et al,
1996), hasta 1,000 ufc/ml empleando los iniciadores nimero 11 y 36 (Giese SB y Ahrens,
2000). La alta sensibilidad de la prueba de PCR aplicada puede atribuirse al hecho de haber
concentrado tanto la pastilla como la fraccion cremosa de las muestras de leche, al método de
extraccion bioquimica del ADN (QIAmp QIAGEN, USA) asi como al volumen de templete
empleado en la reaccion de PCR; ya que durante la estandarizacion del protocolo éste se
increment6 hasta 9 ul en contraste con Milan et al quienes, siguiendo el mismo protocolo de

procesamiento de la muestra, utilizan 4 pl del ADN extraido (Comunicacion personal) . Es



importante sefialar que si en nuestro estudio se hubiera manejado ese volumen de templete, tan
s6lo dos de las muestras (vaca 488 y 1824) hubieran resultado positivas. Asimismo, estos
resultados nos permiten recomendar la utilizacidn del iniciador denominado P5N en sustitucion

del P4AN propuesto por Ayele (Ayele et al, 2005).

El protocolo original de IMS-PCR tal y como se aplico en el presente estudio consistia
en someter la muestra a ebullicién durante 10 minutos para liberar el ADN y aplicar la prueba
de PCR, siguiendo este protocolo se reporta que la sensibilidad es de 1x10° ufc/50 ml y de
acuerdo con los mismos autores cuando después de la IMS se realiza extraccion quimica de
ADN el limite minimo de deteccién es de 1 ufc/50 ml de leche (Grant et al, 2000). La baja
sensibilidad del protocolo de PCR-IMS obtenida en este estudio puede atribuirse al menos
parcialmente a que el protocolo de extraccion de ADN pudo favorecer la persistencia de leche
en la mezcla de PCR y de esta manera inhibir la reaccion (Bickley et al, 1996). El empleo de
separacién inmunomagnética incrementa el costo y el tiempo de procesamiento de la muestra,
de manera que afiadir un proceso de extraccion quimica no es redituable. La maxima
sensibilidad de cualquier protocolo de PCR descrito se obtiene al visualizar el producto de PCR
por medio de la técnica de dot blot, la cual incrementa 100 veces el limite minimo de deteccién
de la PCR en comparacion con la electroforesis en geles tefiidos con bromuro de etidio;
siguiendo este protocolo se ha identificado positivamente leche inoculada con 0.1 ufc/ml
(Djonne et al, 2005).

Por medio de la prueba de PCR para la amplificacion del segmento comprendido entre
1024-1330 pb de la 1S900, se detectd el genoma de Map en el 100%(10/10) de las muestras de
leche de vacas previamente identificadas como seropositivas a paratuberculosis. De la misma
forma, 83.33% (5/6) de las muestras de leche de vacas seronegativas fueron positivas por PCR.
Cabe destacar que estas muestras provienen de vacas reactoras positivas a la prueba doble
comparativa y negativas a tuberculosis por medio de PCR a partir de leche y exudado nasal. Del
total de muestras de leche PCR positivas, el 93.75% (15/16) corresponden a vacas
aparentemente sanas, en contraste con estudios previos que sefialan que la identificacion de esta
micobacteria en la leche de vacas corresponde generalmente a las muestras provenientes de

animales clinicamente enfermos (Millar et al, 1996).

Se menciona que el estatus seroldgico, determinado tanto por ELISA como por IDGA, no
es util para predecir el riesgo de infeccion diseminada a gldndula mamaria en vacas con
paratuberculosis. Previamente se ha estimado que la probabilidad de excrecién directa a través
de leche en animales con infeccion subclinica es de 0.116 (Sweeney et al, 1992). Cabe precisar

que estos autores determinaron la presencia de esta micobacteria en leche por medio de



aislamiento bacterioldgico, el cual presenta menor sensibilidad que la técnica de PCR (Metzger-
Boddien et al, 2006). En contraste, la deteccion molecular de esta micobacteria en la leche de la
totalidad de los animales seropositivos y aparentemente sanos sugiere que el riesgo de
eliminacion a través de leche podria ser mayor al referido anteriormente. EI pequefio nimero de
animales muestreado, no permite establecer correlacion entre la seropositividad y la excrecion
de Map en leche; sin embargo, anteriormente se ha descrito que por medio de PCR a partir de
leche es posible identificar mas animales subclinicamente enfermos en comparacion con la

prueba serolégica de ELISA (Buergelt y Williams, 2004).

Existen pocos estudios acerca de la presencia de esta micobacteria en la leche de cabras. Se
ha notificado la deteccion molecular de Map en 7.1% de las muestras de leche de cabras en
Noruega, asi como en 23% de las muestras de leche de tanques de almacenamiento en Suiza.
Sin embargo, el 100% obtenido en este estudio sugiere que la diferencia en la proporcién de
muestras de leche positivas a paratuberculosis por medio de PCR puede deberse a la diferencia
en la prevalencia de la enfermedad en los diferentes paises y al tamafio del nUmero de muestra.
Asi como al disefio del presente estudio que ha sido dirigido exclusivamente a animales y hatos
seropositivos. En estudios previos se ha mencionado que la leche de cabras y ovejas con
paratuberculosis no representa un vehiculo significativo para la transmision de esta enfermedad
(Grant et al, 2001). En contraste, la identificacion molecular de Map en la totalidad de las
muestras de leche de cabra analizadas permite sugerir que no debe subestimarse la probabilidad

de infeccidn por consumo de leche de cabra y sus subproductos.

Se llevd a cabo la determinacién del nimero de mesofilicos y enterobacterias en leche de
cabras para descartar la contaminacion fecal de las muestras, el nimero de mesofilicos totales
determinado sobrepasé ligeramente el limite de 30,000 ufc/ml establecido en la NOM 091
SSAL 1994. Asimismo, el nimero de enterobacterias totales fue superior al establecido en la
misma norma en 20 ufc/ml. No existen estudios que refieran la correlacién de la presencia de
Map y enterobacterias en leche de cabra. No obstante, nuestro resultado concuerda con la Unica
literatura disponible sobre la presencia de enterobacterias en leche de vaca, las enterobacterias
son tan frecuentes en la leche de animales negativos como positivos a paratuberculosis
diagnosticados por PCR (Corti y Stephan, 2002).

El desarrollo de la prueba de PCR a partir de muestras de leche bovina de tanques de
almacenamiento permitio identificar el genoma de Map en el 100% (12/12) de las muestras
analizadas. Asimismo, la muestras de leche del bote de almacenamiento de leche de vaca del
CEIEPAA, donde se estima que la seroprevalencia de la enfermedad en los bovinos es de

aproximadamente 10.52% (informacion no publicada), resultd positiva a paratuberculosis por



esta misma técnica, al igual que la muestra del CEPIPSA en donde se carece de informacion
epidemioldgica. Esta alta frecuencia de Map en la leche de establos contrasta con los resultados
observados en Alemania donde a través de PCR de captura mediada por péptidos se identifico
esta micobacteria en tan solo el 5.43% de las muestras de leche (Stratmann J et al, 2006), asi
como con los resultados obtenidos en el Reino Unido donde se detecté Map en el 7.8% en las
muestras de leche (Grant et al, 2001) y en Suiza, donde por medio de PCR se detectd una
prevalencia aparente de 19.7% de Map en las muestras de leche de tanque analizadas (Corti y
Stephan, 2002). Esta proporcion de hatos positivos a paratuberculosis se puede atribuir en parte
a diferencias en el protocolo de PCR que se analizaran mas adelante, asi como a la evidente
diferencia en la prevalencia de la enfermedad en los diferentes paises; ya que tan sélo el 1% de
los establos lecheros de Inglaterra ha reportado la presencia de paratuberculosis en su ganado e
incluso se menciona que Unicamente el 2% de los animales presentan signos clinicos de la
enfermedad (C.etinkaya et al, 1997). De la misma forma, en Suiza la prevalencia de esta
enfermedad en bovinos se ha estimado en 4.99% (Meylan et al, 1995), mientras que la
prevalencia a nivel de hatos se calcula en 8.09% (Stérk et al, 1997) en comparacion con la alta
prevalencia de 96.55% en los hatos del CAIT, donde esta enfermedad es endémica con un
promedio de 8.97% de los bovinos seropositivos.

Por otra parte, se logré la identificacion de esta micobacteria en las muestras de leche de
los botes de almacenamiento de leche de cabra provenientes de la granja en Yautepec, el
CEPIPSA y el CEIEPAA. Es decir, en el 100% del escaso nimero de muestras de leche
colectiva de los hatos caprinos analizados, siendo todos estos rebafios con alta prevalencia de
paratuberculosis.

Se espera que la concentracién de Map en los tanques de almacenamiento sea escasa
debido a que la cantidad de micobacterias naturalmente excretadas por glandula mamaria ha
sido cuantificada en 4-20 ufc/50ml de leche (Sweeney et al, 1992); adicionalmente es
importante considerar que en el tanque de almacenamiento, la carga de micobacterias se ve
bruscamente diluida en la leche de los animales no infectados y los que se encuentran en fase no
excretora. La concentracion antes referida depende de que la leche esté libre de contaminacion
fecal. En caso contrario, la carga micobacteriana puede ascender hasta 1x10* ufc/ml (Grant et
al, 1996). A pesar de ser una prueba cualitativa, al conocer el limite de deteccién de nuestro
protocolo de PCR (1x10% ufc/ 10ml de leche) se intuye que la concentracion de Map en las
muestras de leche de los tanques y botes de almacenamiento de leche tanto de vaca como de
cabra exceden la carga micobacteriana esperada. Los resultados permiten inferir la
contaminacion fecal de estas muestras. Es por ello que se enfatiza la importancia de las buenas
practicas de ordefio que incluyen la limpieza de las manos del ordefiador, la limpieza y



desinfeccion de la ubre antes de la ordefia, asi como la limpieza y desinfeccion de las pezoneras,

mangueras y tanques de almacenamiento de la maquina ordefiadora.

Por otra parte, hasta el momento no existen publicaciones que refieran el empleo de la
prueba de PCR tipo especifico a extracciones de ADN provenientes de muestras de leche. Los
resultados de este estudio, en los que la sensibilidad de esta prueba se establecié en 1x10° ufc/10
ml, nos permiten recomendar ampliamente su utilizacion. Esta técnica permite diferenciar entre
cepas del tipo “C” y tipo “S, cabe sefialar que no es capaz de diferencia entre cepas el tipo “S” e
“I”. No obstante, ésta es una prueba Util para diferenciar de manera rapida entre los tipos de
cepas de Map y puede ser aplicada a partir del extracto de ADN proveniente de diversas
muestras clinicas, como la leche, sin necesidad de realizar previamente el aislamiento
bacterioldgico. La prueba de PCR tipo especifico puede aplicarse a muestras en las que la
cantidad de ADN es escasa 0 se encuentra degradada, a diferencia de la prueba del RFLP que
requiere una mayor cantidad y calidad de extracto de ADN (Whittington et al, 2000); por lo que
en el caso de las muestras de leche para realizar RFLP se requeriria que previamente se realizara
cultivo bacterioldgico de estas muestras lo que implica una importante inversion de dinero y
tiempo. Sin embargo, cuando se desea conocer el tipo especifico de cepa para estudios de
trazabilidad de infeccion la prueba de eleccion debe seguir siendo el RFLP 1S900, ya que esta

prueba permite distinguir hasta 33 patrones del tipo C, 3 patrones del tipo Sy 2 del tipo I.

Por medio de PCR tipo especifico se identificaron cepas de Map del tipo “C”, ya sea
aisladas o conjuntamente con cepas del tipo “S”. Existen pocos estudios de polimorfismo de las
cepas provenientes de caprinos; dos de estos estudios fueron realizados en nuestro pais y
describen la presencia de cepas de los tipos C1 y C33, siendo el tipo C1 el identificado con
mayor frecuencia (Chavez et al, 2005; Estévez et al, 2006). Recientemente se ha descrito que el
tipo C1 es también el tipo méas comln en bovinos y caprinos de Noruega (Djonne et al, 2005) y
cepas de este tipo han sido descritas en aislamientos a partir de caprinos en Australia
(Whittington et al, 2000). En el presente estudio fue posible identificar 3 cabras con infeccion
mixta con cepas de los tipos “C” y “S”. La presencia de patrones mixtos se ha identificado

previamente en ovinos y bovinos (Estévez et al, 2006; Pavlik et al, 1995).

Al aplicar la prueba de PCR tipo especifico se pudo determinar que en la mayoria de las
muestras de leche de vaca (56.25%) que incluian muestras del CAIT y el CEIEPAA se
encontraban cepas de los tipos “C” y “S”. Al analizar las muestras de leche de los tanques de
almacenamiento del CAIT se encontré que la mayoria presentaba ambos tipos de cepas del.
Mientras que las muestras de leche de los botes de almacenamiento del CEPIPSA y CEIEPAA

presentaban patrones mixtos, la presencia de patrones mixtos en estos Centros podria ser un



reflejo del hecho de que en ambos se exploten varias especies animales. Asimismo, la presencia
de patrones mixtos dentro de un mismo hato es indicativa de varias fuentes de infeccion
(Bauerfeind et al, 1996).

Hasta el momento no existen estudios del polimorfismo genético de Map en ganado
bovino de nuestro pais, en el centro de ensefianza CEPIPSA en Topilejo, D.F.; donde se crian
ovinos, caprinos y bovinos, con anterioridad se ha detectado la presencia del tipo C1 en cabras,
asi como los tipos C18/13 y C33 en ovinos (Estévez et al, 2006). En el presente estudio se
identifico la presencia de un tipo mixto “C/S” en la leche de vaca, lo cual indica que los bovinos
de este centro se encuentran infectados con diversos tipos de cepas pertenecientes a ambos
grupos. Las muestras de leche de los tanques de almacenamiento de leche caprina y bovina
provenientes del CEIEPAA en Tequisquiapan, Querétaro develaron la presencia de infeccién
mixta en ambas especies animales. Es significativo sefialar que el CEIEPAA es un Centro

recientemente inaugurado y que parte de su poblacién animal proviene del CEPIPSA.

En todos los casos, en cada corrida de PCR se incluy6 un testigo negativo el cual incluia
todos los componentes de la reaccion a excepcién de ADN, por lo cual se descarta que el alto
numero de resultados positivos pueda atribuirse a contaminacion de las muestras durante la
realizacion de la prueba. Asimismo, los resultados de la prueba de PCR tipo especifico
confirman los resultados anteriores y evidencian la presencia de diferentes tipos de cepas en las
muestras. La prueba de PCR a partir de muestras de leche de los establos es util para la
deteccion de los hatos positivos a paratuberculosis tal y como ha sido descrito por Grant et al,
2002; Muehlherr et al, 2003 y Metzger-Boddien et al, 2006, estos resultados contrastan con
Jayarao et al quienes mencionan que la sensibilidad, especificidad y valor predicitivo de la
prueba de PCR aplicada a muestras de leche de tanques de almacenamiento es
considerablemente menor que cuando la prueba se aplica a la leche de vacas individuales
(Jayarao et al, 2004).

En cuanto al aislamiento bacterioldgico, después de 5 meses de incubacion se puede
afirmar que no fue posible la recuperacidn de esta micobacteria a partir de las muestras de leche
de vacas seropositivas a paratuberculosis. El porcentaje de recuperacion de esta micobacteria ha
sido estimado previamente entre 16.6% y 28.7%, aln cuando la muestra consistia en leche
inoculada experimentalmente con 1x10°® ufc/ml, una concentracién micobacteriana mucho
mayor a la esperada en muestras clinicas (Gao A et al, 2005 ; Dundee et al, 2001). El fracaso en
el aislamiento bacteriolégico en el presente estudio, se atribuye al menos parcialmente al
altisimo porcentaje de contaminacién de los tubos, ya que después de 5 meses de incubacion
més del 50% de los tubos de cultivo presentaron desarrollo de hongos y bacterias



contaminantes, en comparacion con los resultados de Ayele que sefialan que 16% de los tubos
de HEYM inoculados con leche mostraron contaminacion por sobrecrecimiento de hongos y

bacterias no acido alcohol resistentes durante los 3 meses de incubacion (Ayele et al, 2005).

Por otra parte, la falta de cultivos positivos en la leche de las vacas seropositivas nos
obliga a analizar otras posibles deficiencias de nuestro protocolo de aislamiento bacterioldgico.
En estudios previos, se menciona que el bajo porcentaje de recuperacién de esta micobacteria se
atribuye en parte al tiempo de conservacion de la muestra de leche, la centrifugacion de la
misma; el método de descontaminacién que incluye tipo de detergente y tiempo de exposicion,
asi como al medio de cultivo seleccionado, condiciones de incubacion aplicadas e incluso al tipo
de cepa (Gao A et al, 2005). En el presente estudio se considerd importante procesar todas las
muestras dentro de las primeras 24 hrs. después de ser recolectadas y asegurar la cadena fria
hasta su arribo al laboratorio. Asimismo, se decidi6 resuspender tanto la pastilla como la
fraccion cremosa de la leche con el fin de concentrar el mayor nimero posible de micobacterias,
tal y como lo recomiendan Gao A et al (Gao et al 2005). En lo que respecta al protocolo de
descontaminacién de las muestras, la literatura refiere diversos protocolos que incluyen el uso
de hexadecilpiridinio (HPC) a distintas concentraciones, durante lapsos desde 15 minutos hasta
24 horas (Wizniewska A, 2004; Gao A et al, 2005). Recientemente se ha propuesto el empleo
del detergente carboxipropilbetaina conocido como CB-18 (Ruzante et al, 2006); sin embargo el
HPC al 0.75%, seleccionado en este estudio, sigue siendo el detergente utilizado con mayor
frecuencia. Durante el desarrollo de este trabajo se decidio utilizar un protocolo de
descontaminacion de las muestras de leche que consiste en resuspender la pastilla de leche con
hexadecilpiridinio (HPC) al 0.75% y mantener en esta solucion durante 5 horas (Dundee et al,
2001; Gao A et al, 2005). No obstante, siguiendo el protocolo antes mencionado, se observé un
alto numero de tubos con desarrollo de colonias de rapido crecimiento las cuales
imposibilitaban la deteccion de Map en los primeros ensayos de aislamiento. En el laboratorio
se contaba con experiencia positiva en aislamientos a partir de tejidos y heces empleando un
protocolo de descontaminacion con este detergente durante toda la noche, por lo que se decidio
incrementar el tiempo de exposicion (Estévez et al, 2006). Esta modificacion del procedimiento
no logro reducir la contaminacion de los tubos; de hecho, probablemente el mayor tiempo de
incubacion con HPC podria selectivamente haber favorecido el crecimiento de organismos
resistentes al HPC (Gao et al, 2005). Se recomienda que después de la inmersion en HPC al
0.75%, la leche centrifugada debe resuspenderse en 0.5-1.0 ml de caldo Middlebrook 7H9 con
micobactina J, OADC, antibi6ticos y antimicéticos para posteriormente inocular esta solucion
en los tubos de medio HEYM (Gao et al, 2005). Cabe sefialar que este procedimiento se omitio

en nuestro estudio y podria ser un factor importante a considerar en proximos cultivos con el fin



de disminuir el nimero de cultivos contaminados y de esta manera incrementar la sensibilidad

del aislamiento bacteriolégico.

El medio de cultivo seleccionado en un principio fue el HEYM con piruvato de sodio y
micobactina J por ser el medio de cultivo aprobado por el NAHMS para el diagnostico de
paratuberculosis y porque se menciona que este medio de cultivo presenta un menor grado de
contaminacion que el medio LJ, ademéas de que permite el desarrollo de colonias visibles méas
rapido que el medio HEYM (Neelsen et al, 2000).

Los resultados del cultivo de Map a partir de leche cruda de vacas seropositivas a
paratuberculosis, contrastan con lo descrito por Ayele et al quienes mencionan que en promedio
18.4% de las muestras de leche de vacas con excrecion detectable en heces presentaron
micobacterias viables en leche, asi como con los resultados de Pillai y colaboradores quienes
detectaron 4% de muestras de leche positivas al cultivo de Map, ambos empleando el medio de
cultivo HEYM (Ayele et al, 2005; Pillai et al, 2002). La sensibilidad del aislamiento
bacterioldgico a partir de leche se ha estimado en 10-100 ufc/ml de leche (Pillai et al, 2002).
Cabe sefialar ademas que el aislamiento de esta micobacteria a partir de leche y calostro de
vacas clinicamente sanas ha sido descrito previamente por Sweeney et al, 1992 y Streeter et al,
1995. La dificultad de Map para crecer en medio de cultivo asi como a la necesidad de la
descontaminacion de las muestras durante su procesamiento para minimizar el sobrecrecimiento
de otros microorganismos, provocan que la tasa de deteccion de Map en leche sea una

subestimacion de su verdadera frecuencia (Grant et al, 2002; Ayele et al, 2005).

En el presente estudio, al no observar aislamientos exitosos a partir de las muestras de
leche de vacas y cabras individuales, se decidié emplear simultaneamente medio de LJ y
HEYM, ambos con micobactina para los aislamientos provenientes de leche de los tanques de
almacenamiento de leche de vaca. Después de 5 meses de incubacién fue posible la deteccion
de aislamientos exitosos en 83.33% de las muestras, estos resultados fueron verificados por
PCR 1S900 y PCR tipo especifico. Sin embargo, es relevante sefialar que el éxito del
aislamiento bacteriol6gico en este estudio no puede atribuirse al medio de cultivo sino al
reemplazo de la mezcla de antibi6ticos de vancomicina, acido nalidixico y anfotericina B por
penicilina, cloranfenicol y anfotericina B. Los resultados nos permiten recomendar el empleo de
esta Gltima mezcla de antibioticos durante la preparacién del medio sélido para el aislamiento de
Map. Nuestros resultados contrastan con estudios previos, que mencionan que entre 5% y
20.6% de las muestras de leche cruda de los tanques de almacenamiento mostraron desarrollo de
colonias viables de esta micobacteria (Pillai y Jayarao, 2002; Jayarao et al, 2004), cabe destacar

que ambos fueron estudios ciegos en los que se desconocia la situacion de la enfermedad en los



establos, a diferencia del presente estudio en el que se seleccionaron establos con alta

prevalencia de la enfermedad.

Durante el presente estudio no se logré el aislamiento de Map a partir de las muestras de
leche de cabras seropositivas en concordancia con estudios descritos anteriormente (Djonne et
al, 2005; Grant et al, 2001). En uno de estos estudios no se realizd ningn protocolo de
descontaminacion de las muestras de leche previo a su cultivo y se empleo medio Dubos con
micobactina (2 pg/ml) y piruvato de sodio (4 mg/ml) adicionado con carbenicilina, polimixina,
trimetroprim y anfotericina B; el tiempo de incubacion fue 16 semanas. Destaca el hecho de que
no se detectd ninguna muestra contaminada con otra bacteria u hongo (Djonne et al, 2005). En
otro estudio, empleando cultivo radiométrico en medio Bactec 12B enriquecido con emulsion de
yema de huevo, micobactina y antibiéticos; el tiempo de incubacion aplicado en este caso fue de
18 semanas (Grant et al 2001). En ambos casos, se considera que el tiempo de incubacion fue
muy corto para tratarse de aislamientos a partir de muestras clinicas. La ausencia de cultivos
positivos, se puede atribuir a la escasa cantidad de micobacterias en leche asi como a su
incapacidad para crecer en medio de cultivo (Djonne et al, 2005). En un estudio previo, se
menciona que el aislamiento micobacteriano a partir de muestras de leche de cabra es mas
complicado que el aislamiento a partir de muestras de leche de vaca y sefialan que el hecho de
que la cuenta de células somaticas de leche de cabra sea mucho mayor podria perjudicar la
viabilidad de las micobacterias (Djonne et al, 2003). Sin embargo, de acuerdo con Corti y
Stephan no existe correlacion entre la cuenta de células somaticas totales y la presencia o
ausencia de Map en la leche de vacas; de manera que la dificultad para recuperar bacilos de
Map viables se atribuye principalmente al tipo de cepa asi como al protocolo de

descontaminacion y cultivo (Corti y Stephan, 2002).

Hasta el momento no ha sido posible establecer asociacion causal definitiva entre Map y
la EC, durante afios se han publicado mdltiples estudios tanto a favor como en contra de la
etiologia micobacteriana de esta enfermedad, de manera que Map no ha sido descartado como
un potencial agente zoondtico. La importancia de la deteccion de esta micobacteria en leche
radica en el hecho de que ésta se considera una de las principales fuentes de infeccion de este
microorganismo ya que el consumo de leche y subproductos de leche sin pasteurizar sigue
siendo una préctica comun en México y en otros paises. Adicionalmente, algunos estudios han
demostrado que esta micobacteria es capaz de resistir el proceso de pasteurizacién a altas
temperaturas por tiempos cortos (HTST) tanto en condiciones de laboratorio como a nivel
industrial, demostrando la viabilidad de bacilos de Map en 1.6% y 2.8% de las muestras de
leche pasteurizada comercialmente (Ellingson et al, 2005; Ayele et al, 2005). Mientras que en

Irlanda, O’Reilly et al detectaron por medio de PCR la secuencia de insercion 1S900 en 9.8% de



las muestras de leche pasteurizada examinadas; sin embargo al intentar el aislamiento bacteriano
no detectaron micobacterias viables concluyendo que el protocolo de pasteurizacién aplicado
(75° C durante 25 s) es efectivo en la eliminacion de Map. Esta conclusion podria no ser
adecuada, considerando que después de la pasteurizacién la leche fue sometida a un proceso de
descontaminacion con HPC durante 5 horas y fue centrifugada, para posteriormente resuspender
tan sélo la pastilla resultante; ya que de acuerdo con Grant et al la descontaminacion de las
muestras de leche sometidas a tratamiento térmico disminuye el porcentaje de micobacterias
viables, por lo que podria producir falsos negativos (Grant y Rowe, 2004). Por lo tanto, se
considera importante establecer si el protocolo de pasteurizacion que se emplea en todo el
mundo, efectivamente asegura la inocuidad de este producto pecuario, asi como continuar
investigando la viabilidad de esta micobacteria durante el proceso de elaboracion de

subproductos lacteos como el queso (Spahr y Schafroth, 2001).

En algunos paises, la evaluacion de las pérdidas econdmicas relacionadas con la
paratuberculosis ha fomentado la creacion de programas voluntarios de control de esta
enfermedad (McKenna et al, 2006, Stratman et al, 2002, Ayele et al, 2005). Actualmente por
ley en la Republica Checa la leche y sus subproductos provenientes de establos infectados con
paratuberculosis se consideran no aptos para el consumo humano sin importar si fueron o no
sometidos a pasteurizacion (Ley No. 166/1999 del Ministerio de Agricultura, Republica Checa).
Asimismo, se menciona que en caso de establecerse relacion definitiva entre la paratuberculosis
y la enfermedad de Crohn, los programas de control de esta enfermedad tenderan
obligatoriamente a ser de indole gubernamental (Shawn et al, 2006). Hasta el momento en
nuestro pais no existen restricciones para la movilizacion internacional de ganado infectado con
paratuberculosis. Es importante sefialar que para la implementacién de cualquier programa de
control es imprescindible contar antes con informacion acerca de la prevalencia y distribucién
de la enfermedad; sin embargo en la actualidad existe escasa informacidn acerca de la situacion
de esta enfermedad en los hatos tanto bovinos como caprinos y ovinos del pais. Durante el
desarrollo de este estudio, al visitar las diversas explotaciones, asi como al consultar la
informacién oficial acerca de la prevalencia de esta enfermedad, se detect6 un evidente
problema de diagnostico y notificacion de la misma. Lo que a nuestro parecer hace ain mas
evidente la necesidad de una prueba diagndstica altamente especifica, sensible y costeable, asi
como de la capacitacion de personal especializado y el fomento de nuevos laboratorios de

diagnéstico, haciendo hincapié en la obligatoriedad de la notificacion de las enfermedades.



CONCLUSIONES

e Latécnica de PCR permite la identificacion de Map en muestras individuales de leche
de vacas y cabras, asi como en muestras de los tanques de almacenamiento, por lo que
es una herramienta Util para la deteccion de animales excretores y el diagnostico de
situacion de los hatos y rebafios.

e La deteccion de esta micobacteria en muestras de leche bovina y caprina, resaltan la
importancia de las buenas préacticas de ordefio y de la implementacién de programas de
control de la enfermedad.
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ANEXOS

Anexo 1. Reactivos requeridos para el desarrollo de la prueba de ELISA

e Suspension de Mycobacterium phlei
5 g de M. phlei
Solucion salina al 8.5% (NaCl 8.5%) c.b.p. 11

e Buffer Carbonato
5.3 g de Bicarbonato de sodio (Na,CO3)
Agua destilada c.b.p. 11
Ajustar el pH a 9.6

e Antigeno
0.04 mg de antigeno PPA3 (Allied Monitor, USA)

1 ml de buffer carbonato

e PBS-TG (Solucion salina amortiguada tween gelatina)
8 g de Cloruro de sodio (NaCl)
0.2 g de cloruro de potasio (KCL)
1.44 g de fosfato dibasico de sodio (Na;HPOy)
0.24 g de fosfato monobaésico de potasio (KH,PO,)
Agua destilada c.b.p. 11

AjustarelpHa 7.4

Esterilizar en autoclave a 121 °C, 15 minutos.
Agregar 1 g de gelatina bacteriologica y 500 ul de Tween 80, el cual preferentemente debe

esterilizarse por medio de filtracion.

e Conjugado
Diluir 1:4500 el anticuerpo antilgG marcado con HRP en PBS-TG

e Tampodn citrato 0.05 M
0 Solucion de &cido citrico monohidratado
22 g de &cido citrico monohidratado (CgHgOs)
Agua destilada c.b.p. 11



0 Soluciodn de citrato sodico
22.49 g de citrato de sodio (NazCgHs07)
Agua destilada c.b.p. 11

Mezclar 660 ml de solucién de &cido citrico con 470 ml solucién de citrato sédico, aforar a 2 |

con agua destilada. Ajustar el pH a 4.0. No almacenar esta solucion por mas de 2 semanas.

e Cromogeno
50 ml Tampon citrato pH 4
5.48 mg de ABTS
19 pl de solucién madre (10 pl de H,O, + 120 pul de agua destilada)

Preparar al momento de utilizarlo en un recipiente protegido de la luz del sol

Anexo 2. Preparacién del medio de yema de huevo de Herrold con micobactina

Ingredientes para 1020 ml de medio

Peptona 99
Cloruro de sodio (NaCl) 459
Agar noble 159
Extracto de carne 274
Glicerina 25 ml
Agua destilada 870 ml
Hidroxido de sodio (NaOH) Aprox. 4.1 ml
Piruvato de sodio 4q

Micobactina 2mg



Yemas de huevo 6 (100 ml)

Verde de malaquita al 2%

. 5.1ml
esteéril
Mezcla de antibioticos

Anfotericina B 50 mg
Acido nalidixico 50 mg
Vancomicina 50 mg

Mezcla de antibioticos en sustitucion de la anterior
Anfotericina B 50 mg
Cloranfenicol 50 mg

Penicilina 200,000 Ul

Preparacion de la micobactina:

Agregar 4 ml de etanol absoluto a un frasco de micobactina. Mezclar hasta que se disuelva.

Preparacion del huevo:

Lavar los huevos en agua caliente con detergente, enjuagar con agua limpia sin jabon y
dejar secar los huevos al aire sobre una toalla estéril. Sumergir los huevos en etanol al 75%
durante 30 minutos. Secar los huevos entre capas de toallas estériles. Romper los huevos en la
parte superior de un vaso de precipitado estéril, vaciar las yemas en un frasco de licuadora

estéril y mezclar. Filtrar a través de dos capas de gasa en un embudo estéril.



Preparacion del medio:

Colocar las cantidades indicadas de los primeros 5 ingredientes dentro de una botella de 2
I. Colocar una barra magnética y mezclar los ingredientes en un agitador magnético calentando
la solucion a 100° C. Sin dejar de agitar permitir que la solucién se enfrie a 56° C y entonces
ajustar el pH a 7.0 con la cantidad necesaria de NaOH al 4% (aproximadamente 4.1 ml).
Esterilizar el medio en la autoclave a 121 °C durante 15 min. Dejar enfriar el medio a 56 °C y
agregar asépticamente la micobactina previamente disuelta en etanol con una pipeta procurando
que no tenga contacto con la superficie de la botella sino que se vierta directamente sobre el
medio, la solucidn de verde de malaquita estéril y los antibi6ticos. Posteriormente incorporar
asépticamente las 6 yemas de huevo estériles y filtradas. Mezclar gentilmente y verter de 9 a 10
ml por tubo de ensaye de 20 x 125 mm con tapén de rosca. Dejar solidificar el medio en

posicidn inclinada y confirmar su esterilidad incubandolo a 37 °C durante 48 hrs.

Anexo 3. Preparacion del medio de yema de huevo de Herrold sin micobactina

Se sigue el procedimiento descrito en el punto 7.1 pero se omite la adicién de
micobactina. Cabe sefialar que la micobactina no altera las caracteristicas fisicas del medio por

lo que es importante identificar los tubos de cultivo que carecen de este sideréforo.

Anexo 4. Preparacion del gel para IDGA

e PBS (Solucion salina amortiguada)
8 g de Cloruro de sodio (NaCl)
0.2 g de cloruro de potasio (KCL)
1.44 g de fosfato dibasico de sodio (Na;HPOy)
0.24 g de fosfato monobasico de potasio (KH,PO,)
Agua destilada c.b.p. 11
Ajustarel pHa 7.4

e Solucion de agarosa al 1%
0.12 g de agarosa

12 ml de PBS



Preparar la solucion de agarosa al 1% y calentar hasta su perfecta disolucion. Verter 10-12 ml
de la solucion en placas de petri evitando la formacién de burbujas de aire. Dejar solidificar a
TA.

Anexo 5. Preparacion del medio Léwenstein Jensen con y sin micobactina

Ingredientes

Medio Base 37.3¢g
Glicerina 12 mi
Agua destilada 600 ml
Huevo 11
Anfotericina B 50 mg
Cloranfenicol 500 mg
Penicilina 1,000,000 Ul
Micobactina 2 mg

Preparacion del huevo:

Lavar los huevos en agua caliente con detergente, enjuagar con agua limpia sin jabon y
dejar secar los huevos al aire sobre una toalla estéril. Sumergir los huevos en etanol al 75%
durante 30 minutos. Secar los huevos entre capas de toallas estériles. Romper los huevos en la
parte superior de un vaso de precipitado estéril y vaciarlos en un frasco de licuadora estéril y

mezclar. Filtrar a través de dos capas de gasa en un embudo estéril.

Disolver el medio base en el agua destilada, agregar la glicerina. Calentar la solucion
mientras se agita continuamente hasta que hierva. Esterilizar en autoclave (15 min a 121° C).

Cuando esta solucion se enfrie aproximadamente a 50° C, afiadir asépticamente 1 | de huevo,



antibioticos y en caso pertinente, la micobactina previamente disuelta en 4 ml de etanol.
Mezclar gentilmente y verter de 9 a 10 ml por tubo de ensaye de 20 x 125 mm con tapén de
rosca. Dejar solidificar el medio en posicion inclinada dentro de un bafio Maria a 80° C durante

al menos 30 minutos. Confirmar la esterilidad del medio incubandolo a 37 °C durante 48 hrs.

Anexo 6. Tincion de Ziehl Neelsen

A cada frotis se le sobrepone un pedazo de papel filtro o papel absorbente de menor
tamafio que la laminilla, se empapa este papel con fucsina fenicada y se coloca la laminilla
sobre una platina caliente, cuando se comienza a observar el desprendimiento de vapores se
cuentan 5 minutos durante los cuales se debe tener cuidado de que no se seque el colorante. Se
dejan enfriar las laminillas y se desprende el papel, posteriormente se enjuagan con agua
corriente. Se agrega alcohol acido y se deja actuar durante 2-3 minutos. Se enjuagan las
laminillas con agua corriente y se afiade azul de metileno, se deja actuar 1 minuto. Se enjuagan

las laminillas y se dejan secar. Se observan en el microscopio con el objetivo 100x.
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