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1. RESUMEN

La paratuberculosis (PTB) es una enfermedad ocasionada por Mycobacterium avium
paratuberculosis (MAP) que causa enteritis cronica, generando importantes pérdidas econdmicas
debido a la emaciacion progresiva que desarrollan los animales, por tales motivos, es necesario
contar con herramientas diagndsticas adecuadas para detectar a los animales infectados y establecer
medidas de control oportunas. El objetivo del estudio fue determinar la prevalencia y los factores de
riesgo asociados a PTB en las regiones caprinas de Libres y la Mixteca en el estado de Puebla. El
tamafio de muestra (n=865) se determind aplicando la férmula de proporciones de Levy con una
prevalencia esperada del 10%, un Intervalo de Confianza (IC) de 95% y Error Estandar (EE) 0.02%.
Se colectaron muestras de sangre y heces de 898 caprinos en 86 rebafios en 19 municipios. Se
utiliz6 un ELISA indirecto con sensibilidad de 86% y especificidad del 90%, prueba con la cual se
determind la presencia de anticuerpos contra PTB en los 19 (100%) municipios muestreados,
obteniéndose una frecuencia de rebafios seropositivos del 76.74% (66/86) y una seroprevalencia
aparente por caprinos del 28.06% (252/898); se realizé el estudio bacterioldgico y PCR anidado de
las heces, en forma individual de los seropositivos y de forma agrupada (grupos de 4) de los
seronegativos. Por medio de la PCR se detectaron 62 (16.89%) animales positivos y se obtuvieron
23 (11.79%) aislamientos de MAP. Se obtuvo informacion a través de un cuestionario
epidemioldgico por cada rebafio y por cada caprino y mediante andlisis bivariado calculando la
razon de momios (RM). Se determind como factor de riesgo a los rebafios dedicados a la
produccion de carne con 3.2 veces mas riego de contraer paratuberculosis (RM=3.2) comparados
con los rebafios que se dedican a la produccion de cabrito (p<0.05). Se concluye que los anticuerpos
contra paratuberculosis caprina estan ampliamente diseminados en las regiones de la Mixteca y
Libres en el estado de Puebla ya que se encontraron rebafios seropositivos en todos los municipios
muestreados, la frecuencia a nivel de rebafios fue de 76.74% y la prevalencia verdadera a nivel de
caprinos fue de 23.76% con un IC 95% (20.98-26.54).

Palabras clave: Mycobacterium avium paratuberculosis, paratuberculosis, caprinos, razon de

momios.



1.1 ABSTRACT

Paratuberculosis (PTB) disease is caused by Mycobacterium avium paratuberculosis (MAP). It
causes chronic enteritis, significant economic losses due to the progressive loss of weight that
develops the clinically infected animals, considering this characteristics, it is necessary to have
adequate diagnostic tools to detect infected animals and appropriated control measures. This study
aimed to determine the prevalence and risk factors associated with PTB in goats on Libres and
Mixteca regions in the State of Puebla. The sample size was determined (n = 865) applying Levy’s
formula proportions with an estimated prevalence of 10%, 95% and 0.02% EE. Blood samples were
collected of 898 from 86 herds in 19 municipalities. Indirect ELISA was used with 86% sensitivity
and specificity of 90%; 898 sera were tested for antibodies against PTB in 19 (100%) of all
municipalities with a seroprevalence of 76.74 % (66/86) considering all herds and an apparent
seroprevalence of 28.06% (252/898) of all goats. It was conducted a bacteriological analysis and
PCR of sample feces individually when serological results were positive; and pools of samples were
tested in groups of four, when ELISA results were negative. There was 62 (16.89%) positive
animals detected by PCR and 23 (11.79%) isolates of MAP were obtained. Epidemiological
questionnaire was applied to each goat herd and it was determined that conditions of this study did
not affect the prevalence of paratuberculosis disease through bivariate analysis calculating OR.
These findings suggest that goat paratuberculosis is widespread in Libres and Mixteca regions,
because all herds were seropositive in all municipalities and prevalence was 23.76% with a Cl of
95% (20.98-26.54).

Keywords: Mycobacterium avium paratuberculosis, paratuberculosis, goats, odds ratio.



3. INTRODUCCION

2.1  Situacién actual de la caprinocultura en México

En México, la produccion caprina representa la principal actividad econémica para 300,000
familias que se localizan en las zonas de Zacatecas, Coahuila, en la Sierra Madre del Sur (Puebla,
Oaxaca y Guerrero) y en la zona del Bajio. Los sistemas de produccion caprinos en México son de
tipo extensivo, semi-extensivo e intensivo, incluyendo los de traspatio en el centro del pais. Dentro
de las limitaciones que se presentan en los sistemas de produccion caprinos, se encuentran el bajo
ingreso econémico dado por el precio de la leche y del cabrito, asi como la falta de atencién
sanitaria, al no contar con campafias contra enfermedades que ocasionan pérdidas econémicas
relacionadas con la disminucién de la produccion lactea y al retraso en la ganancia de peso
(SIACON, 2008).

El perfil de la caprinocultura nacional es un sector caracterizado por la informalidad y la
presencia de intermediarios, fragmentado, de pequefia escala y de caracter familiar. Existe gran
heterogeneidad adn entre productores de bajos ingresos; el rango de precio del litro de leche va de $
1.50 a $ 6.60. En el afio 2011 en el estado de Puebla, para elaborar un queso ranchero de 300 g., se
utilizan 4 litros de leche y lo venden a $ 8.00 la pieza; por otro lado, un cabrito de 40 dias (9 a 12
Kg) tiene un costo de $150 a 400 pesos mexicanos en pie, mientras que en el restaurante, un platillo
de cabrito tiene un costo de $185.00, y cada cabrito rinde para servir 8 platillos, con una ganancia

para el restaurantero de $ 1,480.00, contra $150 de utilidad para el productor (Gurria, 2011).

2.1.1 Sistemas de produccidn caprinos en México

Los sistemas de produccion caprina en México son diversos pues incluyen el semi-
extensivo, extensivo, intensivo, trashumantes, hasta los de traspatio en el centro del pais. Los
propositos son heterogéneos, ya que van desde la produccion de cabritos, adultos para barbacoa, pie
de cria, leche y subproductos en zonas de riego 0 zonas de agostaderos y en menor nimero sistemas
estabulados. (Arbiza y De Lucas, 1997).

En términos globales se sabe de la existencia de los sistemas extensivo, de estabulacién
parcial o total, del mixto y no se descarta la existencia de otros mas (Arbiza, 1989; Fuentes et al,

1989). El primero se implementa principalmente en las regiones criticas, aridas y semidridas



mientras que el intensivo se ubica preferentemente en zonas templadas, pero principalmente del
centro del pais. El sistema de produccion semi-intensivo se observa en regiones agricolas con
disponibilidad de gran cantidad de subproductos agroindustriales. Todos ellos se enfrentan de una u
otra manera a factores que los frenan o limitan en su desarrollo, tales como: ausencia de organismos
coordinadores de la produccidn, de investigaciones cientificas y tecnoldgicas, de razas mejoradas,
de precios de garantia, de agroindustrias para la colocacion de los productos, de capital de
asociaciones ganaderas y problemas con tenencia de la tierra (Arbiza, 1989; Ramales et al, 1998;
Mellado, 1997).

2.1.2 Caracteristicas de la produccion caprina en el estado de Puebla

La produccion caprina en el estado de Puebla se considera principalmente de tipo familiar,
agrupandose dentro del sistema de economia campesina (INEGI, 1998), teniendo como base
biolégica el caprino criollo y la introduccién de razas especializadas. Asi como el hecho de que los
caprinos, pastorean la mayor parte del afio y en ocasiones durante la época seca reciben

suplementacion (Hernandez et al, 2001).

2.1.3 Sistemas de produccion caprina en las regiones de Libres y la Mixteca

El sistema de produccion predominante en las regiones caprinas de Libres y la Mixteca se
basa en alimentacion sobre agostaderos (sistema extensivo) con suplementacion estacional y de
poca variabilidad de sus ingredientes, con finalidad predominantemente productora de animales
para el abasto de carne y principalmente de tipo criollo. La reproduccion caracteristica de la especie
es estacional; sin embargo, se hacen apareamientos continuos. Son incidentes los problemas
respiratorios y las parasitosis, asi como la mortalidad de cabritos durante la estacion seca. No se
favorece la asociacion de los productores por lo que los canales de comercializacién son limitados y

se afectan negativamente los precios del producto (Hernandez et al, 2001).

2.2 Paratuberculosis

2.2.1 Definicién

La paratuberculosis (PTB) o enfermedad de Johne, descrita por primera vez por Johne y

Frothingham en el afio de 1895, es una enfermedad infecciosa de curso cronico que afecta el tracto



gastrointestinal de una gran variedad de especies animales, siendo los rumiantes domésticos y

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

La PTB se encuentra ampliamente distribuida en la mayoria de los paises del mundo en los
cuales se considera como una barrera no arancelaria que dificulta el comercio de animales y sus
productos causando un importante impacto socioeconémico, razon por la cual la OIE la clasifica en
la lista de enfermedades que deben de ser notificadas (la PTB anteriormente estaba ubicada en la
lista B de enfermedades transmisibles) (Benedictus et al, 1987; Mateos, 2011).

2.2.2 Taxonomia

Las micobacterias estan incluidas taxonémicamente en el phylum Actinobacteria, clase
Actinobacteria, subclase Actinobacteridae, orden Actinomycetales, suborden Corynebacterineae,
familia Mycobaceriaceae, género Mycobacterium. El orden Actinomycetales incluye ademas los
géneros Corynebacterium y Nocardia (formando el denominado grupo CMN) y Rhodococcus, que

se diferencian principalmente por el tipo de pared celular (Juste et al, 2000; Garrity, 2001).

En 1990 Mycobacterium avium paratuberculosis (MAP) se clasific6 como una subespecie
de Mycobacterium avium, este complejo 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).

2.2.3 Etiologia de la paratuberculosis

El agente causal de la PTB es Mycobacterium avium paratuberculosis (MAP), que tiene
como caracteristicas principales ser una bacteria intracelular facultativa, aerobia, inmévil, no forma
endosporas, su temperatura Optima de crecimiento esta entre 30 y 45°C, tiene forma de bacilo
ligeramente curvo y mide de 0.5 pm a 1.5 um de largo. Se considera Gram positivo aunque se tifie
mal con esta técnica. La afinidad por la tincion, se caracteriza por tener acido alcohol resistencia,
por lo que al realizar frotis y tefiirlos con Ziehl Neelsen (ZN), los bacilos suelen observarse en

cumulos (Harris y Bartetta et al, 2001).

Las paredes micobacterianas constan de cuatro capas y contienen un 30-60% de lipidos

incluyendo ceras, lipoarabinomanano y &acidos micdlicos de 60-90 carbonos que impiden la



eliminacion de los colorantes una vez absorbidos. La caracteristica de &cido-alcohol resistencia de
las bacterias se debe a la caracteristica cerosa de la pared que dificulta la penetracion de los
colorantes, asi como su eliminacion (Harris y Bartetta et al, 2001). El contenido de guanina y
citosina (G+C) del ADN varia entre el 61y 71% (Levy-Frebault y Portaels, 1992).

Las caracteristicas que distinguen a MAP de otras especies de Mycobacterium son:
crecimiento extremadamente lento, su deficiencia en la produccion de micobactina (sider6foro
responsable de la union o transporte del hierro al interior de la célula) y la posicién del elemento de
insercion 1S900 que ocurre de 14-18 copias dentro del genoma de MAP (McFadden et al, 1987;
Green et al, 1989).

2.2.4 Epidemiologia

Whitlock y Buergelt en 1996, describieron la dinamica de la paratuberculosis en el ganado
vacuno como un efecto iceberg; la parte emergida de éste representa a los animales con signos
clinicos y la parte sumergida representa los animales enfermos y portadores que no presentan
semiologia clinica. Por cada animal con un caso avanzado de PTB es probable que haya otros 25

animales infectados y solo un 15-25% de estos animales se detectan mediante pruebas diagndsticas.

Cuando la PTB esta presente en un rebafio, dependiendo de la severidad de los signos
clinicos, la eliminacion de MAP en el ambiente y la capacidad de detectar animales enfermos
mediante técnicas de laboratorio, los rebafios se clasifican en cuatro estadios: fase latente (I), fase
subclinica (I1), clinica (l11) y fase clinica en estado avanzado (IV) (Whitlock y Buergelt, 1996;
Cocito et al, 1994; Clarke, 1997; Larsen, 1973).

Fase latente I: se integra principalmente por animales con menos de dos afios de edad que
estan infectados, pero que no se detectan mediante técnicas de diagnostico rutinarias. Estos

animales pueden eliminar niveles minimos de MAP al ambiente, no detectables en el laboratorio.

Fase subclinica Il: animales portadores, pero que eliminan MAP al ambiente y en un
porcentaje bajo (15-25%) se pueden detectar mediante cultivo fecal. En estas dos primeras fases la
prueba diagnostica de eleccion se basa en la deteccion de la respuesta inmune de tipo celular ya que

se trata de fases tempranas de la enfermedad.



Fase clinica Ill: se caracteriza por la presencia de los signos clinicos tipicos de la PTB y la
mayoria de los animales dan positivo al cultivo fecal y a las pruebas seroldgicas. En esta fase
también existen alteraciones analiticas a nivel sanguineo, ya que las concentraciones de proteinas
totales, albumina, triglicéridos y colesterol descienden a medida que progresa la enfermedad (Scott
et al, 1995; Rice y Carriere, 1969; Patterson et al, 1967). Si en un periodo de 3-4 meses los
animales no se han sacrificado por otras causas progresan a la fase IV

Fase clinica en estado avanzado IV: la semiologia es manifiesta y los animales mueren por

deshidratacion y caquexia.

2.2.5 Distribucién y prevalencia de la paratuberculosis.

Desde 1895, fecha en que se describié el primer caso de PTB, la enfermedad se ha
extendido a un elevado nimero de paises; sin embargo, la dificultad en su diagnostico hace que en
ocasiones la estimacion de la prevalencia real sea dificil, (Chiodini et al, 1984) su prevalencia en
caprinos ha sido poco estudiada a nivel mundial (Kennedy et al, 2001).Sin embargo, actualmente se
llevan a cabo estudios en diversos estados de la Republica Mexicana cuyos resultados preliminares
indican que la PTB es una de las principales enfermedades infecciosas en caprinos adultos de
Meéxico (Diaz, 2011).

La falta de informacion se debe a la escasez de estudios de prevalencia, no se notifican los
casos reales de PTB, no existe campafia contra la enfermedad; ademas, el periodo de incubacion es
prolongado y los signos clinicos se pueden confundir con los de otras enfermedades. Entre los afios
cincuentas y ochentas la prevalencia de la enfermedad se estimaba en funcién del aislamiento de
MAP en rastro (Condron, 1999).

2.2.6  Antecedentes de la paratuberculosis a nivel mundial

A nivel mundial, el nmero de estudios de prevalencia de PTB en pequefios rumiantes es
minimo con respecto a los existentes en el ganado bovino y en nuestro pais son précticamente
inexistentes. Los datos en pequefios rumiantes provienen de paises como: Espafia, Noruega y
Australia por citar algunos. En Espafia, la primera descripcion de paratuberculosis se realizd en
ovejas (Aller et al, 1973), posteriormente en cabras (Garrido y Leon, 1979) y cuatro afios mas tarde
en vacas (Juste et al, 1983); existen muy pocos datos respecto a la prevalencia de esta enfermedad.

En ganado ovino se han realizado estudios mediante métodos histopatoldgicos encontrando



prevalencias de hasta un 49.4% (Pérez et al, 1996). Estos mismos resultados se encontraron en un
estudio que combinaba los resultados obtenidos mediante pruebas seroldgicas, cultivo y estudio
anatomopatolégico en la Comunidad Auténoma de Aragén (Juste et al, 1991). En Espafa, los
estudios realizados en ganado caprino se basan en la respuesta inmunoldgica de tipo humoral, asi
mediante ELISA un 46% de animales son positivos en la provincia de Huelva (Molina et al, 1991) y
mediante la inmunodifusion doble en gel de agar (IDGA), la seroprevalencia es de un 44% en la
Comunidad de Madrid (Mainar-Jaime y Vazquez-Boland, 1998) y de un 56% en la provincia de
Avila (Reviriego et al, 2000).

Asimismo en Noruega la paratuberculosis en caprinos es endémica y entre los afios 1996-
1999 se establecid una seropositividad de 7.7% por rebafio caprino (754/9456) (Tharaldsen et al,
2003), mientras que en Australia los ovinos son la principal especie afectada con paratuberculosis,
confirmandose la enfermedad a finales del afio 2001 en 1,087 rebafios de un total de 84,362
(Windsor et al, 2002). En el Pais Vasco, se han descrito prevalencias entre un 23.5% y un 31.4%
mediante métodos seroldgicos (Juste et al, 1992). Mientras que en México solo existen datos de
frecuencias de algunos estados del pais procedentes del CEIEPAA, sin embargo solo se refieren a

casos clinicos que han llegado a dicho centro.

2.2.7 Panorama de la paratuberculosis en el estado de Puebla

En el estado de Puebla, solo existe un reporte preliminar de frecuencia de PTB (Favila et
al, 2009) previo al presente estudio, por lo que no existen reportes de prevalencia de la enfermedad
en ninguna especie domestica ni silvestre, sin embargo, se sabe de la presencia de la enfermedad en
ovinos de los estados de Veracruz, y Oaxaca (Estévez, 2006), asi como en caprinos de Oaxaca,

entidades que limitan con las zona de Libres y la Mixteca (Favila et al, 2009).

2.2.8 Hospedadores susceptibles.

Los principales hospedadores de MAP son rumiantes domésticos, ganado bovino, caprino y
ovino; sin embargo, se ha determinado que los animales salvajes como ciervos, conejos, venados,
zorros, gamo, alce, llama, muflén, etc. tienen importancia en la diseminacion de la enfermedad
como reservorios para los animales domésticos (Beard et al, 1999; Beard et al, 2001; Chiodini et
al, 1984; Greig et al, 1999).



Ademas de su amplia distribucion entre las distintas especies de rumiantes, MAP se ha
aislado de caballos (Larsen et al, 1972), mulas (Eveleth y Gifford, 1943), ganado porcino (Larsen et
al, 1971) y gallinas (Larsen et al, 1981).

2.2.9 Transmision

Debido a que la entrada de MAP en el organismo se produce en el tejido linfoide intestinal

la via de transmision méas importante es la oral.

2.2.9.1 Entrada de MAP en el hospedador.

Anteriormente, se pensaba que la localizacion inicial de MAP después de su ingestion oral
eran las tonsilas y linfonodos retrofaringeos y posteriormente se diseminaba al intestino y
linfonodos mesentéricos (Payne y Rankin, 1961). Sin embargo, estudios experimentales
demostraron que la mayoria de las lesiones en los estadios iniciales de la infeccion se localizaban en
el tejido linfoide organizado o placas de Peyer intestinales y en los linfonodos mesentéricos

asociados a ellos (Sigurdardottir et al, 1999).

MAP ingresa por via oral y es endocitada por las células M, que son enterocitos
modificados localizados en el domo y zonas interfoliculares del tejido linfoide de las placas de
Peyer, principalmente a nivel de ileon donde la poblacién de linfocitos T es menor. Esta seccién
intestinal posee una menor capacidad citotdxica, lo que provee un ambiente favorable para un
patdgeno intracelular. Se ha sugerido que la fibronectina de la bilis favorece la opsonizacién de las
micobacterias cuando pasan a través del intestino delgado, las bacterias se unirian a la fibronectina
y luego a las integrinas de la superficie apical de las células M facilitando la translocacion de este
bacilo. Al traspasar la mucosa intestinal, las bacterias son fagocitadas por macr6fagos subepiteliales
a través de diversos receptores, principalmente el receptor 3 del Complemento (CR3). En estos
macrofagos, las micobacterias pueden ser destruidas o bien sobrevivir y generar una infeccion
persistente, cuando MAP se replica en el macréfago adquiere un fenotipo de mayor virulencia que
favorece su invasividad. Las lesiones iniciales consisten en granulomas discretos no encapsulados
en la mucosa intestinal relacionada con las placas de Peyer y en los linfonodos mesentéricos
adyacentes. En un estudio experimental se observd que MAP es capaz de atravesar el intestino y
colonizar el higado y linfonodos, en tan s6lo una hora después de la inoculacion en la luz intestinal
(Sigurethardéttir et al, 2004; Sohal et al, 2008)



La progresion de la infeccion depende de la inmunidad del hospedador, la virulencia de la
cepa y la dosis infectante, asi como de diversos factores ambientales. Entre los factores fisioldgicos
del hospedador que influyen en la presentacion de la enfermedad, se mencionan el estado
nutricional y el estatus hormonal del animal; se ha demostrado que dietas reducidas en calcio
protegen a los ratones de la infeccion con MAP, pero cuando a estos ratones se les administro
vitamina D este efecto protectivo desaparecid. En cuanto al estatus hormonal se ha descrito que la
exposicion in vitro de los monocitos a la prolactina incrementa la multiplicacion de MAP en
monocitos bovinos, lo que sugiere que durante el parto y la lactacion la fluctuacién en los niveles de
esta hormona podria influir en el aumento de la replicacion intracelular in vivo (Sigurethardottir et
al, 2004; Sohal et al, 2008)

2.2.9.2 Factores de virulencia

Se ha demostrado que MAP posee mecanismos antimicrobianos en el interior del fagosoma
y que puede persistir en macr6fagos in vitro durante varias semanas, sin pérdida significativa de su
viabilidad. (Zurbrick y Czuprynski, 1987; Bendixen et al, 1981). Los mecanismos por los cuales
resiste la degradacion intracelular y se multiplica en los macréfagos no se han investigado en detalle
(Bendixen et al, 1981), pero se cree que la capa lipidica (lipoarabinomanano) juega un papel
importante en la resistencia de las micobacterias frente a los mecanismos intracelulares de defensa
(Tanaka et al, 1996). Tooker et al, han publicado un estudio que sugiere tres posibles tacticas
mediante las cuales MAP sobrevive en los macrofagos bovinos (Tooker et al, 2002): 1)
interferencia de la expresion proteica e inhibicion de la maduracién del macréfago; 2) expresion de
proteinas que interfieren directamente con la activacion del macrdfago; y 3) penetracion en la célula

de una manera especial que inhibe los mecanismos de activacion.

2.2.10 Infeccion prenatal

MAP se ha aislado a partir de la mucosa uterina (Yayo et al, 2001) y de fetos de madres
diagnosticadas con la enfermedad de Johne (Seitz et al, 1989; Sweeney et al, 1992b), por lo se

sugiere que los terneros pueden adquirir la infeccion en el Utero (Sweeney, 1996).

En un estudio realizado en 34 vacas con un resultado positivo de cultivo a partir de los
linfonodos mesentéricos, aislaron MAP en nueve fetos (Seitz et al, 1989). Estos resultados indican
que el riesgo de una infeccién fetal con MAP es del 26,4%. En otro estudio, solamente detectaron

MAP en fetos de aquellos animales que eliminaban grandes cantidades en heces, poniendo de

10



manifiesto que el aislamiento en fetos estd directamente relacionado con la carga bacteriana
eliminada por los animales infectados (Sweeney et al, 1992b). Existe un reporte de transmisién pre-
natal de la paratuberculosis en una cabra pigmea (Alinovi et al, 2009).

2.2.11 Infeccion postnatal

La ruta de transmisién mas comun es la fecal-oral y las heces de los animales infectados son
la via de excrecion mas importante ya que contaminan las ubres, pastos, agua y alimentos (Collins,
1994; Chiodini et al, 1984; Merkal, 1984). Existen dos factores que favorecen la infeccién, por un
lado el volumen de bacterias eliminadas en las heces (10® bacilos por gramo de heces) (Chiodini et
al, 1984) y la capacidad de supervivencia de MAP en el ambiente durante prolongados periodos.
Los animales infectados también excretan MAP directamente en la leche tanto en las fases clinicas
(Sweeney et al, 1992a) como subclinicas (Taylor et al, 1981). Dado el volumen de leche que
ingieren los animales en edades tempranas y la posible contaminacion fecal de la misma también se

considera la leche como una de las vias mas frecuentes de infeccion postnatal (Sweeney, 1996).

MAP se ha aislado del calostro y de la misma manera que en la infeccién prenatal, los
animales que eliminan gran cantidad de MAP en heces tiene elevadas concentraciones de MAP en
el calostro (Streeter et al, 1995).

Independientemente de la ruta de inoculacién o de infeccion, MAP se localiza y multiplica
en el tracto gastrointestinal y linfonodos asociados (Kluge et al, 1968; Merkal et al, 1968a; Merkal
et al, 1968b). A medida que la enfermedad progresa, la infeccion se disemina por via sanguinea o
linfatica a otros sitios distintos del tracto gastrointestinal (higado, bazo, pulmén, aparato

reproductor, etc.).

2.2.12  Signos clinicos

La PTB es una de las enfermedades que se presentan cada vez con mayor frecuencia en los
caprinos, generando emaciacion progresiva y la muerte como consecuencias eventuales de la
manifestacion clinica de la enfermedad. Este proceso de perdida de peso puede variar semanas 0
incluso meses con episodios transitorios de recuperacion. A lo largo de todo este proceso, los
animales afectados no suelen presentar fiebre (Harris y Bartetta, 2001; Chacon et al, 2004; Navarro
et al, 1998). En animales asintomaticos con paratuberculosis, MAP se puede excretar un promedio

de 10° ufc por gramo de heces (Whittington et al, 2001).

11



La PTB es una enfermedad crénica que se caracteriza en todas las especies animales por un
adelgazamiento progresivo del animal (Chiodini et al, 1984). El periodo de incubacién es variable
pero generalmente en ganado vacuno la aparicién de sintomatologia no se produce antes de los dos
afios de edad (Whitlock y Buergelt, 1996).

En las cabras, los signos clinicos usualmente aparecen después de los dos afios de edad. Las
principales manifestaciones clinicas de la enfermedad son la merma de peso (Salgado et al, 2005)
sequida de la pérdida del apetito, siendo la disminucién cronica de peso el signo mas caracteristico
precedido por una baja en la produccién lactea (Thomas, 1983). Solo un 10-20% de los casos
clinicos presenta diarrea o aglutinacién de las heces en los estados avanzados de la enfermedad
(Stehman, 1996). En estos casos, si nho se lleva a cabo una adecuada prueba diagnostica, esta

semiologia puede ser atribuida a enfermedades parasitarias.

El periodo de incubacion, depende de la edad en el momento de la infeccidn (Chiodini et al,
1984; Hagan, 1938) y de las dosis ingeridas de MAP (McDonald et al, 1999). Principalmente
aparecen en la etapa entre los 3 y 5 afios de edad (Chiodini et al, 1984) siendo méas temprana la
aparicion en el ganado vacuno (Kopecky y Larsen, 1975) que en el ovino (Seaman y Thompson,
1984). Los casos se presentan de forma esporadica o intermitente, debido al caracter crénico y
progresivo de la enfermedad. Sin embargo, pueden existir concentraciones de casos clinicos en
periodos determinados como son la gestacidn, lactacion, cambios de alimentacion, de pastos, estrés
debido al transporte o infecciones parasitarias o bacterianas (St-Jean y Jernigan, 1991; Pérez et al,
2000).

2.2.13 Lesiones

En cabras, las lesiones consisten en inflamacién granulomatosa en el intestino, linfonodos

con contenido caseoso y a menudo parcialmente calcificados (Fodstad y Gunnarsson, 1979).

Cuando se lleva a cabo la necropsia de un rumiante en las fases avanzadas de la
paratuberculosis, se observa una marcada caquexia con atrofia de las masas musculares, pérdida
casi completa de los depdsitos grasos, edema intermandibular, ascitis e hidropericardio. Los
mayores dafios se localizan en intestino y linfonodos mesentéricos. La lesion caracteristica consiste
en un marcado engrosamiento de la pared intestinal con aspecto edematoso y aumento de hasta 2 6

3 veces en su espesor normal. En la serosa intestinal se caracteriza por presentar linfangiectasia,
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apareciendo los vasos linfaticos mesentéricos como cordones de aspecto translucido, de recorrido
tortuoso y prominente sobre dicha serosa. Los linfonodos de la cadena mesentérica y los ileocecales
pueden presentar una marcada tumefaccion, mostrandose prominentes en el mesenterio (Harris y
Bartetta, 2001; Chacon et al, 2004; Navarro et al, 1998).

2.2.14 Diagnostico

El diagndstico de infeccion por MAP es dificil de realizar, debido al curso cronico de la
enfermedad, a que las pruebas diagnosticas disponibles tienen alta sensibilidad pero pierden
especificidad (Nielsen y Toft, 2008) 6 a que la respuesta inmune de MAP tiene particularidades
cinéticas que dificultan la interpretacion de los resultados. La respuesta inmune celular es la primera
en presentarse; sin embargo, no es indicador de infeccion persistente, debido a que en esta fase un
animal puede todavia eliminar a la bacteria, mientras que la respuesta inmune humoral aparece
después, y particularmente antes de que la respuesta inmune celular haya decrecido. Por tales

motivos, la respuesta humoral es considerada un indicador de infeccion persistente (Stabel, 2009).

2.2.15 Impacto econémico

Las pérdidas econdmicas derivadas de la paratuberculosis son cuantiosas y se deben a
causas directas: disminucién de la produccion lactea, mayor susceptibilidad a otras enfermedades,
infertilidad, disminucién del valor de los animales en pie (Corpa et al, 1998; Kennedy y Benedictus,
2001; Nordlund et al, 1996; Ott et al, 1999) e indirectas como restricciones en el mercado,
implementacion de medidas preventivas, sacrificios de animales que aun no estan finalizados
(Kennedy y Benedictus, 2001).

En nuestro pais, Miranda evalué en 2005 el impacto econémico de PTB en bovinos, reportd
pérdidad anuales de $10.174 por animal infectado, debido principalmente en un 22% a la
disminucién de la produccion lactea Las pérdidas en ganado ovino se estiman en 125 doélares para
casos clinicos de ovejas de produccion lactea y 75 ddlares en ovejas de produccion carnica (Juste,
1997). Referente a los caprinos existe un estudio realizado en el estado de Guanajuato, donde
refieren que la PTB tiene un efecto negativo en la produccién lactea, ya que las cabras seropositivas
tienen un 9% de baja en la produccidn con respecto a las cabras seronegativas; para grasa y
proteina, las cabras seropositivas tienen en promedio 3% y 7% respectivamente, menor produccion
que las seronegativas, lo cual representé un costo de $454 a $852 pesos mexicanos/cabra

infectada/afio, solo en el concepto de disminucidén en la produccion de leche. Por otra parte, una
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estimacion méas exacta del costo de la enfermedad debe incluir la poca ganancia de peso de los
cabritos, el desecho prematuro de animales y los gastos en tratamientos de animales enfermos
(Jorge et al, 2011).

2.3 Posibles zoonosis

2.3.1 Enfermedad de Crohn

Esta enfermedad se inscribe dentro de la llamada enfermedad inflamatoria del intestino, que
abarca la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn (EC). En ambos casos se trata de una situacion
inflamatoria de la mucosa, de etiologia desconocida que aparece y desaparece de forma recurrente y
puede dar origen a complicaciones extra digestivas, por lo que se agrupa dentro de las denominadas
enfermedades inflamatorias del intestino (IBD) (Sevilla, 2007). Las caracteristicas epidemioldgicas
de la colitis ulcerosa y de la EC son muy parecidas. La incidencia de la colitis ulcerosa es del 11 por
100.000 en los EE.UU, Canada y paises escandinavos y la de la EC del 7 por 100.000. Los paises
del sur de Europa, Sud Africa y Australia muestran una incidencia mucho menor. En Espafia, la
incidencia es de 0.5 a 0.8 casos nuevos por 100.000 habitantes por afio, siendo mayor en las areas
urbanas (Duerksen, 2000). En 20 afios la EC ha tenido un incremento de 10 veces en su incidencia,
especialmente en nifios de 2 a 15 afios de edad, estando implicados en estas infecciones varios
agentes infecciosos: MAP, Escherichia. coli adherente e invasiva, Yersinia y Pseudomonas
(Kirkwood et al, 2009). Se ha vinculado a MAP en la patogenia la EC, esta asociacion no ha podido
ser comprobada de manera definitiva; sin embargo, se ha establecido el potencial zoonético de esta
bacteria. Estudios de prevalencia en MAP en pacientes con EC en varias ciudades del mundo han
demostrado resultados divergentes en rangos del 0%-100%. El posible rol de MAP en EC ha sido
demostrado por la identificacion de DNA de MAP usando PCR con los iniciadores 1S900 en
analisis de aislamientos obtenidos en sangre periférica de pacientes con EC. En nifios fue detectado
DNA especifico de MAP en cerca del 5% de biopsias intestinales con la presencia de lesiones
granulomatosas de EC (Kirkwood et al, 2009, Mendoza et al, 2009, Lee et al, 2011).

2.4 Factores de riesgo

Existen distintos factores que favorecen la infeccién o determinan la evolucién de un estado

de latencia a enfermedad. A continuacion se detallan distintas variables que pueden influir en la
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adquisicion de la infeccion de los animales, asi como factores que influyen en la forma de

manifestacion de la enfermedad.

Edad del animal.

La edad en la que los animales entran en contacto con el agente etiolgico es un factor
decisivo. Los animales jovenes (aproximadamente menores de seis meses de edad) son los méas

susceptibles a la infeccion (Hagan, 1938; Larsen et al, 1975; Manning y Collins, 2001) debido a:

1. El desarrollo incompleto de su sistema inmune hace a este grupo de edad mas vulnerable a
la infeccidn por MAP (Cocito et al, 1994).

2. El méaximo desarrollo en animales jévenes de las placas de Peyer del ileon, mismas que

involucionan en animales adultos; que son la puerta de entrada de MAP al intestino.

3. Debido a la presencia de la gotera esofagica en animales jovenes, la leche infectada con
MAP pasa directamente del es6fago al abomaso evadiendo los mecanismos de defensa del
tracto alimentario del hospedador como son compuestos biliares, pH &cido, enzimas

digestivas, mucus, peristaltismo y competencia con la flora comensal (Clarke, 1997).

4. En los animales recién nacidos se observa “intestino abierto” que hace referencia al espacio
intersticial entre las células del intestino delgado, el cual permite el paso de
macromoléculas como las inmunoglobulinas del calostro a la mucosa intestinal. Esta mayor

separacion celular hace més facil la invasion tisular de MAP (Sweeney, 1996).

En los bovinos, una vez que son adultos, se adquiere el desarrollo de inmunidad a MAP. Sin
embargo, en ovinos y otros animales domeésticos no se adquiere inmunidad a MAP (Koets et al,
2000)

Dosis ingerida.

Otro parametro importante para el establecimiento de la enfermedad es la dosis ingerida. El
nimero de bacilos viables eliminados en heces de animales infectados es de 10°-10° ufc/g y se ha

establecido que la dosis infectiva es aproximadamente de 10° bacilos (Brotherston et al, 1961). De

15



acuerdo a esto, una minima contaminacion fecal del ambiente es suficiente para producir la

infeccion de los animales susceptibles (Whittington et al, 2000).

A pesar de que se ha demostrado que los animales adultos (mayores de dos afios de edad)
son mas resistentes a la infeccion con MAP que los animales jovenes (Larsen et al, 1975; Hagan,
1938), se ha descrito el desarrollo de infeccion por MAP en animales adultos sometidos a una dosis

elevada de micobacterias y estrés (Larsen et al, 1975).

Otros factores.

Existen otros factores que influyen en la adquisicién y desarrollo de la infeccién como son
la distinta patogenicidad de los aislados de MAP (Saxegaard, 1990), el tiempo de exposicion a la
bacteria (Whitlock y Buergelt, 1996) y la respuesta del hospedador (Clarke, 1997). Esta respuesta se
ve afectada de una forma directa por el sistema de produccion (afectando preferentemente a
animales en sistemas tecnificados), calidad de las raciones alimenticias, estrés por transporte, parto,
lactacion, inmunosupresion causada por otros agentes como el virus de la diarrea viral bovina
(DVB) (Lepper et al, 1989; Chiodini et al, 1984) y hacinamiento de los animales (Collins et al,
1994). Finalmente, factores como el tipo de suelo, agua de la explotacién y contacto con animales
silvestres (Daniels et al, 2001; Daniels et al, 2002).

Resistencia al ambiente

MAP es incapaz de reproducirse en el ambiente; sin embargo, puede persistir en la tierra y
agua contaminada con heces de animales infectados. Se ha demostrado que esta micobacteria es
capaz de sobrevivir en las heces de bovinos infectados durante 152-246 dias, el periodo de
sobrevivencia de MAP depende de las condiciones ambientales como la congelacién, sequia,
exposicion a la luz solar, cambios en la temperatura ambiental y lluvia. Se ha observado que
factores como falta de humedad, exposicion a la luz solar, pH superior a 7.0 y bajo contenido de
hierro en el suelo pueden disminuir la supervivencia de este microorganismo en la tierra (Collins et
al, 1984; Whittington et al, 2005). También se ha descrito que MAP es capaz de sobrevivir hasta
280 dias en charcos, y su resistencia disminuye cuando se expone a la luz solar, a la que Unicamente
es moderadamente resistente (Larsen et al, 1956; Whittington et al, 2004). De manera que puede
permanecer viable en el ambiente por varios meses lo que sin duda es un factor determinante para la

diseminacion de la infeccion.
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3. JUSTIFICACION

Las frecuencias de paratuberculosis caprina encontradas en los estados de: Guanajuato, San
Luis Potosi, Querétaro, Morelos, Tlaxcala y Veracruz, sugieren que la enfermedad se esta
diseminando en toda la Republica Mexicana, en el estado de Puebla no existen referencias sobre la
prevalencia o frecuencia de PTB en especie animal alguna y siendo el estado que presenta la mayor
produccién caprina de nuestro pais es imperativo conocer la prevalencia en las zonas caprinas, para
a partir de este escenario establecer estrategias que coadyuven a disminuir el riesgo de infeccion
entre hatos y aumentar la productividad, lo cual serviria como base para poder crear un programa de

control voluntario de la PTB como se esta intentando en México.

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la seroprevalencia individual, la frecuencia a nivel de rebafios e identificar
posibles factores de riesgo asociados a la paratuberculosis en cabras de las regiones caprinas de

Libres y la Mixteca en el estado de Puebla.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Determinar la prevalencia de MAP en cabras de las regiones de Libres y la Mixteca
Poblana.

» Estimar la de frecuencia de rebafios afectados por MAP.

» ldentificar posibles factores de riesgo asociados a la presencia de paratuberculosis a

nivel de rebafios y por animal.

5. HIPOTESIS

La falta de diagndstico, la introduccion de animales sin prueba en los rebafios y la falta de

un manejo sanitario favorecen la diseminacion de la paratuberculosis en los rebafios de las regiones

caprinas de Libres y la Mixteca en el estado de Puebla.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Descripcion del lugar de trabajo

El estado de Puebla se sitla en la parte centro-este de México (con una superficie de 34017
km?). Geogréficamente presenta areas correspondientes a la Sierra Madre Oriental, a la Llanura
Costera del Golfo Norte, al Eje Neo Volcanico Transversal y a la Sierra Madre del Sur, (INEGI,
1987) y estd dividido en siete regiones econdmicas. Puebla aporta el mayor porcentaje de la
poblacién caprina en México (15.7%) (SIACON 2008).

6.1.1 Localizacion geogréafica de las zonas muestreadas.

La investigacion fue dirigida a las principales zonas caprinas del estado de Puebla,
comprendiendo nueve municipios de la zona de Libres y diez de la Mixteca Poblana (Figura 1). La
seleccion de las zonas de estudio se basé en los siguientes criterios: (1) presencia de caprinos
susceptibles; (2) evidencia previa de MAP en la poblacion; (3) interaccién con estados vecinos

donde se conocia la presencia de MAP.

6.2 Tipo de estudio

El tipo de estudio epidemioldgico aplicado fue de tipo transversal, el cual se caracteriza
porque los sujetos de estudio se evalian en una sola ocasion y se basa en el estudio de casos

presentes al momento de la visita en la unidad de produccion (Hernandez, 2009).

6.3 Tipo de muestreo

Al no existir un registro por municipio de unidades de produccion, ni del nimero de
caprinos, la seleccién de los 19 municipios, se realiz6 a través de un método de muestreo no
probabilistico o de seleccion intencionada llamado muestreo por conveniencia; posteriormente se
utilizé una base de datos de los productores de la zona, se hizo una invitacién a los productores a
participar en el estudio, y finalmente, en cada unidad de produccion la seleccion de los animales se
realiz6 al azar y siguiendo los criterios de inclusion, es decir, animales de un afio 0 mayores y

aparentemente sanos.
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No. Nombre municipio No.

INEGI
1 Acatlan de Osorto 3 "
2 Chinantla 59
3 Piaxtla 113
4 San Jerénimo 127 Mo
Xayacatian =
5 San Miguel Ixitlan 135
6 San Pablo Anicano 139
7 San Pedro 141
Yeloixtiahuaca

8 Tecomatlan 155
9 Tehuitzingo 157
Totoltepecl 190

__1vo No. Nombre municipio No.

INEGI

11 Cuyoaco 4

12 Guadalupe Victoria 67

13 LaFragua 93

14 Libres 94

15 Ocotepec 105

" 16 Ortental 108

%, gl A 17 San Salvador el Seco 142

i v B W 18 Tepeyahualco 170

o S ) 19 San Nicolas Buenos 137

w e Aires
on

Figura 1. Ubicacién de los municipios muestreados. Mapa del estado de Puebla mostrando la localizacién de
los municipios muestreados de la zona de Libres al norte (n=10) y la Mixteca poblana al sur del estado (h=9)

6.4 Poblacion caprina muestreada.

Las muestras de los caprinos utilizados en este estudio fueron tomadas de una poblacién de
rebafios con un sistema de produccion extensivo, caracteristico del estado de Puebla, no importando
el nimero de caprinos que conformaran el rebafio.
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6.5 Caélculo del tamafio de muestra poblacional

El tamafo de muestra se calculé mediante la formula de proporciones de Levy; con base al
dato referido por el Comité de Fomento y Produccién Pecuaria del estado de Puebla de 53,335
caprinos en las zonas de Libres y la Mixteca poblana en el afio 2008, una prevalencia esperada del
10%, intervalo de confianza del 95% y un error de 0.02 %; con lo cual se obtuvo un tamafio minimo

de muestra de 865 caprinos.
Formula de proporciones de Levy:

n=__ N *Za’p*q
d? (N— 1) + Zo? p*q

n=tamafio de la muestra

N=tamafio de la poblacion

Za’=1.96° nimero de desviaciones estandar equivalente a la confianza
p=prevalencia esperada

g=1-p (proporcién de la poblacion no enferma)

V V VYV V V V

d?=error o precision

6.6 Calculo del tamafio de muestra en cada rebafio

El tamafio de la muestra en cada UP se establecié el dia de la visita con base a la poblacién
gue existia en ese momento, se calculé mediante la formula de Cannon y Roe, procedimiento que
proporciona la probabilidad de detectar al menos un animal enfermo bajo la prevalencia esperada.
(Canonn y Roe, 1982)

n = [1-(1-a) Y°] [N-(D-1)/2]
» a=probabilidad de detectar al menos un animal enfermo (nivel de confianza)
» D = prevalencia

» N =tamafio de la poblacién

20



6.7 Criterios de inclusion de los caprinos muestreados

La poblacién blanco incluyé a todos los caprinos mayores de un afio de edad, que se
percibieran aparentemente sanos al momento de la visita y por lo tanto no presentaran signos de

enfermedad.

6.8 Muestras colectadas

Se colectaron por cada animal muestras de:

» Sangre para la obtencion de suero y su posterior utilizacién en el ELISA.

> Heces para realizar cultivo bacteriologico y extraccién de ADN para la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) anidada.

» Una encuesta para cada propietario de los rebafios incluidos en la muestra (anexo 1).

» Un registro de informacion por caprino muestreado (anexo 2).

6.9 Procedimiento para la coleccion de las muestras

6.9.1 Sangre

Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena yugular y fueron colectadas utilizando

tubos al vacio sin anticoagulante para la posterior obtencion del suero.

6.9.2 Heces

Las muestras de heces se obtuvieron utilizando una bolsa de plastico nueva por cada

caprino, fueron colectadas directamente del recto y se tenian un peso de aproximadamente 5 g.

6.9.3 Encuesta por rebafio

Por medio de las encuestas se obtuvo informacién de las variables independientes que
pudieran estar relacionadas con la presencia de la enfermedad como: tipo de produccidn, ya sea de
carne o cria, ubicacion, sistema de manejo, etc.; necesarias para establecer los factores de riesgo de

PTB a nivel de rebafios.
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6.9.4 Registro de informacion por caprino

A partir del registro informacion de cada caprino, obtenida de manera verbal con el
propietario del rebafio; se obtuvo informacion de las variables independientes que pudieran estar
relacionadas con la presencia de la enfermedad, tales como: municipio, rancho, edad, peso, sexo,
estado de carnes, etc.; necesarias para buscar establecer los factores de riesgo de PTB a nivel de

caprinos.

6.10 Procedimiento para el transporte de las muestras

Las muestras de suero y heces se transportaron dentro de hieleras de unicel con refrigerantes
en un lapso menor de 48 h, al laboratorio de Tuberculosis del CENID Microbiologia INFAP donde
se congelaron a -20°C hasta ser procesadas. Asi mismo, la informacién recabada en los formatos
descritos en los anexos 1 y 2 se transporto acompafiando las muestras en sobres cerrados
etiquetados con los datos correspondientes a los rebafios de los cuales procedia la informacion y

dentro de una bolsa de plastico para evitar su deterioro

6.11 Pruebas diagndsticas

6.11.1 ELISA a partir de suero sanguineo

Los sueros fueron evaluados empleando el ELISA indirecto, utilizando el antigeno
protoplasmatico de la cepa de MAP 3065 (elaborado en el INIFAP), que tiene una sensibilidad del
86% y una especificidad del 90% (Martinez, 2009).

Los controles, positivo y negativo procedieron del banco de sueros del INIFAP y cada una
de las muestras se corriéron por duplicado en placas de la marca SARSTED de 96 pozos. La
preparacion de todos los reactivos necesarios para la realizacion de esta prueba y el protocolo del
ELISA se describen en los anexos 3 y 4 respectivamente. Con el fin de incrementar la especificidad
de la prueba, los sueros problema y los controles se pre-adsorbieron con una solucion de
Mycoabacterium phlei al 2%, 30 minutos antes de ser colocados en la placa de ELISA (Yokomizo
et al, 1985).

Las placas se leyeron usando el filtro de 650 nm con un espectrofotometro de 8 canales (Biotek).

El resultado final se calculé mediante las siguientes formulas:
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Promedio control (-) = control (+) 1 + control (+) 2
2

Promedio control (=) = control () 1 + control (-) 2
2

OD final = suero problema — promedio control (=)
promedio control (+) — promedio control (-)

6.11.1.1 Punto de corte del ELISA
El punto de corte gque se utilizé fue de 0.22, se calcul6 con intervalos de confianza de 95% y
dos desviaciones estandar, por lo tanto, los sueros con lecturas iguales o mayores a 0.22 OD fueron
considerados como positivos y las lecturas menores al punto de corte como negativos (Martinez,
2009).

6.11.2 Extraccién de ADN de MAP a partir de heces

La extracciébn de ADN de micobacterias, se realizO a partir de heces, mediante la
metodologia convencional, precipitando y purificando el ADN con cloroformo-alcohol isoamilico e
isopropanol. Los reactivos y procedimientos necesarios para realizar la extraccion de ADN a partir

de heces se detallan en los anexos 5 y 6 respectivamente.

6.11.3 PCR anidado

A las muestras de ADN obtenidas a partir de heces, se les realizd6 PCR anidada, la cual
consiste en dos reacciones, en donde el material obtenido de la primera reaccion, se utiliz6 como
templete para realizar una segunda reaccion. Se utilizaron iniciadores especificos para el elemento
de insercion 1S900, el cual es especifico para MAP. Se usaron los iniciadores ptbl (5" TGA TCT
GGA CAA TGA CGG TTACGG A3) ypth 4 (5 CGC GGC ACG GCT CTT GTT 3") para la
primer reaccion de PCR, de la cual se obtuvo un producto de 563 pares de bases y para la segunda
reaccion ptb 2 (5 GCC GCG CTG CTG GAG TTAA3)yptb 3 (5" AGC GTC TTT GGC GTC
GGT CTT G 3") se obtuvo un producto final de 210 pares de bases (Erume et al, 2001).
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Para la primera reaccion se utilizaron 2 pl (10ng/pl) de ADN proveniente de heces de
caprino, las condiciones para 48 pl de reaccion fueron 5 pl de amortiguador de reaccion 10X
(67mM/pl) (Biogénica), 4 pul de MgCl, 2mM (30 mM/pl) (Biogénica), 1 ul DNTP’s 200mM c/u, 1
pl (25 pMol) de los iniciadores ptb 1 (Invitrogen) y 1 upl ptb 4 (Invitrogen), 0.3 pl de ADN
polimerasa termoestable (1.5 U) (Amplificasa, Biogénica) y 35.75 ul de agua estéril. La
amplificacion se realiz6 en un termociclador utilizando el siguiente programa: un ciclo a 95°C por 5
min, 35 ciclos a 95°C por 1 min, 65 °C por 1 min, 72 °C por 1 min, un ciclo mas por 1 mina 72°Cy

un ciclo a 4°C por 5 min.

Las condiciones para la segunda aplificacién fueron, 2 ul de la primera amplificacion
fueron transferidos a microtubos de PCR, que contenian la misma cantidad y concentracion de los
reactivos descritos anteriormente, excepto que los iniciadores ptb 1 (Invitrogen) y ptb 4 (Invitrogen)
fueron sustituidos por los iniciadores ptb 2 y ptb 3. Se utilizé el mismo programa del termociclador.
Se incluy6 como testigo positivo el ADN de una cepa obtenida de un caso clinico de

paratuberculosis en un ovino del estado de Guanajuato.

Los productos de la amplificacion fueron visualizados en geles de agarosa al 2%, tefiidos

con bromuro de etidio y empleando una cdmara de electroforesis a 100 volts durante 1 hora.

6.11.4 Estudio bacteriolégico

Para el cultivo bacterioldgico, a partir de muestras de heces, se realizé la siembra de cada
muestra por duplicado en medio de Herrold, adicionado con yema de huevo y micobactina mediante

la metodologia de Payuer (1993).

Se disolvieron aproximadamente 2 g de heces en 50 ml de HCP (cloruro de hexadecil
piridinio) al 75% se tomaron 10 ml del sobrenadante y de la fase intermedia, se centrifugaron a
2,000 xg durante 10 min, se tird el sobrenadante y al pelet obtenido se le colocaron 3 ml de zephiran
al 3%, dejandolo en reposo por 30 min, posteriormente se centrifugaron por 2,000 xg durante 10
min. Se tir6 el sobrenadante conservando aproximadamente 1 ml, en el cual se deshizo el pelet y
con esta solucion se realizo la siembra por duplicado en medio de Herrold adicionado con yema de
huevo (anexo 7) y 2 mg/l de micobactina, dejando incubar los tubos de cultivo en posicion

horizontal a 37°C durante ocho semanas (Merkal, 1974) redaccion
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6.11.5 Tincion de Ziehl Neelsen (ZN)

A los cultivos que presentaron crecimiento de colonias con morfologia caracteristicas de
MAP, se les realizé la tincion de ZN para confirmar que se trataba de bacterias acido alcohol
resistentes (anexo 8).

6.12 Bases de datos

Se obtuvieron datos de registros individuales de 1040 caprinos, nimero mayor al calculado
inicialmente, debido a que es recomendable muestrear un 20% mas del tamafio minimo muestra
calculado (Fuentelsaz, 2004); y se aplicaron encuestas a los caprinocultores cooperantes de 87
rebafios, todos los datos fueron capturados en el programa Excel para después analizarlos mediante

los programas estadisticos Stata 7 y Epiinfo

Se elaboraron dos bases de datos: una correspondiente a rebafios y otra para la poblacion
caprina muestreada, las cuales fueron depuradas obteniendo datos completos (cuestionarios y

resultado de diagnostico) correspondientes a 898 caprinos que procedian de 86 rebafios.

6.13 Anadlisis estadistico

6.13.1 Seroprevalencia

A nivel individual los animales seropositivos fueron definidos en términos del punto de
corte del ELISA (OD>0.227). Mientras que a nivel de rebafio el punto de corte que definié a un
rebafio como positivo fue la presencia de uno o mas caprinos seropositivos dentro de un mismo

rebafio.

La prevalencia aparente de MAP en los caprinos fue calculada, dividiendo el nimero de
caprinos seropositivos entre el nimero total de caprinos sometidos a la prueba del ELISA. Mientras
que la frecuencia de rebafios seropositivos se obtuvo dividiendo el nimero de rebafios con al menos

un animal seropositivo entre el nimero total de rebafios probados.
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Prevalencia Aparente (PA) = Numero de animales positivos a la prueba
Total de animales sometidos a la prueba

Prevalencia Verdadera (PV) = Prevalencia Aparente + Especificidad - 1
Especificidad + Sensibilidad -1

6.13.2 Razon de momios

Toda la informacién recabada fue analizada mediante frecuencias, se estableci6 como
estimador el OR del inglés Odds ratio o RM (razdén de momios), de manera bivariada y en caso
necesario multivariada mediante regresion logistica. La base de datos fue realizada en el programa

Excel y analizada con el programa estadistico Stata 7y Epinfo.

6.13.3 Determinacion de los factores de riesgo

Para definir posibles factores de riesgo por animal, el resultado del ELISA constituyd
dentro del andlisis estadistico, la variable dependiente, mientras que las variables de los registros
individuales (sexo, tipo de animal, peso, edad, estado de carnes, animal nacido en el rancho,
animales comprados y lugar en donde fue comprado, presta al semental) y de las encuestas de los
rebafios, conforman las variables independientes (limpieza de corrales, frecuencia de la limpieza,
destino de las excretas, densidad de poblacion en los rebafios, convivencia de los rebafios caprinos
con otras especies de animales domésticos, origen de los caprinos, manejo del rebafio, zona
geografica, tipo de produccién y presta o pide prestado el semental) que se utilizaron para establecer

los posibles factores de riesgo.
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7. RESULTADOS

7.1 Descripcion de la muestra poblacional

El Cuadro 1 muestra la distribucion del nimero de rebafios y de caprinos muestreados por
zona, incluyendo informacion por rangos de edades. Se obtuvieron muestreas de 50 rebafios de la
zona de la Mixteca Poblana y 36 rebafios de la zona Libres; el mayor nimero de animales

muestreados se ubico dentro de los 26-51 meses en ambas zonas.

Cuadro 1. Distribucidn de los rebafios por zonas de estudio, incluyendo nimero de animales
muestreados por rango de edad.

Distribucién por edad de
animales muestreados

Zona Rebarios Animales muestreados Namero de Edad
muestreados probados animales (meses)
Libres 36 346 48 12-18
48 19-25
92 26-38
84 39-51
40 52-64
34 >65
Mixteca 50 552 124 12-18
Poblana 66 19-25
137 26-38
115 39-51
69 52-64
41 >65
TOTAL 86 898
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En el Cuadro 2 se observa la frecuencia de cada una de las précticas relacionadas con el
manejo de los rebafios en porcentaje, destacandose que el 30.23% de los entrevistados no reponde a
la pregunta de ¢Qué hace con el excremento que saca del lugar en donde encierra a sus caprinos

debido a que no hacen remocién de las excretas.

Cuadro 2. Frecuencia de practicas de manejo en los rebafios caprinos de las zonas
de Libres y la Mixteca poblana

Variable Proporcidén por categoria (%0)

Destino del excremento

Lo vende 7/86 (8.13)

Lo incorpora a terreno 52/86 (60.46)

Composta 1/86 (1.16)

No respondid 26/86 (30.23)

Manejo en pastoreo

Las trae en el monte 4/86 (4.65)

Las saca al monte y las encierra en la noche 71/86 (82.55)

Estan todo el dia encerradas en los corrales 11/86 (12.79)

Cuantos caprinos hay en la UP

7 23/86 (26.74)

38-88 42/86 (48.83)

89-139 16/86 (18.60)

140-290 5/86 (5.81)
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7.1.1 Frecuencias de rebafios positivos

En una muestra de 86 rebafios caprinos localizados en 19 municipios del estado de Puebla,
se determino que 66 rebafios presentaron al menos un animal seropositivo a paratuberculosis, por lo
que la frecuencia por rebafios fue de 76.7 % con un IC 95% (67.8-85.6%) (Figura 2).

Frecuencia de rebanos seropositivos

H POgItivos

negativos

Figura 2. Frecuencia de global rebafios seropositivos a paratuberculosis en las regiones de Libres y la Mixteca
en el estado de Puebla (n=86).

El Cuadro 3, se observa el nimero de rebafios y de caprinos muestreados por municipio con
frecuencia de caprinos seropositivos y prevalencia en caprinos. La mayor cantidad de animales
muestreados fue obtenida del municipio de Tehuitzingo en la zona de la Mixteca poblana y el
menor numero de animales muestreados fue obtenido de los municipios de La Fragua y Cuyoaco de
la zona de Libres. De un total de 898 muestras, las frecuencias mas altas de seropositivos se

registraron en Totoltepec con 48.1% y Ocotepec 45.4%

La media del nimero de animales dentro de los rebafios fue de 67 animales con rebafios

conformados con 6 hasta 290 caprinos
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Cuadro 3. Frecuencia de caprinos seropositivos a PTB y su distribucion en
rebafios dentro de los 19 municipios muestreados del estado de Puebla

Municipio Rebafios Animales | Animales | Frecuencia %
muestreados | muestreados | positivos
(probado) | a ELISA
Acatlan 8 3 23 31.5
Chinantla 3 34 4 11.7
Cuyoaco 3 28 11 39.2
Guadalupe 2 19 5 26.3
La fragua 1 11 1 9.0
Libres 4 37 8 25.5
Ocotepec 4 44 20 45.4
Oriental 3 34 11 29.1
Piaxtla 8 86 29 33.7
San Jer6nimo 1 13 2 15.3
San Miguel 3 39 8 20.5
San Nicolas 3 28 4 14.2
San Pablo 6 61 16 26.2
San Pedro 3 40 11 27.5
San Salvador 8 81 4 4.9
Tecomatlan 3 39 8 20.5
Tehuitzingo 8 88 24 27.2
Tepeyahualco 8 64 25 39.0
Totoltepec 8 79 38 48.1
TOTAL 86 898 252 28.06
prevalencia
global
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En la frecuencia para cada municipio a nivel de rebafios, los municipios de Acatlan,
Cuyoaco, Guadalupe Victoria, La Fragua, Ocotepec, Oriental, San Jer6nimo, San Miguel y
Totoltepec, presentaron el 100% de los rebafios muestreados con al menos un animal seropositivo
(Figura 3).

OELISA (-)
WELISA (+)

numero de rebanos
O s S -1 G0 ND

Municipios

Figura 3. Frecuencia de rebafios seropositivos a PTB en cada por municipio en las regiones de Libres y la
Mixteca n=86

En la Figura 4 se observan las frecuencias de rebafios con al menos un animal seropositivo
por zona. En la zona de Libres se obtuvo una frecuencia de 72% (26/36) y en la Mixteca 80%
(40/50).

Libres Mixteca

H positivos W positivos

M negativos negativos

80%

Figura 4. Frecuencias de rebafios seropositivos por zona. Porcentaje de rebafios caprinos
seropositivos a paratuberculosis en las regiones de Libres n=36 y la Mixteca poblana n=50
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En el cuadro 4 se describe la proporcién de rebafios muestreados por zona 41.86% en la zona de

Libres y el 58.13% en la zona de la Mixteca poblana. No se observan diferencias estadisticamente
significativas entre las dos zonas (p<0.05).

Cuadro 4. Frecuencia de rebafios seropositivos a PTB y RM (razén de momios) de paratuberculosis
en las zonas estudiadas. Frecuencias calculadas en STATA 7.

Zona Frecuencia Frecuencia de (+) aPTB RM P
Libres 36 (41.8%) 26/36 (72.2%) 0.65 0.40
Mixteca 50 (58.1%) 40/50 (80.0%)

Rebarios totales 86 (100%)
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7.1.2 Factores de riesgo a nivel rebafio

Las Razones de Momios (RM) de las variables estudiadas a nivel de rebafio se muestran en

el Cuadro 5. Los resultados del andlisis de los factores de riesgo a nivel de rebafio, bajo las

condiciones de este estudio muestran que los rebafios dedicados a la produccion de carne tienen

3.23 veces mas riesgo de ser seropositivos a PTB en comparacion a los que se dedican a la

produccion de cabrito (P<0.05), indicando que tienen predisposicion a presentar de la enfermedad.

Cuadro 5. Andlisis bivariado en rebafios caprinos de las regiones de Libres y la Mixteca poblana
para determinar posibles factores de riesgo, mediante RM (razon de momios) y prueba de Fisher

(p<0.05)
Variable 2x2 RM Valor de
P
Zona geogréfica Libres vs Mixteca 0.65 0.4013
Tipo de produccion Produccién de carne vs. produccion de cabrito | 3.23 0.05
Manejo del rebafio Las trae en el monte y las encierra en lanoche | 0.67 0.6399
vs Estan todo el dia encerradas en los
corrales
Origen de los caprinos Solo nacidas en el rancho vs. Nacidas en el 1.43 0.4748
rancho y compradas
Epocas de paricion Dos épocas de paricion Una época de paricion | 1.35 0.57
VS
Cada cuando cambia al | Cambio cada dos afios vs cambio cada tres 1.26 0.7075
semental afios
Acostumbra ordenar a | Si ordefia vs no ordefia 1.09 0.8967
sus cabras
Si ordefia vs a veces ordefia 1.08 0.8904
No ordefias vs a veces ordefia 0.60 0.4509
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Al analizar las variables de manejo del rebafio se observo que existe un menor riesgo de

presentar la enfermedad cuando la limpieza de los corrales se realiza diario o cada 2 semanas

adelante (p<0.05) (Cuadro 6)

Cuadro 6. Analisis bivariado para determinar posibles factores de riesgo, respecto a la limpieza de
corrales de alojamiento de los caprinos a nivel de rebafio.

Si No
Resultado de la prueba serolégica + - + - RM X2
Realiza limpieza de los corrales 55 19 4 1 0.72 0.08
Frecuencia de limpieza
Diario-1 semana 25 13 39 9 0.44 2.63
Cada 2 semanas-1 mes 11 1 53 21 4.36 2.15
> de 1 mes 28 8 36 14 1.36 0.36
Destino del excremento
Lo vende 4 0 58 17 1.16
Lo incorpora a terreno 1 0 61 17 0.28
Composta 34 14 28 3 0.26 4.24
Amontonarlo 23 3 39 14 3.70 3.86
Manejo en pastoreo
Las saca al monte y las encierra en la noche 57 18 9 2 0.70 0.18
Estan todo el dia encerradas en los corrales 9 2 57 18 1.42 0.18
Cuantos caprinos hay en la UP
>37 15 8 51 12 0.44 2.34
38-88 34 8 32 12 1.59 0.81
89-139 14 2 52 18 2.42 1.27
140-290 3 2 63 18 0.43 0.83
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Los resultados del analisis de factores de riesgo que involucran la convivencia de los
caprinos dentro de un mismo predio con otras especies de animales domésticos, se presentan en el
cuadro 7 en el cual se observa que en rebafios donde hay perros, porcinos y aves se presenta una
tendencia mayor a presentar PTB.

Cuadro 7. Anélisis bivariado para determinar posibles factores de riesgo,
referente a la convivencia de los caprinos con otros animales en una misma
unidad de produccion

Si No

Variables + | -+ -

Perros de vecinos que puedan estar en 241 5 |138(14]1.77 | 0.96
contacto con las cabras

Perros 44116 (22| 4 | 05 |1.28

Bovinos 15| 6 |47 (12| 0.64 | 0.59
Ovinos 19| 7 |43 (12 |0.76 | 0.25
Porcinos 10| 2 | 52|17 |1.63|0.36
Aves 3219 (3010|119 |0.10

7.2 Descripcion de la muestra a nivel de caprinos

En el cuadro 8 se presentan las medidas de dispersidn de los pesos y las edades de los caprinos

muestreados

Cuadro 8. Medidas de dispersion de las edades y los pesos de los caprinos (n=898) en las regiones
de Libres y la Mixteca poblana.

Variable Media Desviacion Rango
Indicadora estandar

Edad 39 19.17 12-120 meses
Peso 32 9.95 17-90 Kg

Las frecuencias a nivel de caprinos por cada una de las variables estudiadas (Cuadro 9). Se

muestrearon un total de 58 machos y 840 hembras, que presentaron 28.0% y 27.5% de seropositivos

respectivamente. Los animales con pesos entre 29 y 34 kg presentan la mayor frecuencia de

positivos con un 42.55%, cabe destacar que son caprinos que de acuerdo a su edad les

corresponderian mayores rangos de peso.
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Cuadro 9. Descripcion de la muestra poblacional y la seroprevalencias por caprinos de las regiones de
Libres y la Mixteca poblana

Caracteristicas de los Caprinos de las Frecuencia Positivos a Frecuencia de
Unidades de Produccion Pecuaria ELISA Seropositivos
(%)
Sexo
Machos 58/898 16/58 27.58
Hembras 840/898 236/840 28.09
Peso de los caprinos en kg
17 - 22 209/898 47/209 22.48
2328 153/898 34/153 22.22
29 — 34 141/898 60/141 42.55
35-40 257/898 55/257 21.40
41— 45 99/898 35/99 35.35
>46 39/898 21/39 53.84
Condicion Corporal de las cabras muestreadas
Muy malo 10/898 1/10 10.00
Malo 166/898 35/166 21.08
Bueno/Regular 684/898 201/684 29.38
Gordo 29/898 11/29 37.93
Sin dato 15/898 4/15 26.66
Tipo de animal
Semental 50/898 14/50 28.00
Primalas 122/898 37/122 30.31
Cabra 1° parto 174/898 55/174 31.60
Cabra 2° parto 222/898 53/222 23.87
Cabra 3° 6 4° parto 261/898 73/261 27.96
Cabra > 5° partos 61/898 18/61 29.50
Macho pero alin no semental 8/898 2/8 25.00

En la Figura .5, se muestra una
grafica de barras donde se observa
gue la muestra se
aproximadamente el 86% (775/898)

de los animales nacidos en los

integro  de

700

600

500

400

300

Num. de Animales

200

100

municipios estudiados y el 14%
restante es comprado
Figura 5. Grafica del nimero de

caprinos seropositivos clasificados de

o]

Numero de caprinos seropositivos
comprados y nacidos en el rancho

positivos negativos Total
‘ comprados 44 79 123
‘ M nacidos en el rancho 208 567 775

acuerdo a su origen
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En el cuadro 10 se muestran las frecuencias de caprinos seropositivos, respecto a la

procedencia de los animales que integran la muestra de 898 caprinos.

Cuadro 10. Frecuencia de seropositivos de acuerdo al origen de los caprinos

Variable Frecuencia Positivos a Frecuencia de
ELISA Seropositivos (%)

Origen de los caprinos

Sélo nacidos en la UP 775/898 208/775 26.83

S6lo comprados de otra UP 123/898 44/123 35.77

Caprinos comprados

En la misma comunidad 30/123 9/30 30.00

En mismo municipio 18/123 2/18 11.11

En otro municipio, pero el mismo estado 38/123 10/38 26.31

En otro estado 22/123 17/22 77.27

Programa de apoyo ganadero 15/123 6/15 40

Si fueron comprados, cuando llegaron a la granja

Menos de 6 meses 30/123 9/30 30.00

6 meses a un afio 18/123 2/18 11.11

Mas de un afio 38/123 10/38 26.11

No recuerda 37/123 23/37 62.16
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7.2.1 Seroprevalencia por caprinos

Un total de 252 de 898 caprinos se determinaron seroldgicamente positivos a MAP. La
prevalencia aparente individual en la poblacion caprina fue de 28.06% con un IC 95% (26.57-
29.55). De toda la muestra y utilizando el estimador de Rogan-Galden, la prevalencia verdadera fue
de 23.76% con un I1C 95% (20.98-26.54) (Rogan y Gladen, 1978) (Figura 6).

Prevalencia aparente por animal

28%

B positivos
72%

negativos

Figura 6. Seroprevalencia aparente de paratuberculosis por animal. Seroprevalencia en las regiones de Libres
y la Mixteca en el estado de Puebla, n=898.

La frecuencia en cada municipio por animal fue de 48.1% en Totoltepec de Guerrero,
45.45% en Ocotepec, 39.2% en Cuyoaco, 39.0% en Tepeyahualco, 33.7% en Piaxtla, 31.5% en
Acatlan, 29.1% en Oriental, 27.5% en San Pedro, 27.2% en Tehuitzingo, 26.3% en Guadalupe
Victoria, 26.2% en San Pablo Aniciano, 25.5% en Libres, 20.5% en Tecomatlan, 20.5% en San
Miguel Ixitlan, 15.3% en San Jerénimo Xayacatian, 14.2% en San Nicolas Buenos Aires, 11.7% en

Chinantla, 9.0% en La Fragua y 4.9% en San Salvador el Seco.
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En la Figura 7 se presenta la frecuencia para cada uno de los municipios que conformaron el
estudio, destacAndose los municipios de Totoltepec (zona de la Mixteca), Ocotepec, Cuyoaco y
Tepeyahualco (zona de Libres) por referir las frecuencias de caprinos seropositivos mas altas.

100

OELISA (-)
WELISA (+)

numero de animales

ES S 283 ES22Tr2 388 38 3
T 2 S B REasREEESEs2Ss g FE oo
T E o= &= 25 s30T s EEH S D
S 2 =g a8 5y as=g Ak 2 = NE S
< 3 FE G S gAY g =22 8 HE 2
oS5 O L gL EERA g2 0
(D '_.ruF\n\ﬂ.—quaq-JH
= g = =

A - 93] v

2 =

Municipios

Figura 7. Caprinos seropositivos a paratuberculosis por municipio en las regiones de Libres y la
Mixteca poblana n=19
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Las frecuencias de caprinos seropositivos categorizadas por edad en las dos zonas de

estudio no mostraron diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)

zonas de estudio (Libres y Mixteca).

Cuadro 11. Frecuencia de paratuberculosis en ganado caprino por edad y sexo en las dos

Area de Categoria Numero de animales Frecuencia de
estudio seropositivos sobre total seropositivos (%)
de animales muestreados

Libres Todos los animales 89/346 24.86
12 — 18 meses 15/48 31.25
19 — 25 meses 12/48 25.00
26 — 38 meses 23/92 24,73
39 — 51 meses 23/84 27.38
52 — 64 meses 10/40 25.00
> 65 meses 6/34 17.67
Hembras 87/335 25.97
Machos 2/11 18.18

Mixteca Todos los animales 163/552 29.52
12 — 18 meses 32/124 24.80
19 — 25 meses 22/66 33.33
26 — 38 meses 37/137 27.00
39 — 51 meses 32/115 27.82
52 — 64 meses 25/69 36.23
> 65 meses 15/41 36.58
Hembras 149/505 29.50
Machos 14/47 27.78
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7.2.2 Factores de riesgo por caprino

En el Cuadro 12 se sintetizan, los resultados del analisis para determinar los posibles factores de
riesgo, los cuales bajo las condiciones de este estudio no presentaron diferencias significativas, que

indiquen que favorecen la prevalencia de la enfermedad.

Cuadro 12. Analisis bivariado a nivel caprinosl para
determinar factores de riesgo (n=898) en las regiones de
Libres y la Mixteca poblana.

Variable 2x2 RM Valor de P
Sexo Machos vs. hembras 0.97 0.93
Tipo de Primalas y hembras de | 1.25 0.15
animal 1° parto vs. Hembras

de 2°- 5° 0 mas partos
Estado de Muy malo vs. Gordo

carnes
Malo vs. Bueno 0.67 0.05
Muy malo - malo vs. 0.59
Bueno-gordo

Animal nacido en el ranchovs | 0.65 0.04

nacido en el | comprados

rancho

41



7.3 PCR anidado

La PCR se realizd a 367 muestras, de las cuales el 56.13% (206/367) habian mostrado
previamente ser de animales seropositivos y el 43.86% (161/367) fueron mezclas de 4 muestras

cada una y que pertenecian a animales seronegativos.

Al utilizar los iniciadores especificos de la secuencia 1S900, la prueba de PCR anidado y
visualizar los productos de amplificacion en geles de azarosa al 2% se identifico el genoma de MAP
en 62/367 (16.89%) y se muestras, de las cuales 52 fueron seropositivas a paratuberculosis. (Cuadro
13 y Figura 8).

Cuadro 13. Resultados de PCR anidado en muestras de heces obtenidas en
caprinos de las regiones de Libres y la Mixteca poblana

PCR anidado Animales %
Positivos 62 16.89
Negativos 305 83.11

Total 367 100.00

Mpm 1 2 3 4 S5 6 7

1,000pb
500 pb
15900 de
250pb
. 210pb
150pb

Figura 8. Producto de amplificacion del PCR anidado a partir de extraccion de ADN de heces
de caprinos seropositivos. Gel de agarosa al 2.5% tefiido con bromuro de etidio, en el que se
observa en el primer carril el marcador de peso molecular 50 pb, carriles identificados del 1 al
7 son productos de amplificacién del PCR. Carril 8 control negativo. La flecha negra indica el
peso del producto esperado de 210 pb.
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7.4 Estudio Bacterioldgico

Se intento el aislamiento bacteriolégico de 240 muestras de heces de cabras, de las cuales,
195 muestras presentaron crecimiento, y solo se obtuvieron 23/195 aislamientos de MAP (11.7%)
(Cuadro 14)

Cuadro 14 Resultados de la tincion de Ziehl Neelsen en
aislamientos sugerentes de MAP, a partir de muestras de
heces obtenidas en caprinos de las regiones de Libresy la

Mixteca Poblana

Ziehl Neelsen ANIMALES %
Positivos 23 11.79
Negativos 172 88.21
Total 195 100.00

Se observo el crecimiento de colonias bacterianas a partir de la octava semana de
incubacion; en medios adicionados con micobactina y con la tincion de ZN se observaron bacilos

acido alcohol resistentes (BAAR) por lo que fueron consideradas como MAP (Figura.9)

Figura 9. Aislamientos de MAP en medio de
cultivo HEYM con micobactina después de la
incubacion a 37°C, durante 8 a 16 semanas
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La elaboracion de frotis a partir de cultivos en medio de Herrold y tefiidos con ZN permitio
identificar 23 cultivos positivos con BAAR.(Figura 10)

(A)

(B)

Figura 10. Frotis de cultivos a partir de heces en el que se aprecian BAAR, (A) Medio HEYM (B)
Medio Middlebrock. Utilizando tincién de Ziehl Neelsen, 100X
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8. DISCUSION

Los resultados de este estudio confirman que los reactores positivos a PTB estan
ampliamente diseminados en las regiones caprinas de Libres y la Mixteca en el estado de Puebla. El
hecho de que en el 100% (19/19) de los municipios trabajados se encontrara por o menos un rebafio
positivo, es alarmante ya que se demuestra que la PTB caprina es un problema endémico en el
estado; estos resultados concuerdan con los obtenidos por Favila et., al 2009 quienes reportaron no
haber encontrado rebafios libres de PTB en municipios de los estados de Guanajuato, Puebla y
Oaxaca, lo anterior pone en evidencian la alta diseminacion de la enfermedad en los distintos

rebafios y permite inferir la situacion actual de la enfermedad en el estado de Puebla.

Se utilizé el método de Rogan—Gladen para estimar la prevalencia verdadera. Aunque una
opcidn alternativa hubiera sido utilizar el teorema Bayesiano; sin embargo, el uso del estimador de
Rogan-Gladen tiene la ventaja de estimar la prevalencia verdadera cuando se conoce la precision de
las pruebas diagnosticas utilizadas. Ademas de formar parte de las recomendaciones de Nielsen y
Toft (2009).

La frecuencia obtenida en el estudio fue de 76.74%, mientras que la prevalencia aparente de
los caprinos (n=898) fue de 28.06% con un IC 95% (26.57-29.55) y se calcul6 la prevalencia
verdadera en 23.76% con un IC 95% (20.98-26.54) utilizando el estimador de Rogan-Galden, con
base en la sensibilidad y especificidad del ELISA ; este ultimo dato refleja la presencia de la PTB
en las zonas de Libres y la Mixteca poblana en una gran proporcion, pues al tomar en cuenta la
sensibilidad y especificidad de la prueba diagndstica, el IC muestra una mayor de precision del
estimador comparado con el calculé de prevalencia aparente que se obtiene solo con los resultados

de la prueba diagndstica (Rogan y Gladen 1978).

La prevalencia aparente por caprinos obtenida en este estudio fue de 28.06%, el doble de la
encontrada por Toledo et., al 2010, quienes realizaron un estudio con rebafios caprinos de la
Comarca Lagunera reportando una seroprevalencia aparente de 14.82% a nivel de caprinos; y una
frecuencia de 88.37% a nivel de rebafios, mientras que en el presente estudio se obtuvo una
frecuencia en rebafios menor de 76.74%, sin embargo, la diferencia en los resultados obtenidos se
podria explicar por diferencias en el tamafio de muestra que utilizaron (n=528), asi como las

condiciones caracteristicas de produccion en cada lugar .
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La frecuencia de rebafios seropositivos, mostrdé ser excepcionalmente alta (76.28%),
destacando los resultados por municipio de Acatlan, Cuyoaco, Guadalupe Victoria, La Fragua,
Ocotepec, Oriental, San Jeronimo, San Miguel y Totoltepec, por presentar el 100% de los rebafios
muestreados con al menos un animal seropositivo, datos similares a estos fueron reportados por
Favila et., al 2009 de un estudio epidemioldgico de paratuberculosis caprina en municipios de los
estados de Guanajuato, Puebla y Oaxaca, quienes reportan frecuencias a nivel de rebafio de hasta
70.78%. En en estado de Guerrero, Villalobos, 2011 report6 un 27% de frecuencia en rebafios y un
3% (41/122) en caprinos, cifras bajas en comparacion con las del presente estudio debido a que los
municipios muestreados de Guerrero en la Costa Chica tienen vias terrestres de dificil acceso
debido a las condiciones geogréaficas del lugar y el comercio de los animales es muy local, mientras
gue en los municipios estudiados en el estado de Puebla hay introduccién de animales de reemplazo
procedentes de estados como Veracruz, Tlaxcala e Hidalgo para la Zona de la Libres y del estado de
Oaxaca, con una seroprevalencia aparente a nivel de rebafio de 53.27% (Favila et al, 2009) para la
zona de la Mixteca poblana, todas estas evidencias demuestran que la paratuberculosis es una
enfermedad endémica en México ya que se encuentra presente en los principales estados

productores de caprinos.

De acuerdo con Martin et al., (1992), el calcular la prevalencia verdadera a nivel rebafio
depende Unicamente de la especificidad de la prueba; mientras que Nielsen y Toft (2008) dan un
rango optimo de 93-100% utilizando ELISA comercial IDEXX. En el presente estudio la
especificidad (90%) no se encuentra dentro del rango 6ptimo recomendado por Nielsen y Toft
(2008), sin embargo, se considera que es una buena especificidad y tiene la ventaja de ser un ELISA
de manufactura mexicana por lo que se evitan tramites de importacion y se disminuyen los
costos(Mercier et al, 2010).

La prevalencia por animal encontrada en este estudio fue, a nivel individual de 28.0%
(252/898), mientras que Guzman et al, (2010) en un trabajo realizado en rebafios caprinos del
estado de Guanajuato, reportaron una prevalencia del 9.87% (81/821) las condiciones de ambos
estudios fueron diferentes ya que Guzman trabajé con rebafios caprinos intensivos cuyo fin
zootécnico son produccion de leche y pie de cria, la prueba diagndstica que utilizé fue
inmunodifusion en gel de agar (IDGA) que tiene la caracteristica de presentar una baja sensibilidad
ya que se presentan una mayor cantidad de animales falsos negativos en comparacion al ELISA que
tiene mayor sensibilidad (86%) y especificidad (90%) (Martinez, 2009); otra posible explicacion de

la diferencia entre las prevalencias es que en Puebla se trabajé con rebafios caprinos de tipo
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extensivo, los resultados contrastan con datos publicados que indican que la prevalencia de
paratuberculosis es mayor en hatos intensivos debido a factores como son: la cercania y la
convivencia entre las cabras, lo que favorece que cuando las cabras infectadas defecan eliminen el
MAP contaminando el agua y el alimento, considerandose esto como la principal fuente de

infeccion entre los animales.

El tamafio de muestra para este estudio se calculd a partir del datos de la poblacién caprina
en el estado de Puebla en 2008 del SIACON vy del Comité de Fomento del estado de Puebla, debido
a gue no existe un censo caprino regional ni municipal, por lo que el determinar si la densidad de
poblacién caprina por municipio o region es un factor de riesgo, no fue posible; pero el
conocimiento del valor de la densidad de poblacion como un factor de riesgo de la PTB, se
determind con base en los tamafios poblacionales de los rebafios muestreados y su relacion con la

prevalencia de la enfermedad, sin encontrar diferencia estadisticamente significativa.

De acuerdo a los resultados del ELISA, la frecuencia por rebafio encontrada en los 17/19
municipios fluctto entre 62.5 y 100 % y en los dos municipios restantes Chinantla y San Salvador
fue de 33.3% y 25% respectivamente, si consideramos que la paratuberculosis presenta el efecto
iceberg es decir de 15-25 animales infectados por cada animal que detecta como positivo la prueba
diagndstica, podemos concluir que el problema de la PTB caprina en Puebla esta ampliamente

diseminado.

La investigacion a nivel mundial sobre la paratuberculosis bovina es muy abundante, a
diferencia de la situacion que se presenta en los caprinos, donde los reportes en la literatura a nivel

mundial y en México eran hasta hace poco tiempo casi inexistentes.

El desconocimiento de la prevalencia y el impacto econémico de esta enfermedad en la
produccion caprina nacional, puede agravar o minimizar las consecuencias en los rebafios
nacionales, situacion que es muy similar en otros paises. En Noruega se realizd en caprinos un
estudio de frecuencia de la enfermedad en rastro durante un periodo de 15 afios, donde se detectaron
50% de rebafios infectados y una tasa de infeccion individual de entre 4.7% y 9% (Saxegaard y
Fodtad, 1985). Mientras que en los Estados Unidos se evaluaron 6 rebafios de California con un
total de 238 caprinos, encontrandose 33,3% de rebafios infectados utilizando la técnica

bacterioldgica de cultivo a partir de heces y una prevalencia individual promedio de 3% con un
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rango de 6-10%, siendo los animales mas viejos los infectados con mayor frecuencia (West et. al,
1979).

Las pruebas basadas en inmunoensayos han tenido problemas con la sensibilidad y
especificidad, debido a las similitudes que se presentan en la estructura molecular entre M.
paratuberculosis y M. avium y otras micobactertias medioambientales (Yakes, 2008), razon por la
cual en este estudio se utilizd la pre-adsorcion de los sueros con Mycobacterium phlei para

aumentar la sensibilidad de la prueba.

En un estudio realizado por Guzman et al, 2010. para determinar la concordancia de las
pruebas de PPD aviar, ELISA y PCR como diagnostico de paratuberculosis caprina en un rebafio
lechero de baja prevalencia (3.8%) determinada con IDGA encontraron que utilizando ELISA como
prueba diagndstica con el antigeno 3065 en el mismo rebafio, la prevalencia de PTB fue de 8%
(24/298), resultados que reflejan que el ELISA nos ayuda a detectar una mayor cantidad de

verdaderos positivos.

Diversos trabajos establecen el punto de corte de entre 0.23 a 0.25 OD (Eda et al, 2006;
Speer et al, 2006); se conoce que la sensibilidad de la prueba esta relacionada con el punto de corte
que se establezca; por lo que el trabajar con puntos de corte mayores a 0.23 OD, se tiene la
posibilidad de dar un resultado falso negativo, dejar animales dentro del rebafio que posteriormente

desarrollaran la enfermedad.

La marcada diferencia de resultados positivos entre el cultivo fecal (Sensibilidad=50%) y el
ELISA (Sensibilidad=86%) podria deberse a la diferencia en sensibilidad analitica de ambas
pruebas, ya que el estudio bacteriologico requiere de la presencia de una gran cantidad de bacterias
para lograr el aislamiento, lo que en el caso de una enfermedad créonica y con bacterias de lento
crecimiento y fastidiosas se acentla, por otra parte la excrecién micobacteriana en heces ocurre de
manera intermitente por lo que animales infectados pueden no estar eliminando el microorganismo

al momento del muestreo.

Se detect6 la presencia de MAP por medio de PCR en solo el 11.79% de las muestras
(23/195) muestras de heces, similar a los resultados obtenidos por Dimareli et al, 2009 quienes

obtuvieron 15.55% de positivos a PCR (7/45) Es conocida la existencia de factores que afectan la
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capacidad de deteccidn de la infeccidn por medio de cultivo fecal, como son la excrecién a través de
las heces de forma intermitente y en escaso nimero de las bacterias, la contaminacion de los
cultivos por otros agentes, especialmente hongos, por lo que es altamente probable que los niveles
de infeccion en los rebafios examinados por bacteriologia sea mayor a la reportada en este estudio
(Collins y Sockett, 1993; Collins, 1996; Stabel, 1998; Collins 1996; Munjal et al, 2004; Eamens,
2007). La especificidad del cultivo a partir de heces, leche o tejido es considerada de 100% (Timms
et al, 2011). En cultivos realizados a partir de heces de caprinos se reporta una sensibilidad de entre
25 (Dimareli y Sarris, 2001) -0.38% (De Juan et al, 2006) y una especificidad del 0.91 (Dimareli y
Sarris, 2001). Para explicar los resultados obtenidos en este estudios hay que considerar que en
casos subclinicos se reporta baja sensibilidad de los métodos de ZN, cultivo y PCR (Paolicchii et al,

2003) y la PTB tiende a presentarse en su mayoria bajo condicion subclinica.

En cuanto a los factores de riesgo existe un estudio realizado en rebafios caprinos de Chile
(Kruze et al, 2007) en el que encontraron asociacion entre el sistema de manejo de los rebafios y el
estado de infeccion de los animales. Ya que todos los rebafios infectados se caracterizaban por
sistema de manejo intensivo y de alta produccion, sin medidas de control ni estrategias de
diagndstico. Las condiciones de los rebafios de Puebla difieren de las de los rebafios chilenos, en
cuanto al tipo de sistema de produccidn pero coincidian en lo referente a que no existen programas
sanitarios y no se tienen medidas de control ni estrategias de diagnostico para la paratuberculosis,
sin embargo, los resultados obtenidos muestran 3.2 veces mas riesgo (RM= 3.2) de ser seropositivos

a PTB en producciones de engorda comparado con rebafios dedicados a la produccion de cabrito.

En terneros se menciona que al existir una alta prevalencia, es posible la transmisién
vertical de madre a feto via intrauterina y a través del calostro en las crias (Sweeney, 1996). En el
tipo de explotaciones estudiadas, no se puede determinar la probabilidad de infeccion en las crias de
madres seropositivas debido a la cronicidad de la enfermedad y a que no se di6é un seguimiento a los

animales.

Otro factor de riesgo que favorece la presencia de paratuberculosis y que estd documentado
en Nueva Zelanda, es el contagio de un rebafio de caprinos manejado con sistema de pastoreo
rotacional inmediatamente después del pastoreo con ganado bovino infectado, en las cabras se aislo
MAP de tejido intestinal en 6 de 9 cabras de un afio de edad (Ris y Weaver, 1988), Sin embargo, en
Puebla el manejo mixto de bovinos con caprinos a pesar de presentarse esta convivencia en 21/86

no fue un factor de riesgo estadisticamente significativo para la presencia de la enfermedad.
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Existen antecedentes de que el principal factor de riesgo que favorece la presencia de PTB
en caprinos, es la introduccion de animales de reemplazo, sin embargo, esto estd documentado en
otros paises y son referidos a rebafios intensivos dedicados a la produccion lechera. Existen
referencias que mencionan puntualmente que en los rebafios con un sistema de produccién
extensivo la importancia de este factor de riesgo disminuye, a pesar de que en Puebla, los
reemplazos de los rebafios son del mismo hato o adquiridos de hatos vecinos que cohabitan
diariamente en los pastizales y aguajes, al evaluar este factor de riesgo no fue significativo en este

estudio. Si bien no es significativo, se debe tener en cuanta.

En la evaluacién de los factores de riesgo a nivel de rebafio se encontraron algunas
variables que a pesar de no haberse podido demostrar una diferencia estadisticamente significativa
muestran una tendencia a afectar la presentacién de la enfermedad como: el origen de los caprinos
(RM=1.43), la visita de perros de los vecinos a la explotacién (RM=1.89) y hembras de rebafios con
dos épocas de paricion (RM=1.35). Mientras que factores como el no ordefiar a las cabras

(RM=0.60) muestran tendencia a ser un factor protector.

En el estudio de los factores de riesgo que favorecen la presencia de PTB en caprinos, lo
mas relevante fue encontrar un diferencia significativa mediante la prueba de Fisher entre animales
con un mal estado de carnes los cuales son mas propensos a (F=0.000426) presentar en
comparacion con los animales con un buen estado de carnes. El analisis también puso en evidencia
que no hay diferencia entre si los animales son hembras o machos para ser mas susceptibles a la

enfermedad, ya que el valor de (RM=0.97) fue muy cercano al valor de nulidad.

La epidemiologia de la PTB dificulta la adopcién de programas de control debido a que
estos son a largo plazo, complicados de realizar, y de elevado costo. A todo esto se debe aunar el
desconocimiento del estatus de la enfermedad en México y la inexperiencia que tienen los

productores y los clinicos de campo sobre como controlar esta enfermedad.

Los programas de control en otros paises se basan en la implementacion de medidas de
prevencion de la transmision de los animales adultos a los jovenes, y en llevar a cabo pruebas de
diagndstico en todos los animales adultos del rebafio con el sacrificio de los animales reactores para
reducir la contaminacion. (Whittington y Sergeant, 2001). Sin embargo, en los paises europeos en
los que se aplican las medidas ante mencionadas, existen apoyos econémicos para los productores

al desechar animales positivos a PTB mientras que en nuestro pais esto no ocurre.
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En México, se esta elaborando un programa de control voluntario de la PTB en rumiantes
domésticos, que pretende disminuir la prevalencia de la PTB en territorio mexicano, sin embargo;

este programa que tiene objetivos muy ambiciosos apenas esta en su planeacion.

En el presente estudio se demostr6 la presencia de paratuberculosis por la presencia de
anticuerpos en los animales, apoyada por la identificacién del agente etioldgico con la PCR y el
aislamiento bacterioldgico.

La ventaja de utilizar en conjunto las pruebas de ELISA, PCR y el cultivo bacterioldgico en
estudios epidemioldgicos de tipo transversal, fue que este tipo de diagnéstico aunque es mas
costoso y tardado, resulta ser mas adecuado al ser las tres pruebas complementarias entre ellas y

esto garantiza un diagndéstico certero de la paratuberculosis.
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CONCLUSIONES

e Utilizando una muestra de 898 animales, distribuidos en 10 municipios de la Zona de Libres
y 9 municipios de la Mixteca en Poblana, se obtuvo una seroprevalencia aparente de
28.06% con un IC 95% (26.57-29.55) y una seroprevalencia verdadera de 23.76% con un
IC 95% (20.98-26.54)

e Los resultados de este estudio confirman que las infecciones por MAP estan ampliamente
diseminadas en los rebafios de las regiones caprinas Libres y la Mixteca del estado de
Puebla; encontrandose rebafios positivos en el 100% de los municipios muestreados y una
frecuencia de rebarios infectados de 76.74% (66/86).

e En cinco municipios de la zona de Libres (Cuyoaco, Guadalupe Victoria, La Fragua,
Ocotepec y Oriental) y en cuatro de la zona de la Mixteca Poblana (Acatlan de Osorio, San
Jer6nimo Xayacatian, San Miguel Ixitlan y Totoltepec de Guerrero) se encontraron el 100%

de rebafios seropositivos.

e Los rebafios dedicados a la produccién de carne tienen 3.2 veces mayor riego de contraer
infeccion por paratuberculosis (RM=3.2) comparados con los rebafios que se dedican a la
produccion de cabrito (p<0.05), por lo tanto, es un factor de riesgo que favorecer la

presencia de paratuberculosis, a nivel de rebafio.

e El conformar rebafios solo con animales nacidos dentro del mismo rebafio es un factor

protector para disminuir el riesgo de infecciones por MAP (RM=0.65) (p<0.05)

e Al analizar algunas variables, tales como: la convivencia de los caprinos dentro de una
misma unidad de producciéon con porcinos, perros y aves no se logré establecer
significancia estadistica para poder ser considerados factores de riesgo, sin embargo,
muestran tendencia a favorecer la presencia de paratuberculosis, ya que son mas frecuentes

en caprinos seropositivos.

e Es necesario implementar medidas sanitarias para evitar que este problema siga creciendo y

controlarlo en los rebafios donde ya esta presente.
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10. RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio y a las condiciones de
produccion de las zonas de Libres y la Mixteca poblana se recomienda:

e Evitar introducir animales procedentes de rebafios seropositivos a PTB

e Apartar a los animales seropositivos del resto del rebafio hasta que éstos terminen su ciclo

productivo
o Realizar limpieza y desinfeccidn de corrales cada tercer dia o cada semana
e Alimentar a los cabritos de madres seropositivas con calostro de animales seronegativos
e De ser posible lotificar

e Realizar pruebas seroldgicas a los rebafios cada 6 meses o cada afio para monitoreo de PTB
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11. ANEXOS
ANEXO 1
FOLIO EXPLOTACION
Cuestionario de Salud Animal en Caprinos del estado de Puebla
Todos los datos que usted proporcione son confidenciales y solamente seran utilizados con fines de
investigacion para el mejoramiento de la ganaderia del estado de Puebla por lo que le solicitamos

atentamente que responda a las siguientes preguntas.

Fecha: Encuestador:

Nombre del propietario:

Nombre de la explotacion:

Comunidad, Poblado, Paraje o lugar donde se ubica la explotacion:

Municipio:

1.- ¢A que tipo de produccidn dedica sus cabras?

1( ) Produccion de cabrito 2( ) Produccién de leche

3( ) Doble proposito (leche y carne) 4( ) Produccion de pie de cria
5( ) Engorda

2.- El dia de hoy
¢Cuantos caprinos tiene?:
machos__; sementales que monten__; hembras con uno o mas partos___; cuantas primalas

3. ¢(Cémo acostumbra manejar a sus cabras?
1( ) Las trae en el monte 2( ) Las saca al monte y las encierra en la noche

3( ) Estan todo el dia encerradas en los corrales

4.- ¢ El manejo de sus cabras es igual todo el afio?
1( ) Si, siempre igual

2( ) No, cambia en algunas épocas del afio ¢En que cambia?

5.- Durante el afio 2008, ¢ Compré o meti6 cabras a su rancho que hayan venido de otro lugar o rancho?
1( ) Si 2( )No 3( ) No recuerda

6.- De Enero del afio 2009 al dia de hoy, Ha comprado o adquirido...

a. Caprinos para cria 1( )Si 2( ) No Pase a la preg. 12 3( ) No recuerda
a.l. Sementales 1( )Si ¢Cuéantos? 2( ) No 3( ) No recuerda

a.2. Hembras 1( )Si ¢Cuantas? 2( )No 3( ) No recuerda
7.- ¢ Dénde los compro o adquirio?

1( ) En la misma Comunidad 2( ) En el mismo Municipio

3( ) En otro municipio, del mismo estado 4( ) Otro estado 5( ) Otro pais
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8.- ¢La procedencia de las cabras que actualmente tiene son?
1( ) Nacidas en su rancho 2( ) Son compradas o llegadas de otro lugar

3( ) Hay nacidas en su rancho y también compradas

9.- ¢ Cuantas épocas de paricion tienen sus cabras por afio?
1( ) Una 2( ) Dos 3( ) Continua 4( ) Otra

10.- Los sementales, ¢andan junto con las hembras todo el afio?
1( ) Si 2( )No 3( ) Aveces 4( ) Por temporada

11.- ;Cada cuando cambia el semental?
1( ) Cada afio 2( ) Cada dos afios 3( ) Cada tres afios 4( ) Otro

12.- ¢ Usted llega a pedir prestado o presta el semental?
1( ) Si 2( ) No 3( ) A veces

Las preguntas que se haran a continuacién son del periodo de tiempo de Enero del 2009 a la fecha.

13.- ¢Ha tenido cabras que aborten?

1( ) Si 2( ) No Pase a pregunta 23 3( ) No sabe

14.- ;Qué cabras han abortado?

1( ) Las que han nacido en el rancho 2( ) Las compradas
3( ) Han abortado por igual las del rancho como las compradas 4( ) No sabe

15.- ;Qué tipo de cabras principalmente son aquellas que le han abortado?
1( ) Las de primer parto 2( ) Las de segundo parto 3( ) Las de tercer parto

4( ) Las de 4 0 més partos 5( ) En varios partos

16.- ;Como eran las crias abortadas?
1( ) Muy chiquitas 2( ) De buen tamafio, bien terminadas 3( ) Momificadas, secas

4( ) No recuerda o no se fijé

17.- ;Ha tenido cabritos que nazcan débiles y mueran al poco tiempo?
1( ) Si 2( ) No 3( ) No sabe

18- ¢Ha tenido cabritos que nazcan con defectos como cabeza grande, patas cortas, hocico malformado, etc.?
1( ) Si 2( )No 3( ) Nosabe

19.- ¢Ha tenido cabras que parecia que ya estaban cargadas y que después entraban en calor nuevamente
(repetidoras)?
1( ) Si 2( ) No 3( ) No recuerda

20.- ¢Ha tenido caprinos que adelgacen poco a poco y que a pesar de darles tratamientos o mejorar
alimentacion no se reponen?

1( ) Si 2( )No 3( ) No recuerda
21.- ;Ha tenido caprinos que siempre tienen diarrea que aparece y desaparece a pesar de que las desparasiten?
1( ) Si 2( )No 3( ) No recuerda

22.- ¢Usted acostumbra ordefiar sus cabras?
1( )Si 2( ) No Pase a pregunta 32 3( ) Aveces
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23.- ;Llega a mezclar leche de cabras con la leche de vacas?
1( ) Si 2( )No 3( ) Aveces

24.- ;Qué hace con la leche que ordefia de sus cabras?
1( ) Lavende 2( ) Ladeja para el consumo en casa 3( ) Hace quesos

25.- ¢ Si usted prepara quesos de esta leche, ;Qué hace a estos quesos?
1( ) Los vende ;Donde? 2( ) Son para el consumo de la familia

3( ) Son para consumo familiar y venta

MANEJO SANITARIO
26.- Usted acostumbra vacunar a sus cabras y si aplica las siguientes vacunas.

1( ) Si 2( ) No Pase a pregunta 37

26.1 Contra la brucelosis 1( ) Si 2( ) No 3( ) A veces

26.2 Contra el mal de paleta 1( ) Si 2( ) No 3( ) Aveces
26.3 Otra ¢Cual? ¢Con qué frecuencia?

27.- A qué tipo de cabras vacuna contra la brucelosis?

27.1 A hembras chicas 1( )Si 2( )No 3( ) Aveces
27.2 A hembras jovenes 1( ) Si 2( )No 3( ) Aveces

273 A hembras adultas 1( ) Si 2( ) No 3( ) Aveces
27.4 A machos 1( ) Si 2( ) No 3( ) Aveces

28.- Cada cuando vacuna contra la brucelosis
1( ) Una sola ocasion 2( ) Unavez al afio

3( ) Después de cada época de partos 4( ) Cuando le dicen los técnicos o en la farmacia

29.- ¢ Tiene perros conviviendo con sus cabras, ya sean para cuidado o como mascotas?

1( ) Si 2( )No 3( ) Aveces

30.- Los perros de casas vecinas pueden entrar a donde estan sus cabras

1( ) Si 2( ) No 3( ) Aveces

31.- ;Qué otros animales tiene que estén junto o que convivan con las cabras?

31.1 Vacas, bueyes, becerros. 1( )Si 2( )No

31.2 Borregos 1( ) Si 2( )No

31.3 Puercos 1( )Si 2( )No

314 Aves 1( ) Si 2( )No

32.- Por lo regular, ¢qué hace usted con la placenta o pares después de que una cabra parié?
32.1 La deja tirada 1( )Si 2( )No 3( ) No sabe
32.2 La echa a los perros 1( ) Si 2( )No 3( ) Nosabe

32.3 Laquema 1( )Si 2( )No 3( ) No sabe
32.4 Le hecha cal 1( ) Si 2( )No 3( ) No sabe

32.5 La entierra. 1( ) Si 2( ) No 3( ) No sabe

32.6 Otra Mencione




33.- ;{Quién es el encargado de cuidar sus cabras?
1( ) Unempleado 2( ) Usted 3( ) Sus familiares

34.- Si ustedes ordefian sus cabras, ¢quién es el encargado de ordefiarlas?
1( ) Unempleado 2( ) Usted 3( ) Sus familiares

35.- ¢Si usted compra alguna cabra, pide que le den algun certificado o un documento donde le aseguran que
ese animal esta libre de brucelosis?
1( ) Si 2( )No 3( ) Aveces

36.- ¢ Acostumbra desparasitar a sus cabras?
1( ) Si Fecha Gltima desparasitacion: 2( ) No 3( )Aveces 4( )No
sabe

37.- ¢ Acostumbra sacar el excremento de sus cabras del corral?

1( ) Si 2( ) No 3( ) Aveces

38.- Si saca el excremento de los corrales, ¢cada cuando acostumbra hacerlo?

1( ) Diario 2( ) Cada tercer dia 3( ) Cada semana 4( ) Cada 15 dias
5( ) Cada mes 6( ) Cada 3 meses 7( ) Cada 6 meses 8( ) Otro

39.- {Que acostumbra hacer con el excremento de sus cabras?
1( )Lovende 2( ) Lo incorpora al terreno 3( ) Composta 4( ) Otro

40.- Mencione las tres enfermedades que hay en su rancho.
1 2 3

41.- Mencione las 3 principales causas de muerte en sus caprinos en orden de importancia
1 2 3

LE AGRADECEMOS SU PARTICIPACION
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ANEXO 2

FOLIO INDIVIDUAL
REGISTRO INDIVIDUAL POR CAPRINO
Fecha Municipio
Rancho Nombre o identificacién del caprino
1.- Raza 2.- Peso Kg 3.- Edad (meses)
4.- Sexo 1( ) Macho 2( ) Hembra
5.- Tipo de animal:
1( ) Tripon o destetado(a) 2( ) Semental
3( ) Primalas 4( ) Cabra ler parto
5( ) Cabra 2°parto 6( ) Cabra 3er parto
7( ) Cabras 4%arto 8( ) Cabras con 5 0 mas partos
6.- Estado de carnes
1( ) Muy malo 2( ) Malo 3( ) Bueno/Regular 4( ) Gordo 5( ) Muy Gordo
7.- ¢Este animal es nacido en el rancho?
1( ) Si Pase a pregunta 10 2( )No 3( ) No sabe
8.- Si fue comprado, ¢en dénde se compré?
1( ) Enla misma Comunidad 2( ) En mismo Municipio
3( ) En otro municipio, pero el mismo estado 4( ) En otro estado. 5( ) En otro Pais
9.- Si fue comprado, ¢hace cuanto tiempo que llego a su rancho?
1( ) Menos de 6 meses 2( ) 6 meses a un afio
3( ) Mas de un afio 4( ) No recuerda
10.- ¢Este animal ha sido vacunado contra la brucelosis?
1( ) Si 2( ) No Pase a pregunta 12 3( ) No sabe
11.- Este animal, ¢se ha vacunado méas de una vez contra la brucelosis?
1()Si 2( ) No 3( ) No sabe
12.- A este animal ;qué otra vacuna se le ha aplicado?
Si el animal muestreado es una HEMBRA en produccion
13.- ¢ Cual es su produccion maxima de litros de leche por dia en el ordefio? Litros
14.- Esta cabra ¢ha tenido algin aborto?  1( ) Si 2( )No3( ) No sabe

15.- ¢ Cuando fue su Gltimo parto?

16.- ¢Cuéando la cargo el macho o fue inseminada por Ultima vez?

17.- Si es un SEMENTAL, ¢Este animal lo ha prestado a otros productores?
1( ) Si 2( )No 3( ) No sabe

SR. GANADERO AGRADECEMOS SU COOPERACION.
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ANEXO 3. Reactivos requeridos para el desarrollo de la prueba del ELISA

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

e Buffer de carbonatos

5.3 g de bicarbonato de sédio (Na2CO3)
Agua destilada c.b.p. 11

Ajustar el pH a 9.6

e Conjugado

Diluir 1:4000 el anticuerpo anti 1gG caprino en PBS

e PBS0.15MpH 7.2

8 g de Cloruro de sodio (NaCl)

0.2 g de Cloruro de potasio (KCI)

1.44 g de Fosfato dibéasico de potasio (Na2HPO4)
0.24 g de Fosfato monobasico de potasio (KH2PO4)
1000 ml de Agua destilada

e Solucién de Blogueo al 1%
1 g de Albumina sérica bovina

100 ml de agua destilada

e Solucién de lavado PBS Tween 20 pH 7.4

8 g de Cloruro de sodio

0.2 g de Cloruro de Potasio

1.44 g de Fosfato dibasico de potasio (Na2HPO4)
0.24 g de Fosfato monobasico de potasio (KH2PO4)
500 pl de Tween 20

1000 ml de Agua destilada
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ANEXO 4. Protocolo para el desarrollo del ELISA

Fijacion del antigeno en las placas
1. Elantigeno MAP 3065 se utiliza a una concentracion de 0.04 mg/ml.

El antigeno se diluye en 2.5 ml de PBS estéril para una concentracion de 4 mg/ml y
posteriormente se hace una dilucién 1:100 con buffer de carbonatos (pH 9.6).

2. Seagregan 100 pl de antigeno diluido en cada pozo de las microplacas de 96 pozos.
Nota: Utilizar un recipiente estéril para tomar el antigeno con la pipeta multicanal.

3. Se cubren las placas con parafilm y se colocan en agitaciéon durante 5 minutos.

4. Se meten las placas tapadas en el refrigerador a 4°C durante toda la noche.

5. Al dia siguiente, se descarta el liquido de las placas y se realizan 4 lavados con PBS-Tween
(PBS-T).

6. Seagregan 100 ul /pozo de solucién de albumina al 1% preparada al momento.
La albumina se diluye en agua destilada estéril.

7. Se cubren las placas con aluminio y se meten a la estufa a 37°C durante 1 h.

8. Se descarta el liquido y se realizan 4 lavados con PBS-T.

9. Se secan las placas, se cubren con parafilm y se introducen en una bolsa de plastico al
congelador donde se mantienen hasta su uso.

ELISA
1. Enuna hoja de registro se anota el orden en el que se van a depositar las muestras.

2. Se depositan 640 pl de la solucion de M. phlei en el fondo de cada pozo de las placas de
almacenamiento o tubos tipo eppendorf.

3. Se agregan 2 ul de suero y 1 pl de cada control (positivo y negativo), de acuerdo al orden
descrito en la hoja de registro.

4. Se colocan las placas en el agitador orbital y se dejan durante 5 min.

5. Las placas de almacenamiento o los tubos de 1.5 ml con los sueros preadsorbidos, se
introducen al refrigerador hasta su uso.

6. Se depositan de manera pareada 100 pl de cada suero diluido en una placa de ELISA con el
antigeno previamente fijado.

7. Se cubren las placas y se dejan incubando 30 min, a temperatura ambiente y en agitacion.
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10.
11.
12.
13.
14.

15.

NOTA:

Se descarta el liquido y se realizan 4 lavados con 300 ul de PBS-Tween.

Se depositan 100 pl/pozo del conjugado especifico (anti 1gG caprina o bovina) diluido
1:4000 en PBS atemperado.

Se cubren las placas y se dejan incubando 30 min, a temperatura ambiente y en agitacion.
Se descarta el liquido y se realizan 4 lavados con PBS-Tween.

Se depositan 100 pl/pozo de ABTS atemperado (sustrato de la enzima).

Se cubren las placas y se dejan incubando 28 min, a temperatura ambiente y en agitacion.
Las placas se leen en el espectrofotometro de 8 canales, usando el filtro de 650 nm.

Para la interpretacion de resultados se promedia la densidad Optica de la repeticion de los
controles positivos, negativos y las muestras.

Verificar que el promedio densidad dptica control positivo debe ser 3 veces mayor al de los
controles negativos.
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ANEXO 5. Reactivos requeridos para extraccion de ADN a partir de heces

e Acetato de amonio 7.5 M pH 6.3
07.225 g de Acetato de amonio
12.5 ml de agua destilada

e TE-Tritén 100X

3.025 ml de Tris HCI 1M pH8
0.7445 g de EDTA

1 ml de Triton 100X

46.9 ml de agua destilada

e |sotiocinato de guanidina 5M
29.54 g de Isotiocinato de guanidina
50 ml de agua destilada

e PBS

8.5 g de Cloruro de sodio (NaCl)

1.1 g de Fosfato de sédio dibasico

0.32 g de Fosfato monobésico de potasio (KH2PO4)
1000 ml de Agua destilada
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ANEXO 6. Extraccion a partir de heces

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Con un abate lenguas nuevo se toman 2 g de cada muestra de heces y se colocan en el
fondo de un tubo de 50 ml, se disuelven en HPC 0.75% c.b.p. 45 ml, se agitan los tubos
durante una hora en el agitador orbital y se dejan toda la noche a temperatura ambiente
(TA).

Al dia siguiente, se toman 20 ml del sobrenadante (tomando un poco de la fase intermedia),
las muestras se centrifugan a 2,500 rpm/10 min.

Se descarta el sobrenadante en un frasco para desechos y la pastilla se lava con 5-10 ml de
PBS estéril, se centrifuga a 2,500 rpm/10 min y se descarta el sobrenadante.

Se realizan 2 lavados mas con PBS, siguiendo la metodologia descrita en el punto nimero 3
(En total son 3 lavados).

Se resuspende la pastilla en 1.5 ml de PBS y se transfiere a un tubo tipo eppendorf de 2 ml,
se centrifuga 5 min a 14,000 rpm y se elimina el sobrenadante.

Se resuspende la pastilla en 500 pl de TE-triton x100 y se transfiere a un criotubo.

Se colocan las muestras en nitrégeno liquido durante 5 min y enseguida en calor seco a 100
°C/5 min (Repetir 3 veces)

Afadir a cada muestra 450 pl de isotiocianato de guanidina 5 M y 250 ul de acetato de
amonio 6.3 pM, mezclar por inversion varias veces y mantener en hielo durante 15 min.

Afiadir 500 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), mezclar 10 s y centrifugar 5 min a
14,000 rpm.

Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo y afladir nuevamente 500 ul de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1), mezclar 10 s y centrifugar 5 min a 14,000 rpm.

Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo, agregar 450 p de isopropanol y colocar a -20 °C
toda la noche

Centrifugar 5 min a 14,000 rpm y eliminar el sobrenadante.
Realizar dos lavados con 1 ml de etanol al 70%, mezclar y centrifugar 1 min
Eliminar el sobrenadante y dejar secar la pastilla a TA.

Resuspender en 100 pl de agua destilada estéril 0 agua inyectable.
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ANEXO 7. Preparacion del medio de Herrold con yema de huevo adicionado con micobactina

9 g de Peptona

4.5 g de Cloruro de sodio (NaCl)
15.3 g de Agar Noble

2.7 g de Extracto de carne

27 ml de Glicerina

870 ml de Agua destilada

1 ml Verde de malaquita al 2% estéril
6 piezas de Huevo

Un vial de 2 mg de Micobactina disuelto en 4 ml de etanol absoluto

Lavar los huevos, secarlos y ponerlos en alcohol isopropilico al 75%, por lo menos durante 15 min

antes de utilizarlos.

1.

a M DN

Mezclar en un matraz los primeros seis ingredientes de la lista. (el verde de malaquita se
coloca hasta que el extracto de carne se disuelva por completo.

Colocar la micobactina

Esterilizar toda la mezcla durante 25 min a 121°C

Dejar enfriar a 56°C

Secar los huevos, colocarlos en un vaso de licuadora previamente estéril, licuarlos y
agregarlos a los demas ingredientes utilizando una gasa para colarlos y un embudo.

Servir en tubos de vidrio con tapén de rosca (Payeur et al, 1993).
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ANEXO 8. Tincién de Ziehl Neelsen

1.
2.
3.

© ®© N o O

Realizar un frotis de la colonia bacteriana sospechosa.

Fijar con calor (3 pases rapidos en mechero) o con alcohol.

Recortar un pedazo de papel filtro o papel absorbente de manera que cubra el frotis pero sea
mas pequefio que la laminilla.

Empapar con fucsina fenicada y se coloca la laminilla sobre una platina caliente, cuando se
comienza a observar el desprendimiento de vapores se cuentan 5 min durante los cuales
constantemente debe agregarse mas fucsina fenicada de manera que el papel no se seque.

Se deja enfriar la laminilla.

Lavar con agua corriente protegiendo del chorro directo.

Agregar colorante de contraste (verde de malaquita) y esperar 1 minuto.

Lavar con agua corriente protegiendo del chorro directo.

Dejar secar sobre papel absorbente.

. Observar en el microscopio a un aumento de 100X, utilizando aceite de inmersion (Payuer

et al, 1993).

Las bacterias acido alcohol resistentes (ZN +) se observan de color rosa y las ZN — se observan

del color del colorante de contraste.

Preparacion de reactivos

Fuscina fenicada:

e 0.5 g de fucsina basica
e 50 ml de agua destilada

¢ 5 ml de etanol absoluto

Alcohol acido:

e Alcohol al 70%

e 1% de acido clorhidrico
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