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RESUMEN

CORTES PEREZ YAZMIN ALEJANDRA. Evaluacién de la interferencia en el
diagndstico seroldgico de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis en cabras
con linfadenitis caseosa. (Bajo la asesoria de Dr. Efrén Diaz Aparicio, Dra. Beatriz
Arellano Reynoso y Dr. Andrés Ernesto Ducoing Watty.)

La paratuberculosis, también conocida como enfermedad de Johne, es una
enfermedad de curso cronico y etiologia infecciosa causada por Mycobacterium
avium subespecie paratuberculosis (MAP) que afecta a rumiantes domésticos y
silvestres, asi como también a animales monogastricos.

Las pruebas serolbgicas para la deteccion de paratuberculosis como el ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) e inmunodifusién en gel de agar (IDGA),
utilizan como antigeno lisados de células no purificadas que comparten
determinantes antigénicos en comun con géneros taxbnomicamente relacionados,
como Corynebacterium, Nocardia y Rhodococcus.

El diagndstico mediante estas pruebas seroldgicas se ve afectado por la falta de
especificidad debido a la presencia de anticuerpos en respuesta a la coinfeccion con
Corynebacterium pseudotuberculosis, agente etoldgico de la linfadenitis caseosa
(LC), que afecta principalmente a pequefios rumiantes y que conduce a la obtencién
de resultados falsos positivos tanto en ELISA como en IDGA debido a las reacciones
cruzadas entre anticuerpos.

El objetivo de este estudio consistio en evaluar la interferencia en el diagndstico
serolégico de MAP en cabras con abscesos cutaneos producidos por C.
pseudotuberculosis.

Se colectaron muestras de sangre, exudado purulento de abscesos y heces de 103
caprinos de 14 municipios de 7 entidades federativas de la Republica mexicana. Del
total de cabras muestreadas (n=103), 60 presentaban abscesos cutaneos
sugerentes a LC, 13 abscesos fistulizados y 30 cabras consideradas libres de ambas
enfermedades.

Las pruebas empleadas para el diagndstico de LC consistieron en el aislamiento
bacteriol6gico de C. pseudotuberculosis a partir de muestras de exudado obtenido
de los abscesos (n= 60), posteriormente las colonias en cultivo puro se evaluaron
con pruebas bioquimicas y utilizando la técnica de PCR, se determiné la presencia
del gen pld de C. pseudotuberculosis a partir del ADN de cada aislamiento. En el
caso de cabras con abscesos fistulizados o sin antecedentes de LC, se realizd un
ELISA indirecta para la deteccion de anticuerpos contra C. pseudotuberculosis.

Para el diagnéstico de MAP se utilizaron dos pruebas seroldgicas, un ELISA
indirecto con el kit comercial ELISA IDEXX (Instituto Pourquier®) y la inmunodifusiéon
en gel de agar, utilizando el antigeno protoplasmico PPA-3 (Allied Monitor, Inc®).
Asimismo, el diagndstico molecular consistié en identificar el sitio de Insercion 900
(1IS900) de MAP con una PCR anidada (nPCR), utilizando el ADN obtenido a partir
de muestras de excremento.

Vi



En el grupo de cabras que presentaban abscesos sugerentes a LC (n=60), se logré
el aislamiento de C. pseudotuberculosis en el 100% (60/60) de las muestras de
exudado, el 100% de los aislamientos fueron confirmaron por PCR. En este grupo, el
78.3 % (47/60) de las cabras presentaron anticuerpos contra C. pseudotuberculosis,
en la prueba de ELISA mientras que el 21.6% (13/60) resultaron seronegativos. Este
ensayo obtuvo una sensibilidad de 78.3% y especificidad del 100%.

En el grupo de cabras con abscesos fistulizados (n=13), el ELISA para C.
pseudotuberculosis detectd anticuerpos en el 69.2% de las cabras (9/13) y el 30.7%
(4/13) resultaron seronegativas; en el grupo de cabras sin antecendentes de LC
(n=30), el 100% no presentaron anticuerpos contra C. pseudotuberculosis.
Posteriormente en estos tres grupos de cabras (n=103), se detectaron anticuerpos
contra paratuberculosis con el kit comercial ELISA Pourquier® y la IDGA.

El ELISA Pourquier® identifico 2/103 (1.94%) cabras seropositivas a
paratuberculosis, ninguna dudosa y 101 cabras seronegativas, mientras que la IDGA
detectd Unicamente un animal seropositivo de las 103 cabras, este suero también
resulto positivo al ELISA de paratuberculosis .

El ELISA de MAP arroj6 una sensibilidad de 10% (2/20) y una especificidad de 100%
con respecto a la PCR anidada 1S900 que detecté 20/103 cabras positivas a MAP.
La nPCR 1S900 de MAP, identific6 como positivas a paratuberculosis a 18 cabras
mas que el ELISA e IDGA. Los productos de amplificacion de la nPCR IS900 se
secuenciaron, obteniendo un 99-100% de identidad con la secuencia identificada
como Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis insertion sequence 1S900
(gb|S74401.1).

Se concluye que la presencia de anticuerpos serolégicos contra C.
pseudotuberculosis no interfiere de manera significativa con los antigenos de
captura de las pruebas de ELISA e IDGA de MAP utilizadas en este estudio; siendo
la técnica de nPCR 1S900, una prueba mas sensible que las pruebas serolbgicas
para detectar paratuberculosis en rebafos caprinos.

Asimismo, los resultados de la secuenciacion del 1S900 permitieron confirmar la
presencia de MAP en rebafios de cabras de cinco diferentes estados de la
Republica; siendo los estados de Puebla y Ciudad de México los que presentan el
mayor numero de cabras afectadas.

Palabras clave: Paratuberculosis, linfadenitis caseosa, ELISA, IDGA, PCR, 1S900.
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ABSTRACT

Paratuberculosis, known as Johne’s disease, is a chronic course and infectious
etiology disease caused by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP)
that affects domestic and wild ruminants, and also other monograstric animals.

The serological tests for paratuberculosis, as the enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) and the agar gel double immunodiffusion (IDGA) use as antigen
unpurified cells lysates, that share antigenic determinant with taxonomically related
genera as Corynebacterium, Nocardia y Rhodococcus.

Diagnosis by these serological tests is affected by a lack of specificity due to
presence of antibodies, in response to coinfection with Corynebacterium
pseudotuberculosis, which is an ethological agent of caseous lymphadenitis (LC),
which mainly affects small ruminants and leads to false positive results in both ELISA
and IDGA due to antibodies crossed reaction.

The aim of this study was to evaluate the interference in MAP serological diagnosis,
in goats with skin abscesses caused by C. pseudotuberculosis.

Blood samples, purulent abscess exudate and feces from 103 goats were collected
in 14 municipalities, across 7 states in México. From the whole sampled goats
(n=103), 60 shown skin abscesses that suggest LC, 13 fistulized abscesses, and 30
were considered free of both diseases.

The tests used in LC diagnosis, consisted in bacteriological isolation of C.
pseudotuberculosis from samples obtained from abscesses exudate (n=60), after
that, the colonies in pure culture were evaluated with biochemical tests and using the
PCR technique, presence of pld gene of C. pseudotuberculosis were tested in each
isolation. For the case of goats with fistulized abscesses, or without history of LC, an
indirect ELISA test was performed to detect C. pseudotuberculosis antibodies.

For the MAP diagnosis two serological tests were applied, an indirect ELISA using
the ELISA IDEXX (Instituto Pourquier®) commercial kit, and the agar gel
immunodiffusion using the protoplasmic antigen PPA-3 (Allied Monitor, Inc®).
Likewise, the molecular diagnosis consists in identify the insertion site 900 (1IS900) of
MAP with a nested PCR (nPCR), using DNA from stool samples.

In the group of goats that had LC-suggestive abscesses (n=60), the isolation of C.
pseudotuberculosis achieved 100% (60/60) of the exudate samples and 100% of the
isolations were confirmed by PCR. In this group, 78.3% (47/60) of the goats had C.
pseudotuberculosis antibodies in ELISA test, while 21.6% (13/60) were seronegative.
This assay had a sensitivity of 78.3% and specificity of 100%.

In the group of goats that had fistulized abscesses (n=13), the ELISA for C.
pseudotuberculosis detect antibodies in 69.2% of the goats (9/13) and 30.7% (4/13)
were seronegative; in the group of goats without a prior history of LC (n=30), 100%
had not antibodies against C. pseudotuberculosis.

Later, in these three groups of goats (n=103), antibodies against
C.pseudotuberculosis were detected using ELISA Pourquier ® commercial kit and
IDGA.

Vil



The ELISA Pourquier ® identified 2/103 seropositive to paratuberculosis, no doubtful
result, and 101 seronegative goats, while IDGA detected only a seropositive animal
from 103 goats, this serum also tested positive for paratuberculosis ELISA.

MAP’s ELISA yielded a sensitivity of 10% (2/20) and a specificity of 100% over
nested PCR 1S900 that detected 20/103 MAP positive goats (19.4%). The nest PCR
IS900 of MAP, identified as positive to paratuberculosis 18 goats more than the
ELISA and IDGA. The nPCR 1S900 amplification products were sequenced,
obtaining between 99-100% of identity with sequence identified as Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis insertion sequence 1S900 (gb|S74401.1).

The study concludes that the presence of serological antibodies against C.
pseudotuberculosis does not interfere significantly with the capture antigens from
commercial MAP’s ELISA and IDGA tests, being the nPCR 1S900 technique, a more
sensitive test that serological tests to detect paratuberculosis in herds of goats.
Results of the sequencing of IS900 confirmed the presence of MAP in herds of goats
from five different states of the Republic; with the states of Puebla and México City
having the highest number of affected goats.

Keywords: Paratuberculosis, caseous lymphadenitis, ELISA, IDGA, PCR, 1S900.



1. INTRODUCCION
1.1 PARATUBERCULOSIS

1.1.1 Antecedentes histéricos

En 1826, Hurtrel d'Arboval describe en su Diccionario Médico, Higiene Quirdrgica y
Veterinaria, o que pareciera ser uno de los primeros casos documentados de la
paratuberculosis, describiendo una forma de enteritis crénica en el ganado vacuno
gue cursaba con diarrea. En 1881 Hansen y Nielsen observaron esta presentacion
caracteristica de enteritis sefialando el engrosamiento y corrugacion de la mucosa
intestinal en el ganado vacuno (citado por Chiodini et al., 1984).

En 1895, Johne y Frothingham realizaron la primera descripcion detallada de esta
enfermedad. Macroscopicamente describen la lesion como una enteritis crénica que
afecta principalmente la porcion terminal del ileon en el ganado, mientras que
microscopicamente demuestran la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes en
los tejidos afectados y concluyen que esta condicion es una forma de tuberculosis
intestinal (Johne y Frothingham, 1895).

Posteriormemente, Twort e Ingram lograron aislar el agente etioldgico,
considerandolo una nueva especie y denominandolo Mycobacterium enteritidis
chronicae pseudotuberculosae bovis johne (Twort y Ingram, 1912).

También recibi6é otras denominaciones como M. johnei y M. paratuberculosis por ser
considerada una especie aparte de M. avium, sin embargo, debido a la alta
homologia que presenta MAP con M. avium se decidid clasificar al bacilo de MAP
como una subespecie de M. avium. Es en 1990 cuando Thorel y colaboradores,
apoyandose en estudios de caracterizacién genética y fenotipica, propusieron la
taxonomia oficialmente aceptada, denominandose M. avium subespecie
paratuberculosis (Thorel et al,. 1990).

De este modo, el complejo M. avium quedd dividido en las subespecies M. avium
subsp. avium (Maa), MAP y M. avium subsp. silvaticum (Mas), donde los miembros
de este grupo presentan mas del 90% de homologia en su secuencia de ADN, y en
el cual MAP se diferencia fenotipicamente de M. avium y M. silvaticum por su
dependencia de micobactina (Collins y De Lisle, 1986) y genotipicamente por la
presencia de la secuencia de insercion 900. Esta secuencia se repite de 15 a 20
veces en el genoma de MAP y posee un tamafio de 1.451 pares de bases. La 1IS900
codifica una transposasa denominada p43 que consta de 399 aminoacidos (Doran et
al., 1997).

1.1.2 Etiologia

M. avium subsp. paratuberculosis es el agente causal de la enfermedad de Johne y
se trata de una bacteria Gram positiva de 1 — 2 ym de longitud por 0.5 pm de ancho,
aerobia, intracelular facultativa, su temperatura 6ptima de crecimiento es de 37° C y
se caracteriza por un lento crecimiento que comprende desde cuatro hasta 12



semanas. Se caracteriza por la acido-alcohol resistencia que le es conferida por los
acidos micélicos que componen su pared celular (Harris y Barletta, 2001).

1.1.3 Taxonomia

El género Mycobacterium fue inicialmente propuesto por Lehman y Newman en
1896 para identificar a los agentes etiolégicos de la tuberculosis (M. tuberculosis) y
de la lepra (M. leprae).

Las micobacterias pertenecen al suprarreino Bacteria division Firmacutes, estan
incluidas en el phylum Actinobacteria, clase Actinobacteria, subclase
Actinobacteridae, orden Actynomycetales, suborden Corynebacterinae, familia
Mycobacteriaceae, género Mycobacterium (Stackebrandt et al., 1977).

El superreino Bacteria contempla a las bacterias verdaderas, la division Firmacutes
incluye a las bacterias Gram positivas, la clase Actinobacteria contempla bacterias
con alto contenido de guanina y citosina en su ADN (mayor al 50%) (Juste et al.,
2000), el orden Actynomycetales incluye géneros bacterianos que poseen un patron
de componentes en su pared celular que consiste principalmente en la presencia de
azUcares como arabinosa y galactosa; y en menor cantidad aminoacidos,
principalmente alanina, acido glutdmico y acido diaminopimélico (Cummins y Harris,
1956; Cummins y Harris, 1958).

1.1.3.1 El orden Actynomycetales

El orden Actynomycetales también comprende los géneros Corynebacterium,
Nocardia, Rhodococcus junto con Mycobacterium, que conforman el grupo CMNR
(Barksdale y Kim, 1977).

Una de las principales caracteristicas de los miembros del grupo CMNR es gue son
los Unicos microorganismos capaces de sintetizar acidos micélicos (Goodfellow y
Wayne, 1982), que son cadenas de acidos grasos a-ramificados p-hidroxilados que
forman parte de la pared celular. Los acidos micolicos son considerados un
importante factor de virulencia debido al caracter hidrofébico que le confieren a la
envoltura celular y que otorga a la micobacteria una elevada capacidad para persistir
como un parasito intracelular facultativo (Baird y Fontaine, 2007).

Existen caracteristicas quimicas para diferenciar taxonomicamente a los miembros
del grupo CMNR, como son el nimero de &omos de carbono y el contenido de
guanina-citocina (GC) presente en el ADN. En el caso de los acidos micolicos de las
corinebacterias, también conocidos como &cidos corinomicolicos, son los més cortos
del grupo, teniendo entre 22 y 38 atomos de carbono de longitud (Dorella et al.,
2006), el género Mycobacterium posee cadenas entre 60 a 90 atomos de carbono,
mientras que Nocardia spp. cuenta con 46 a 60 de estos atomos (Barry et al., 1998).
En cuanto a la composicién base de organismos CMNR, ésta varia desde 48 hasta
73% en su contenido de Guanina-Citosina (Cuadro 1), siendo de 48 a 59% para
corinebacterias, el 63 al 73% para Rhodococcus, 62 a 70% para micobacterias y 64
a 69% para nocardias (Rastogi et al., 2001).



Cuadro 1. Caracteristicas quimicas de Mycobacterium y géneros relacionados.

Acidos micélicos
Taxonomia Contenido de | Acidos Ndmero de | Ester
ADN (%mol) grasos carbonos liberado por
pir6lisis
Corynebacterium 48-59 S,U 22-38 8-18
Mycobacterium 62-70 S,UT 60-90 22-26
Nocardia 64-69 S,UT 46-60 12-18
Rhodococcus 63-73 S,UT 34-52 12-18

ADN: Acido desoxirribonucleico

CG: Guaninay citosina

S: cadena corta

T: tuberculoesteriatico

U: Insaturada

Fuente: adaptado de Rastogi et al., 2001.

1.1.4 Medios de cultivo

El aislamiento de MAP en medios de cultivo es la prueba de oro para su
identificacion (Clark et al., 2008). Se recomienda realizar el aislamiento primario de
MAP en medios de cultivo sélido a base de huevo como Lowenstein-Jensen (LJ) y
Herrold (HEYM por Herrold Egg Yolk Medium) (Whitlock y Rosenberg, 1990) o
Middlebrook 7H11 enriquecido con acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa
(OADC), todos adicionados con micobactina; caldos como Middlebrook 7H9, Dubos
adicionado con suero (Saxegaard, 1985) o el medio de Watson-Reid también puede
emplearse (Morrison, 1965).

MAP se caracteriza por su lento crecimiento que lo diferencia de otras micobacterias
con aspecto similar; suele requerir de un minimo de 8 a 12 semanas de incubacion a
37°C para observar la formacién de pequefias colonias rugosas (1-5 mm) que
generalmente no estan pigmentadas. En el caso de algunos aislados de origen
ovino, este periodo de crecimiento puede alargarse incluso hasta mas de un afio
(Collins et al., 1993).

1.1.5 Aporte externo de micobactina

MAP necesita una fuente organica de hierro; debido a la naturaleza insoluble del
Fe+3 a pH fisioldgico, MAP cuenta con dos sideréforos para el transporte de este
metal hacia el interior de la célula: las exoquelinas que sustraen/captan el Fe+3 de la
ferritina en el liquido extracelular y la micobactina, una molécula lipofilica presente
en la membrana celular que facilita el transporte del hierro a través de la compleja
pared celular micobacteriana (Schwartz y De Voss, 2001).

Para el crecimiento de MAP in vitro se requiere adicionar 2 mg de micobactina J por
cada litro de medio de cultivo empleado (Thorel et al., 1990; Juste et al., 1991).

1.1.6 Resistenciay susceptibilidad
MAP es una bacteria intracelular que Unicamente puede multiplicarse en los
macrofagos de un hospedero susceptible (Collins, 2003); sin embargo, al ser



excretado al medio ambiente tiene la capacidad de sobrevivir por largos periodos de
tiempo (Chiodini et al., 1984).

Este bacilo puede permanecer viable durante 153 dias en agua de rio, 270 dias en
agua estancada y hasta 246 dias en heces que se encuentran en el suelo (Chiodini
et al., 1984, Lovell et al., 1944).

En ambientes secos y con sombra puede permanecer durante 55 semanas y en
agua de presa no expuesta a luz solar por 48 semanas (Whittington et al., 2004).

Si las heces de bovino se mantienen a -14°C, MAP puede permanecer por al menos
un afo, mientras que temperaturas de -70°C es viable hasta por tres semanas
(Richards y Thoen, 1977).

Estudios importantes donde se ha sometido a MAP a condiciones comerciales de
pasteurizacion de la leche, demostraron que esta micobacteria es capaz de resistir y
permanecer viable después del proceso de pasteurizacion con ciertas condiciones
(HTST, 71°C por 15 segundos) (Sung y Collins, 2000; Grant, 2005; Ellingson et al.,
2005).

Otros estudios realizados en parcelas de tierra experimentalmente contaminada, han
aislado con éxito a MAP tanto vegetales como en hortalizas después de un periodo
de hasta cuatro semanas (Pavlik et al., 2005).

Existen factores que afectan la viabilidad de MAP como la desecacion, la exposicion
a la luz solar, suelos con altas concentraciones de calcio y pH alto; el contacto
continuo con la orina y las heces también reduce la longevidad de la micobacteria
(Jorgensen, 1977).

Los desinfectantes en suspensién acuosa que son activos frente a MAP incluyen
formalina (5%), compuestos cresolicos (1:32), el fenol (1:40), el bicloruro de mercurio
(2:2000), el hipoclorito calcico (1:50) entre otros, sin embargo, la eficacia de estos
compuestos disminuye significativamente en presencia de materia organica (Chiodini
et al., 1984).

1.1.7 Transmisién

MAP se elimina primordialmente a través de las heces, y la principal ruta de
infeccion es la via fecal- oral (Clarke, 1997).

Los animales recién nacidos son mas vulnerables a la infeccion con MAP que los
animales de mayor edad; esta susceptibilidad parece estar relacionada con el
desarrollo incompleto de la respuesta inmune y la facilidad para colonizar el intestino
al nacimiento debido a la extensa superficie que ocupan las placas de Peyer en
animales jévenes; donde grandes cantidades de micobacterias pueden ser ingeridas
a través del calostro, la leche o al mamar de las ubres contaminadas con heces de
los animales excretores.

Por lo tanto, animales mas jovenes (aproximadamente <6 meses) requieren una
dosis infectiva mas baja para manifestar la enfermedad, siendo poco probable que
los animales adultos se contagien a menos que tengan un alto indice de exposicion
con la micobacteria (McKenna et al., 2006).



Las vacas clinicamente enfermas y probablemente otras especies animales excretan
M. paratuberculosis directamente a la leche o calostro, principalmente cuando se
encuentran en los ultimos estadios de infeccion y eliminan grandes cantidades del
bacilo en heces (Sweeney et al., 1992), sin embargo, en cuadros subclinicos
también es posible esta transmision (Taylor et al.,1981), siendo ambas secreciones
una de las principales fuentes de infeccién postnatal.

Con respecto a las vias de transmisién prenatal; un meta-analisis reciente estimé la
prevalencia de infeccién in utero en el ganado, se demostré que el 9% de los fetos
infectados provenian de vacas con infeccion subclinica y el 39%, de madres
clinicamente afectadas con paratuberculosis, poniendo dentro del contexto las
consecuencias de la infeccion fetal dentro de los programas de diagnéstico y
vacunacion (Whittington y Windsor, 2009); MAP también ha sido aislada a partir de
cotiledones, endometrio y fetos (Collins, 1997; Merkal, 1984), por lo tanto, es posible
gue los productos del parto contribuyan a la contaminacién ambiental con la
micobacteria.

Otra fuente de infeccion es la generada por los machos, ya sea por contacto directo
en la monta natural o de manera indirecta durante la inseminacion artificial, pues se
ha reportado que MAP reside en el tracto genital del toro y se transmite por via
venérea, por el uso de semen o embriones tempranos en la inseminacion artificial
comercial o la transferencia de embriones (Philpott, 1993).

1.1.8 Entrada de MAP en el hospedero

MAP penetra las paredes intestinales a través de células M epiteliales que recubren
las cupulas de las placas de Peyer del ileon y yeyuno (Momotani et al., 1988).
Debido a la carencia de enzimas digestivas, mucosidad en su superficie, falta de
lisosomas y enzimas hidroliticas, las células M representan un objetivo primario para
la infeccién con MAP (Featherstone, 1997).

La captacion e internalizacion se lleva a cabo a través de interacciones de las
proteinas de union a la fibronectina (FAP) presentes en MAP, y las integrinas 31
localizadas en la superficie luminal de las células M, facilitando la invasion de la
lamina propia (Secott et al., 2002; Secott et al., 2003).

MAP es un patdégeno intracelular que una vez dentro del macrofago puede prevenir
la maduracion y acidificacién fagosomal, evitando de este modo los componentes
antimicrobianos del lisosoma (Hostetter et al., 2003).

Los eventos de fusion fagosoma-lisosoma son controlados por proteinas Rab
(proteinas de unién a GTP implicadas en procesos de fusibn de membranas y
transporte vesicular). Rab5 se encuentra expresada en fagosomas tempranos
mientras que Rab7 en endosomas tardios. En ciertas especies de micobacterias, la
maduracién fagosomal se interrumpe al excluir selectivamente las GTPasas Rab7 y
de esta manera mostrar caracteristicas de endosoma temprano que impiden la union
con los lisosomas; con este mecanismo de evasion, las micobacterias tiene la
capacidad de persistir y replicarse dentro del fagosoma (Woo y Czuprynski, 2008;
Rohde et al., 2007).



El lipoarabinomanano manosilado (Man-LAM), componente importante de la pared
celular de las micobacterias patdégenas también posee la capacidad de inhibir la
acidificacién, la maduracién de los fagosomas y por lo tanto atenuar los efectos
bactericidas de la célula hospedero (Nigou et al., 2002). También se ha demostrado
que el Man-LAM de cepas de Mycobacterium tuberculosis tienen la facultad de
suprimir la generacién de Oxido nitrico y radicales de oxigeno (Majumdar et al.,
2008).

1.1.9 Respuesta Inmune Celular

Subsecuentemente a la infeccién, MAP es inicialmente controlado por una respuesta
de células T cooperadoras (Th, del inglés "T helper cells") también conocidos como
linfocitos CD4+. Los macréfagos infectados presentan los antigenos a los linfocitos
T, que una vez activados producen interleucina 2 (IL-2); la activacion de esta IL se
traduce principalmente en la proliferacion y diferenciacion de linfocitos T
cooperadores en células efectoras y de memoria.

Una vez activados los linfocitos CD4+ Thil, estos liberan méas IL-2, induciendo la
liberacién de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), factores estimuladores de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), asi como estimulando la sintesis
de IFN-y (Begara-McGorum et al.,, 1998; Clarke, 1997). La secrecion de estas
sustancias atrae y activa una gran cantidad de macréfagos facilitando la destruccion
de las micobacterias, controlando con esta primera respuesta celular la progresion
de la infeccién (Bassey y Collins, 1997).

A su vez, el IFN-y es una molécula clave que se encarga de activar a los macréfagos
para la produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, la activacion de las
células T y la maduracion de células dendriticas (He et al., 2007). Ademas,
sustancias como el TNF-a junto con los linfocitos T CD4+ y linfocitos T yd+ son
criticos para la formacion y mantenimiento de los granulomas, siendo estas lesiones
atipicas, generalmente localizadas alrededor del sitio de infeccion en los segmentos
medio y distales del intestino delgado que fungen como mecanismo de contencién
para prevenir la diseminacién de la micobacteria a otros érganos (Harris y Barletta,
2001; Tiwari et al., 2006).

Sin embargo, se ha sugerido que las micobacterias pueden tomar ventaja de estos
granulomas para reclutar nuevos macréfagos al sitio de la infeccion y permitir el
desplazamiento de micobacterias a través del granuloma (Davis y Ramakrishnan,
2009). Por lo tanto MAP puede utilizarlos como puentes para infectar nuevas
porciones del intestino, asi como otros érganos, incluyendo la glandula mamaria y
linfonodos mesentéricos (Sweeney et al., 1992).

1.1.10 Respuesta Inmune Humoral

La respuesta humoral ha sido asociada con la progresion de la enfermedad clinica
gue se produce de forma concomitante con un cambio de dominio de la respuesta
inmune protectora Thl en etapas subclinicas a una respuesta liderada por la
presencia de anticuerpos no protectores en animales clinicamente enfermos que
excretan intermitentemente la bacteria en heces, lo que suele ser indicativo de



estadios avanzados de la enfermedad (Sweeney et al., 1998; Stabel, 2000). El
momento preciso de la produccion de anticuerpos depende de la via de entrada y la
dosis ingerida, en algunos estudios se ha demostrado que la inoculacién con MAP
en dosis elevadas conduce a una produccion mas temprana de anticuerpos
circulantes (Waters et al., 2003).

Es la subpoblacion de linfocitos Th2 la responsable de la induccion de la inmune
humoral, promoviendo la diferenciacién de células B y la produccion de anticuerpos,
principalmente IgM e IgG1 a través de las citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 (Mosmann
et al., 1986; Cherwinski et al., 1987; Mosmann y Coffman, 1989).

El rol de la IL-10 en la produccion de células reguladoras o supresoras ha sido
propuesto en la patogénesis de la paratuberculosis. Esto es apoyado en base a
datos experimentales con vacas en etapa clinica de la enfermedad que indican un
incremento en la expresion de IL-10 y factor de crecimiento transformante (TGF-B)
que a su vez limitan la expresion de IFN-y (Khalifeh y Stabel, 2004).

Datos mas recientes apoyan la hipotesis de que los macrofagos infectados con MAP
producen IL-10 para ejercer una regulacidbn negativa en las respuestas Thl,
especificamente en IFN-y, asi como en la regulacién positiva de genes pro-
inflamatorios IL-1B e IL-6, contribuyendo con la progresion de la enfermedad en el
ganado infectado (Weiss y Souza, 2008).

El tiempo de seroconversién ha sido estudiado en distintas especies; Munjal y
colaboradores  (2005), observaron que el ganado vacuno infectado
experimentalmente desarroll6 inmunidad humoral de 10 a 17 meses después de la
infeccion con MAP. En el caso de cabras adultas inoculadas experimentalmente, la
respuesta humoral se present6 a los 6-9 meses post-infeccion (Munjal et al., 2005),
mientras que en corderos infectados experimentalmente los niveles de anticuerpos
comenzaron a elevarse a los 80 dias post infeccion (Juste et al., 1994)

En otro estudio con cabritos de 5- 8 semanas de edad, inoculados via oral, se pudo
detectar anticuerpos contra MAP en 4/7 animales a las 15-20 semanas post
inoculacién, un animal seroconvirti6 en la semana 35, mientras que dos animales
inoculados no produjeron titulos de anticuerpos significativos durante el experimento
(Storset et al., 2001).

Aungque el cambio de respuesta de tipo Thl a Th2 es el modelo cominmente
aceptado para explicar la respuesta inmunoldgica que induce MAP. Un andlisis
reciente y detallado de la cinética de las respuestas inmunes especificas Thl y Th2
contra MAP en ovejas infectadas experimentalmente, revel6 que la mayoria de los
animales no mostraban el "clasico" interruptor Th1/Th2. En este estudio,
Magombedze y colaboradores (2014) notaron que alrededor del 50% de los
animales infectados combinaron las respuestas Th1/Th2 simultAdneamente, mientras
que la minoria de los animales (11%) mostraban Unicamente una respuesta Thl,
explicando que la generacion de la respuesta Thl es impulsada por la densidad de
macrofagos infectados, mientras que la generaciébn de la respuesta Th2 es
influenciado por la longevidad de MAP en el ambiente extracelular. De hecho, el
aumento en la tasa de muerte de bacterias extracelulares elimina de forma efectiva



el interruptor de Th1/Th2 por lo que ambas respuestas son capaces de persistir,
siendo la respuesta de tipo Thl la que predomina (Magombedze et al., 2014).

La gran poblacion de macréfagos infectados conduce a la generacién de una
respuesta Thl, sin embargo, carece de la capacidad para eliminar la infeccién.
Dentro de estos macrofagos infectados se replican las bacterias que a su vez
infectan a los macréfagos recién llegados, con lo que se establece un equilibrio
cuasi. Debido a que la respuesta Thl es incapaz de eliminar las bacterias
extracelulares, éstas se acumulan con el tiempo, es entonces cuando el incremento
de las bacterias libres sesga la diferenciacién de las células ThO directamente hacia
el fenotipo Th2, y este proceso suprime indirectamente la generacién de la respuesta
Th1 que comienza a disminuir con el tiempo (Magombedze et al., 2014).

1.1.11 Etapas de infeccion

El progreso de la paratuberculosis se puede dividir en cuatro etapas: fase latente (I),
fase subclinica (Il), clinica (lll) y fase clinica avanzada (IV). La dinamica de infeccion
por M. paratuberculosis se describe como un efecto “iceberg”, significa que por cada
animal que observamos en etapa clinica avanzada existen otros 15-25 animales
infectados (Whitlock, 1992) y s6lo del 25-30% de esos animales infectados seran
detectados mediante pruebas diagndsticas (Whitlock, 2009).

1.1.11.1 Fase l. Latente

En esta fase se encuentran animales que no presentan ningun signo clinico. Esta
conformada principalmente por cabras menores de dos afos de edad que mantienen
el apetito normal y su condicién corporal no se ve mermada. Generalmente no hay
anticuerpos circulantes detectables ni excrecion bacteriana.

1.1.11.2 Fase Il. Subclinica

En esta etapa se encuentran los portadores asintomaticos, animales que empiezan a
excretar MAP intermitentemente en heces, contaminando el medio ambiente y
fungiendo como fuente de infeccion para otros animales del hato. Suelen elegirse
pruebas diagnosticas que involucran la respuesta celular como la
intradermorreaccion y la prueba de IFN-y.

En cuanto a los tiempos de excrecion, un meta-andlisis reciente evalu6 el efecto de
la dosis y la edad a la exposiciéon con MAP, demostrando que el contacto con la
micobacteria a temprana edad y dosis altas de infeccion son los factores principales
para la excrecién temprana de MAP en heces (Mitchell et al., 2012).

En un estudio realizado en becerros de entre 6 a 14 semanas de edad, infectados
experimentalmente con dosis de entre 1 x10'° a 2 x 10*° UFC de MAP o bien, con 15
a 20 g/dosis de tejido macerado de mucosa intestinal, se observO que éstos
empezaban a eliminar la bacteria en heces desde el primer mes post inoculacién,
siendo en algunos casos, excretores persistentes hasta el mes 25 post-inoculacion.
En este estudio se demuestra que la excrecién de MAP en heces a edad temprana
puede llegar a ser dependiente de la dosis infectiva (Stewart et al., 2006).

La tasa de progresion de la enfermedad de un estadio a otro es muy variable. Los
animales pueden permanecer en fase subclinica durante afios, siendo una amplia



gama de factores los que influyen en la progresion de la enfermedad: edad a la
exposicidon inicial con MAP, la dosis ingerida, la frecuencia de re-exposicién, la
susceptibilidad y/o resistencia genética, factores nutricionales y productivos. Se ha
demostrado que las cabras suelen ser menos resistentes a la infeccion natural por
MAP, comparado con el ganado vacuno y las ovejas, esto basado en infecciones
experimentales (Stewart et al., 2007).

1.1.11.3 Fase lll. Clinica

La principal caracteristica clinica de la paratuberculosis en todas las especies es la
pérdida de peso progresiva a pesar de la ingesta normal de alimentos (McEwen,
1939).

Debido al constante flujo de células inflamatorias al sitio de infeccién, las lesiones
intestinales se van agravando y como consecuencia se produce el engrosamiento de
la pared intestinal, lo que resulta en la mala absorcion de proteinas (Patterson et
al.,1967; Gilmour, 1976). El adelgazamiento progresivo debido a la hipoproteinemia,
generalmente viene asociado con otros signos como caquexia, deshidratacion con
edema submandibular, disminucién en la produccién lactea, deterioro del pelo o
lana, asi como infertilidad, cojera y mastitis (Merkal et al., 1975).

A diferencia de lo que se observa en el ganado bovino, la diarrea es poco frecuente
en las cabras. En los pequefios rumiantes solo un 10-20% de los casos clinicos
presenta diarrea (Stehman, 1996; Stamp y Watt, 1954), siendo un sutil
reblandecimiento de las heces el principal cambio observado.

En el ganado bovino la manifestacion clinica suele aparecer entre los dos a los cinco
afos, coincidiendo con los partos y el inicio de las lactaciones, donde los animales
tienen una mayor demanda productiva. En pequefios rumiantes y cérvidos los signos
clinicos suelen presentarse antes que en el ganado bovino, debido a la rapida
maduracién sexual de estas especies y/o la mayor susceptibilidad a MAP.

En la etapa clinica la mayoria de los animales son cultivo fecal positivo y por lo
general los anticuerpos circulantes son detectables por pruebas serolégicas como
ELISA e IDGA. Se ha reportado que cabras infectadas con paratuberculosis pueden
convertirse en excretores fecales persistentes después de un afio post-infeccién, sin
presentar ningun signo clinico de paratuberculosis (Storset et al., 2001).

1.1.11.4 Fase IV. Clinica Avanzada

Si los animales no se han sacrificado por causas distintas a la paratuberculosis,
progresan a la fase avanzada de la enfermedad donde los signos se manifiestan y
los animales mueren por deshidratacion y caquexia.

1.1.12 Pruebas diagndsticas basadas en lainmunidad de MAP

El diagnéstico temprano y especifico de MAP sigue siendo todavia un reto. El
completo entendimiento de los cambios inmunolégicos causados por esta
enfermedad, se ven obstaculizados por periodos prolongados de incubacién y
estadios de infeccién subclinica que se extienden de 2 a 10 afios, ademas de
multiples factores que desencadenan la presentacion clinica de la enfermedad.



Adicionalmente, la eliminacién del agente a través de las heces es muy variable
(Sockett, 1995).

Es por esto, que llevar a cabo una prueba basada en la deteccion de respuesta
inmune de MAP puede tener diversos objetivos: saber si en algun momento el
animal estuvo en contacto con la micobacteria, conocer la prevalencia y tomar
medidas de control para reducir la cantidad de bacilos al medio ambiente y prevenir
futuros contagios, incrementar los parametros productivos y el bienestar animal; en
el caso de paises con barreras arancelarias para obtener la certificacion de un hato,
animal o region especifica.

Las pruebas diagndsticas se valoran por su sensibilidad y su especificidad, la
sensibilidad de una prueba refleja la capacidad de detectar correctamente a un
animal verdadero positivo, es decir, la probabilidad de que un animal infectado
obtenga en cierta prueba un resultado positivo; mientras que la especificidad se
define como la probabilidad de clasificar correctamente a un verdadero negativo, es
decir, la probabilidad de que un animal sano obtenga un resultado negativo.

1.1.12.1 Pruebas diagnosticas para la deteccion de lainmunidad celular

Las pruebas diagnosticas basadas en la deteccion de la respuesta celular en el
hospedero pueden realizarse in vivo o in vitro.

La intradermorreaccion (IDR), es una prueba in vivo, en la que se inocula un extracto
proteico purificado (PPD) ya sea obtenido a partir de MAP, conocido como johnina o
paratuberculina (Kormendy, 1988) o bien de M. avium conocido como tuberculina
aviar. La respuesta consiste en una reaccion de hipersensibilidad retardada después
de 24-72 horas post-inoculacién, midiendo el aumento de grosor en la piel, se realiza
interpretacion de los resultados.

La prueba de IFN-y es una técnica que se realiza in vitro, consiste en la
cuantificacion mediante un ELISA tipo sandwich de los niveles de IFN-y producidos
por células mononucleares periféricas en respuesta a la sensibilizacién de linfocitos
con un antigeno especifico. La sensibilidad de este ensayo ha sido estimada entre
13% y 85% con una especificidad entre 88% y 94% (Nielsen y Toft, 2008); sin
embargo, se recomienda utilizarla en animales mayores de 15 meses de edad para
evitar un resultado falso positivo causado por la produccion innata de IFN-y por parte
de las células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés).

La IDR ha sido reemplazada por pruebas in vitro en estudios donde se desea
conocer la inmunidad celular que despierta MAP.

1.1.12.2 Pruebas diagnosticas para la deteccién de lainmunidad humoral
Estas pruebas consisten en detectar la respuesta inmune por parte de los
anticuerpos del hospedero ante la infeccion, siendo la inmunodifusion en gel de agar
(IDGA) y el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, delinglés
“Enzyme-linked Immunosorbent Assay”), las pruebas comunmente utilizadas (Ayele
et al, 2001).

Algunas investigaciones sefialan un aumento en la sensibilidad de estos en ensayos
en animales con lesiones lepromatosas/multibacilares (Shulaw et al., 1993; Clarke et
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al., 1996; Tripathi et al, 2006), animales que se encuentran clinicamente afectados o
en estadios avanzados (Munjal et al., 2004; Manning y Collins, 2001), o en animales
gue se encuentren excretando grandes cantidades de MAP, principalmente en
heces, pues se ha demostrado que existe una correlacidén positiva entre la respuesta
inmune humoral y la excrecion micobacteriana (Garcia Marin et al., 1992; Tripathi et
al., 2006).

La serologia resulta atil como método de vigilancia para establecer el estado de la
enfermedad dentro de un hato, la identificacién presuntiva de animales infectados,
para calcular las prevalencias de la infeccién o confirmar el diagnéstico en animales
con signos clinicos sugerentes a paratuberculosis (Manning y Collins, 2001).

1.1.12.2.1 Inmunodifusién en gel de agar

Esta prueba consiste en enfrentar un suero problema con un antigeno, de manera
que si en el suero existen anticuerpos especificos contra MAP, el complejo antigeno-
anticuerpo producird una precipitacion que sera visible en un gel de agarosa. El
antigeno comunmente utilizado es la proteina protoplasméatica o PPA-3 de la cepa
18 de M. avium (St18), que fue inicialmente identificada como MAP (Chiodini, 1993).
Entre las ventajas, la IDGA es un método barato, rapido y técnicamente simple.

De manera general, esta prueba no posee gran sensibilidad y los valores suelen
variar conforme a las especies. Sin embargo, diversos autores reportan que la IDGA
es considerablemente mas sensible en cabras que presentan lesiones multibacilares
comparado con las que tienen lesiones paubacilares (Gumber et al., 2006; Tripathi et
al., 2006), esto también ha sido reportado para la especie ovina (Clarke, 1995;
Shulaw et al., 1993; Pérez et al., 1999).

En dos investigaciones diferentes para detectar la paratuberculosis mediante IDGA
en cabras, la primera reporté una sensibilidad global de 13.8%, mientras que la
especificidad fue de 39.5% (Gumber et al.,, 2006); la segunda obtuvo una
sensibilidad de 8.3% y una especificidad de 99.5% (Robbe et al., 2006).

En la especie bovina los valores de sensibilidad se sitian entre un 18.9% vy
especificidad de 57% (Sherman et al., 1984; Sockett et al.,1992; Gumber et al.,
2006).

A pesar de que la IDGA es una prueba con menor sensibilidad que el ELISA
(Gumber et al., 2006; Robbe et al., 2006; Whittington et al., 2003), tiene la ventaja de
ser una prueba altamente especifica, obteniendo valores cercanos al 100% (Garrido
et al., 2000; Ayele et al., 2001; Nielsen et al., 2001) por lo que se recomienda como
prueba confirmatoria en casos de paratuberculosis clinica (Ferreira et al., 2002).

1.1.12.2.2 Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

Una de las pruebas mas utilizadas para detectar la respuesta inmune humoral es el
ELISA, el cual detecta anticuerpos especificos presentes en el suero o la leche, que
al unirse a los antigenos fijados en la placa de ELISA forman un complejo Ag-Ac,
gue a su vez, es detectado por un segundo anticuerpo que reconoce dominios
constantes de anticuerpos y suele ser especifico de especie, esto permite que un
mismo anticuerpo marcado sea capaz de detectar a los anticuerpos unidos al
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antigeno. Esta reaccion enzimatica es facilmente revelada mediante la adicién de un
substrato especifico que al actuar la enzima, producira un color observable a simple
vista o cuantificable mediante el uso de un espectrofotometro o un colorimetro.

La plataforma de esta prueba proporciona a los productores una forma rentable y
rapida para establecer la seroprevalencia de MAP en un rebafio, pues su
reproductibilidad permite procesar un gran numero de muestras simultdneamente,
permitiendo diagnosticar hatos completos (Collins, 1996). Ademas, los puntos de
corte pueden ser modificados en funcion de los objetivos del estudio y la prevalencia
de la enfermedad (Sockett et al., 1992).

Uno de los componentes cruciales de esta prueba es el antigeno utilizado para su
preparacion, ya que de ello dependera la sensibilidad y especificidad (Mon et al.,
2012). En general, la sensibilidad del ELISA para la deteccién de anticuerpos contra
MAP es baja (~5-30%), esta sensibilidad se incrementa con la edad del animal
(Nielsen y Toft, 2006), mientras que la estimacion de la especificidad es
generalmente arriba del 95% para ELISAs comerciales.

Actualmente, los antigenos utilizados para las pruebas serolégicas de MAP se basan
en conjuntos de proteinas que incluyen extractos de células completas, paquetes de
antigeno purificados, lipoarabinomanano (LAM) y antigenos protoplasmaticos (Mon
et al.,, 2012). La mayoria de estos extractos celulares (CE) son obtenidos mediante
disrupcion fisica 0 mecanica a partir de cultivos que generalmente se encuentran en
la fase estacionaria del crecimiento bacteriano, esto con la finalidad de obtener un
mayor rendimiento de extraccion del antigeno (Braun et al., 1990; Cox et al.,1991).

A su vez, estos extractos crudos comparten una amplia gama de componentes
antigénicos con especies de micobacterias y otros microorganismos estrechamente
relacionados como Corynebacterium spp., Nocardia spp. y Rhodococcus spp.
(Cocito et al., 1994), lo que conlleva a reacciones cruzadas entre los anticuerpos
inespecificos de bacterias taxondmicamente relacionadas y los de MAP. Esta
problemética, logré6 mejorarse introduciendo un paso previo a la unién Ag- Ac en el
ELISA, que consiste en la preadsorcion de los sueros con Mycobacterium phlei para
eliminar algunos anticuerpos inespecificos y de esta manera disminuir resultados
falsos positivos (Milner et al., 1987; Yokomizo et al., 1985).

Actualmente existen en el mercado pruebas comerciales como HerdChek® M.
paratuberculosis ELISA (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME) y ParaChek®
(Prionics AG, Zurich, Switzerland). Un estudio comparativo con ambos kits hecho por
Manning y colaboradores (2007) demostr6 una elevada inespecifidad en el ELISA
con rebanos libres de MAP pero con una alta prevalencia de LC, utilizando un primer
ELISA (Herdchek®) se obtuvo un 25% de falsos positivos a MAP, mientras que en el
segundo ELISA (Parachek®), no se vio afectada la especificidad por la presencia de
LC (Manning et al., 2007).

En otro estudio, las reacciones cruzadas también fueron evidentes con el kit
Herdchek® al obtener un 14.3% de falsos positivos por la presencia de anticuerpos
contra C. pseudotuberculosis (Krt et al., 2002).

Otra prueba comercial disponible para la deteccion de paratuberculosis es el ELISA
IDEXX (Instituto Pourquier®, Montpellier, France).
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Un estudio con este kit fue evaluado en dos especies (cabras y borregos >6 meses)
y obtuvo sensibilidad del 34.9% y especificidad del 98.8% en sueros de borregos; en
sueros de cabras se encontré sensibilidad del 56.4% y la especificidad fue del
100.0% (Gumber et al., 2006). Con el mismo kit trabajando con sueros de bovinos se
obtuvieron valores de sensibilidad del 27.9% y de especificidad del 100% (Collins et
al., 2005).

También se ha evaluado la deteccion de anticuerpos contra MAP en leche de vaca,
obteniendo una especificidad del 99.8% en nuestras individuales y del 100% en
muestras de leche a granel (Van Weering et al., 2007). Todas estas investigaciones
nos muestran que aunque la sensibilidad del ELISA IDEXX (Instituto Pourquier®)
difieren conforme al autor, la especificidad se mantiene constante, fluctuando entre
98.8-100%.

Asimismo, existen otras investigaciones que tratan de la carencia de interferencia
debido a las similitudes antigénicas con especies estrechamente relacionadas con
MAP. Por ejemplo, en un modelo de infeccién experimental con cabras inoculadas
con C. pseudotuberculosis, se observo que la presencia de LC en los animales libres
de tuberculosis no daba lugar a resultados falsos positivos en las pruebas
convencionales para la deteccion de tuberculosis (prueba cervical simple y
comparativa) ni en la prueba para la deteccion de IFN-y (Bezos et al., 2015). Esta
falta de reactividad concuerda con un estudio similar en cabras infectadas
naturalmente con LC y sometidas a intradermorreaccion con la tuberculina (Acosta
et al., 1995).

Diversos estudios se han realizado con la finalidad de encontrar antigenos con
potencial diagndstico. Investigadores compararon los perfiles de expresion de
proteinas y la antigenicidad de filtrados de cultivo (CF) y extractos celulares (CE) de
MAP, reportando que los anticuerpos en el suero de ganado naturalmente infectado
con paratuberculosis reaccionan con mas fuerza y a mayor cantidad de
proteinas que se encontraban en CF en comparacién con los CE (Cho y Collins,
2008). La explicacion para esta diferencia antigénica es la accesibilidad, las
proteinas a partir de CF se encuentran mas disponibles para la interaccién con las
células presentadoras de antigeno y los linfocitos T y B, mientras que las proteinas
de CE, exceptuando las que se encuentran en la superficie celular micobacteriana
ven limitadas su accesibilidad, esto podria explicar la falta de sensibilidad de las
ELISAs comerciales.

Las proteinas de secreciéon temprana de MAP han sido reconocidas como antigenos
importantes para el diagndstico de la paratuberculosis bovina (Cho y Collins, 2008).
Shin y colaboradores (2008) profundizaron en el estudio anterior y encontraron que
los antigenos inmunodominantes especificos de MAP se expresan en mayor grado
entre la fase exponencial temprana y media de los cultivos (Shin et al., 2008); y es
gue aungue la concentracion absoluta de los antigenos CF y CE sea la misma, sélo
una pequefia proporcion de la proteina total a partir de cultivos en fase estacionaria
es rescatada. Observaciones similares han sido reportadas para M. tuberculosis
(Imaz y Zerbini, 2000; Lodam et al., 1996). De tal modo que utilizaron antigenos a
partir de CF que se encontraban incubando entre el principio y la mitad de la fase log
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y elaboraron una ELISA llamada JTC-ELISA; posteriormente lo compararon con
cinco ELISAs comerciales y los resultados de este nuevo ensayo fueron un aumento
considerable de la sensibilidad (JTC-ELISA obtuvo 40%, la de los kit comerciales fue
del 20%); ademas, era particularmente sensible a la detecciébn de animales que
excretaban MAP en heces en bajas cantidades. La especificidad de esta prueba fue
semejante a las reportadas por los ELISAs comerciales utilizados en el estudio (Shin
et al., 2008).

1.2 LINFADENITS CASEOSA (LC).

1.2.1 Importancia de la linfadenits caseosa

La linfadenitis caseosa es una enfermedad infecto-contagiosa de curso crénico que
afecta principalmente a cabras y borregos, se caracteriza por la formacion de
abscesos supurativos/piogranulomatosos en piel o tejido subcutaneo, linfonodos
externos e internos y Organos internos. Esta enfermedad también recibe otros
nombres como “pseudotuberculosis”, “apostema de los ovinos”, “enfermedad de
Preisz-Nocard” y “lobanillos” (Estevao et al., 2006).

La LC toma importancia por ser una enfermedad endémica en México, la falta de
estudios en nuestro pais al no ser considerada una enfermedad de reporte
obligatorio, dificulta el conocimiento de la verdadera prevalencia en rebafos caprinos
y el impacto econémico que genera la presencia de la enfermedad debido a la
disminucién en el rendimiento de la canal, el decomiso, la disminucién en la
produccion de lana y la depreciacion de la piel, la baja eficiencia reproductiva y en
los casos mas severos, la mortalidad de los animales (Dorella et al., 2006).

1.2.2 Etiologia de lalinfadenits caseosa

El agente etioldgico de la LC es Corynebacterium pseudotuberculosis, una bacteria
intracelular facultativa, anaerobia facultativa, Gram positiva, que exhibe formas
pleomdérficas que se caracterizan por conformarse en agrupaciones con forma de
“empalizada” o “letras chinas” al frotis.

El crecimiento en agar sangre después de 24-48 horas de incubaciéon a 37°C
produce colonias de C. pseudotuberculosis planas y opacas de color crema que son
rodeadas por una estrecha zona de B-hemodlisis (Sa et al., 2010).

Bioquimicamente C. pseudotuberculosis es catalasa y ureasa positivo, capaz de
fermentar glucosa, galactosa, maltosa y manosa. Se han identificado dos
biovariedades basado en la capacidad de producir la enzima nitrato reductasa, que
logra metabolizar el nitrato en nitrito (Estevao et al., 2006). Los aislados reductores
de nitrato (nitrato-positivos) han sido obtenidos de caballos y bovinos, mientras que
los aislados que no reducen el metabolito (nitrato-negativo) provenian de ovinos,
cabras y bovinos (Sutherland et al.,, 1971). Posteriormente, la caracterizacion
bioguimica comparativa y los analisis de restriccion del ADN cromosomico de C.
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pseudotuberculosis demostraron que la variacion en la capacidad para reducir
nitratos coincidia con diferentes patrones de restriccion y los términos “biovariedad
equi” para organismos nitratos positivos y “biovariedad ovis” para los nitrato
negativos fueron propuestos (Songer et al., 1988).

Sin embargo se ha reportado que aislados de cabras y borregos pueden metabolizar
el nitrato a nitrito, por lo que se han desarrollado otras pruebas de tipo moleculares
en gue se busca encontrar mayores diferencias genéticas entre si (Soares et al.,
2013, Retamal et al., 2011).

1.2.3 Transmisién

C. pseudotuberculosis penetra en el cuerpo de un animal principalmente a través de
heridas en la piel o de las mucosas (oral, nasal y ocular), por ingestién, inhalacion o
por contacto con equipo que es utilizado en el aretado, el tatuado, la castracién y la
esquila en el caso de los borregos, ademas de las instalaciones, los pastos y los
abrevaderos contaminados.

El contacto directo con un absceso fistulizado también pueden propagar la bacteria
entre animales congregados.

Después de penetrar en el hospedero, la corinebacteria se difunde via sanguinea o
dentro de los macréfagos a través del sistema linfatico aferente hacia los ganglios
linfaticos locales y los 6rganos internos (de Sa et al., 2010). Una vez infectado un
animal se considera que es portador de por vida. El periodo de incubacion puede
variar de 2 a 6 meses.

La infeccion por C. pseudotuberculosis es considerada una zoonosis de baja
prevalencia que se presenta como linfadenitis localizada, siendo considerada una
enfermedad de tipo ocupacional y no comunicable, por lo que su potencial zoonético
esta en duda (Estevao et al., 2009).

1.2.4 Patogenia

La forma mas frecuente de la enfermedad es la linfadenitis caseosa cutanea que se
caracteriza por la formacién de abscesos supurativos y necrotizantes en el tejido
subcutaneo y linfonodos superficiales, especialmente el retrofaringeo, mandibular,
parétideo, preescapular, prefemoral, y los linfonodos popliteos; la segunda
presentacion, la forma visceral, puede presentarse de manera complementaria con
la primera forma y se caracteriza por la formacion de focos caseosos en 6rganos
internos como pulmones, rifiones, higado y bazo, donde la enfermedad evoluciona a
estados caquéxicos de curso cronico (Merchant y Packer 1967; Piontkowski y
Shivvers, 1998).

1.2.5 Fosfolipasa D

Una de las caracteristicas mas importantes de C. pseudotuberculosis es la
produccion de su fosfolipasa D (PLD), una potente exotoxina considerada el principal
factor de virulencia de la bacteria (Hodgson et al., 1992; Lipsky et al., 1982).
Biologicamente, la PLD funciona como un factor de permeabilidad, promoviendo la
hidrdlisis de los enlaces éster de esfingomielina en las membranas celulares de
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mamiferos y fomentando la difusion del bacilo desde el sitio inicial de la infeccion a
todos los tejidos del hospedador. Ademas, esta exotoxina tiene la capacidad de
provocar dermonecrosis, contribuyendo el paso de C. pseudotuberculosis de la
dermis hacia pequefios vasos sanguineos, favoreciendo el drenaje linfatico hacia
otros tejidos (Jolly, 1965; Carne y Onon, 1978; Batey, 1986). Ademas, la PLD es
considerada una exotoxina citotoxica para las células blancas de la sangre, ya que
promueve la destruccion de los macrofagos de cabra durante la infeccidn
experimental (Tashjian y Campbell, 1983). En dosis altas es letal para diferentes
especies animales domésticos y de laboratorio (Tashjian y Campbell, 1983; Shigidi,
1979).

La fosfolipasa D tiene la propiedad de inhibir la hemdlisis de la p-lisina, una
esfingomielinasa presente en Staphylococcus aureus debido a la ocupacion
competitiva del sitio de reconocimiento sobre la membrana de los eritrocitos.

Por otra parte, la exotoxina presente en Rhodococcus equi, la fosfolipasa C, produce
una hemodlisis sinérgica en presencia de la fosfolipasa D, generado por la
desorganizacion de las membranas celulares debido a la accibn de ambas
exotoxinas, lo que resulta en la degradacién de la esfingomielina a ceramidas y en
consecuencia la lisis celular (Jolly, 1965). Esta propiedad de la PLD ha sido utilizada
como base para el diagnéstico de pruebas como CAMP con hemdlisis sinérgica con
R. equi y CAMP- inversa que es la Inhibicién de la beta- hemolisina.

1.2.6 Diagnéstico

Actualmente el diagndstico de la LC en pequefios rumiantes se basa principalmente
en la observacion clinica (abscesos externos), el aislamiento y la identificacion de C.
pseudotuberculosis por cultivo microbiolégico y pruebas bioquimicas que siguen
siendo los métodos mas fiables de diagnéstico (Peel et al.,, 1997), los cuales
permiten diferenciar a la corinebacteria de otros microorganismos patégenos que
también inducen abscesos como Arcanobacterium pyogenes, Staphylococcus
aureus subsp. anaerobius, Actinobacillus licheniformis y Pasteurella multocida
(Dercksen et al., 2000; Williamson, 2001; Pekelder, 2000).

Aunque el aislamiento de C. pseudotuberculosis es la prueba de oro para el
diagndstico de esta enfermedad, tiene el inconveniente de que si la puncion y/o el
desbride del absceso no se realiza con suficiente precaucion, el material purulento
puede quedar expuesto al ambiente, siendo un foco de infeccion y diseminacion de
la enfermedad. Con la finalidad de mejorar el diagnostico y evitar estos
inconvenientes, se han desarrollado pruebas inmunodiagndsticas menos invasivas
como la prueba hemaglutinacion indirecta, IDGA, FC, prueba de la inhibicion
sinérgica de la hemolisis, ensayo de microaglutinacion y el ELISA.

Las técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) han
ido evolucionando hasta convertirse en herramientas rapidas y especificas para la
deteccién de C. pseudotuberculosis, para ello se han empleado distintos genes para
su identificacién, como el 16S rRNA, éste es el gen de eleccién para la mayoria de
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los estudios de taxonomia microbiana (Cetinkaya et al., 2002; Khamis et al., 2005),
rpoB, el gen que codifica la subunidad  de la ARN polimerasa bacteriana y que es
utilizado actualmente para estudiar las relaciones filogenéticas de los géneros
Corynebacterium y Mycobacterium (Khamis et al., 2004, Khamis et al., 2005) y el
gen pld, que codifica la exotoxina fosfolipasa D que estéd implicada en la virulencia
de C. pseudotuberculosis, C. ulcerans y Arcanobacterium haemolyticum (McNamara
et al., 1995).

Actualmente se han disefiado con éxito oligos para discernir la pld producida por C.
pseudotuberculosis de otros géneros que producen exotoxinas similares, esto se ha
logrado teniendo un desajuste en el extremo final 3' cambiando dos guaninas en
lugar de dos citocinas, resultando en una PCR con alta sensibilidad (94.6%) y una
elevada especificidad (Pacheco et al., 2007), por lo esta técnica se considera la
mejor herramienta para la identificacion del agente (Mufioz et al., 2016).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Evaluar en qué proporcion se ve comprometida la especificidad del ELISA e
IDGA en el diagndstico de Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis
debido a las reacciones cruzadas con los anticuerpos producidos por C.
pseudotuberculosis en cabras.

2.2 Objetivos Especificos

Tomar muestras de cabras a partir de lesiones sugerentes a linfadenitis
caseosa y con signos de paratuberculosis en siete entidades federativas de la
Republica Mexicana.

Realizar pruebas bacteriolégicas, bioquimicas, serolégicas y moleculares para
la identificacion de C. pseudotuberculosis.

Determinar la sensibilidad y la especificidad de ELISA en la deteccion de
anticuerpos contra MAP comparando con los resultados de la PCR anidada
IS900 de MAP.

Determinar la sensibilidad de la prueba de IDGA en la deteccion de
anticuerpos contra MAP comparando con los resultados de la PCR anidada
IS900 de MAP.

Comparar entre ellas la sensibilidad y la especificidad de las pruebas de PCR
1IS900, ELISA e IDGA.

3. HIPOTESIS

Los anticuerpos producidos en respuesta a la infeccion por linfadenitis
caseosa en cabras causan resultados falsos-positivos en las pruebas
serolégicas de Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Origen y caracteristicas de las muestras

El estudio se llevé a cabo con muestras de 103 cabras adultas (>2 afios) de siete
entidades federativas:

Estado Municipios Numero de cabras
muestreadas
Tlaxcala Huamantla 45
Ixtenco
Altzayanca
Jalisco Tepatitlan de 18
Morelos
Puebla Oriental 14
Libres
Tepeyahualco
Ciudad de México Tlalpan 12
Guanajuato Irapuato 10
Abasolo
Valle de Santiago
Zacatecas Villa de Cos 2
Morelos Huitzilac

4.1.1 Descripcion del origen de las muestras

Se realizO un muestreo por conveniencia, los hatos caprinos de interés fueron
aquellos que presentaban LC y paratuberculosis, asi como un rebafio libre de ambas
enfermedades; el criterio para considerar hato libre, se bas6 en la historia clinica y
confirmar que no existieran antecedentes de LC ni paratuberculosis desde hace mas
de cinco afnos.

El estudio contempld un total de 103 cabras; se obtuvieron muestras de sangre y
heces de cada animal; ademas, se recolectd exudado caseoso por puncion de
abscesos cutaneos en 60 cabras, 13 cabras presentaban abscesos fistulizados
sugerentes a la infeccion por C. pseudotuberculosis y 30 cabras provenian de hatos
libres de LC y paratuberculosis.

4.1.2 Procedimiento parala coleccién y transporte de la totalidad de las
muestras

Por medio de venopuncion yugular se colectd sangre para la obtencion de suero de
todos los caprinos (n=103). Los tubos Vacutainer® utilizados fueron mantenidos a
4°C hasta la completa formacion del coagulo y el suero se vertiéo asépticamente en
tubos de 1.5 ml para ser conservado a -20°C hasta el momento de utilizarlos.
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De las cabras que presentaban abscesos en linfonodos sugerentes a linfadenitis
caseosa (n=60), se recolectd el exudado purulento previa asepsia de la piel con
Clorhexidina al 2% y/o yodo al 10%; en el caso de los abscesos inmaduros o
profundos, se hizo una aspiracion con aguja. Las muestras se mandaron en medio
de transporte BBL Culture Swab® cuidando la cadena fria.

Las muestras de heces de las 103 cabras se obtuvieron directamente del recto,
utilizando bolsas de plastico previamente lubricadas con agua, se tomaron
aproximadamente 5 g de heces de cada animal.

4.2 Pruebas para el diagnostico de Corynebacterium pseudotuberculosis.

4.2.1 Aislamiento bacteriolégico

El aislamiento bacteriolégico de C. pseudotuberculosis se realiz6 partir de las
muestras de pus recolectada de los abscesos. Los hisopos fueron sembrados en
agar sangre e incubados en aerobiosis a 37 °C durante 24-48 h.

La caracterizacion de las colonias se realizé de acuerdo a la morfologia colonial,
presencia de hemdlisis y con la técnica de Gram.

4.2.2 Pruebas bioquimicas

De cada aislamiento identificado como bacilos Gram+, con una organizacion en las
colonias en “letras chinas”, se realizaron pruebas bioquimicas como glucosa,
sucrosa, reduccion de nitratos, urea y catalasa.

También se utiliz6 la prueba de hemodlisis sinérgica frente a R. equi (prueba de
CAMP), teniendo como control positivo a C. pseudotuberculosis ATCC 43924.

4.2.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En cuanto a la identificacion molecular, se llevé a cabo la PCR convencional a partir
de colonias puras de C. pseudotuberculosis para identificar el gen pld utilizando los
siguientes iniciadores: PLD-F (5 -ataagcgtaagcagggagca-3’) y PLD-R2 (5 -tcagcggt-
gattgtcttcca-3") disefiados por Pacheco y colaboradores, donde se obtiene un
producto de amplificacién de 203 pb (Pacheco et al., 2007).

Cada reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 50 yL que contenia 0.2 pL (1
U) de DreamTaq DNA Polimerasa, 5 pL de Buffer 10X (que incluyé 20-mM MgClI2),
0.5 pL dNTPs (400-uM), 1 pyL de cada primer (0.2 uM) y 30 ng de ADN.

Como control positivo se utilizé el ADN de la cepa de referencia ATCC 43924 de C.
pseudotuberculosis, en cada corrida de PCR se incluyé un testigo negativo el cual
incluia todos los componentes de la reaccion a excepcion de ADN.

El programa utilizado consistié en una desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min, 35
ciclos de 94°C por 30s, 55°C por 30s y 72°C por 35s; y una extension final de 72°C
por 5 min.

El producto de la PCR se visualizd en geles de agarosa al 2% tefiidos con bromuro
de etidio.
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4.2.4 ELISA

Se implementd un ELISA indirecto para la deteccidbn de anticuerpos contra
C.pseudotuberculosis basado parcialmente en el trabajo de Nassar y colaboradores
(2014). La finalidad de elaborar este ensayo se centr6 en confirmar que el hato
considerado libre, no presentara anticuerpos contra C.pseudotuberculosis, debido a
la presentacién visceral de esta enfermedad, ademas, corroborar la presencia de
anticuerpos circulantes en las cabras que manifestaban abscesos fistulizados
sugerentes a LC.

Para el desarrollo de esta prueba, se utilizaron 60 sueros de cabras positivas al
aislamiento de C.pseudotuberculosis y confirmados por PCR (control positivo), y 30
sueros provenientes de un sélo hato considerado negativo a ambas enfermedades
(paratuberculosis y LC) ubicado en el municipio de Altzayanca, Tlaxcala (el criterio
de libre de enfermedad fue basado en la historia clinica de hato libre desde hace
mas de cinco afios).

4.2.4.1 Obtencién del antigeno

Se llevé a cabo la obtencién del antigeno creciendo la cepa de referencia ATCC
43924 de C. pseudotuberculosis en caldo BHI durante 48 hrs/37°C en agitacion a
120 rpm. Se centrifug6 el cultivo a 3000 rpm y el sedimento fue lavado con 10 ml de
PBS (pH 7.2) tres veces. El paquete celular fue resuspendido en 2 ml del mismo
buffer. La disrupciéon celular se llevd a cabo por sonicacion (Ultra Soni Procesor)
durante 20 ciclos de 59” cada uno, el material obtenido se centrifugd a 900 xg
durante 10 min y el sobrenadante se guardé en microtubos a -20 °C.

4.2.4.2 Cuantificacién de proteina

La cantidad de proteinas en el sobrenadante se estimé mediante el ensayo
colorimétrico BCA Protein Assay (Bio-Rad®), el cual involucra la adicion del
colorante azul brillante de Coomasie que al unirse con acidos aromaticos esenciales,
especialmente arginina y reaccionar con las proteinas del sobrenadante, resulta en
el cambio de coloracién de la soluciéon que se mide en un espectrofotometro a una
absorbancia de 595 nm.

Para determinar la concentracion de proteinas totales del sobrenadante analizado,
los resultados de absorbancia se interpolaron a una curva de calibracion tomando
como referencia una proteina cuya concentracion es conocida, la albumina sérica
bovina (BSA) y se trabajaron a diferentes concentraciones de la siguiente manera:

1. Se prepararon por duplicado 5 diluciones de la proteina estdndar (BSA) a las
concentraciones de 2, 4, 6, 8 y 10 ug para tener un volumen final de 800 uL que
se fue completado con agua estéril.

2. También por duplicado se colocaron 20 pL del extracto no purificado de C.
pseudotuberculosis y se adicionaron 780 uL de agua estéril. Se incorpor6 a la
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curva un "blanco" (s6lo agua estéril). *Las muestras trabajaron siempre en hielo
para evitar la degradacion por accion de las proteasas.

3. Se colocaron 200 pL del reactivo de Bradford® a cada muestra incluyendo el
blanco.

4. Incubd a temperatura ambiente (TA) por 10 minutos.

Se midié la absorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro.

6. Con los valores obtenidos se construyé la curva de calibracion, y despejando la
ecuacion de la gréfica, se calculé la concentracion de proteina en el
sobrenadante.

o

4.2.4.3 Desarrollo del ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos contra
C. pseudotuberculosis.

La placa de microtitulacion de poliestireno fondo plano (NUNC®) fue sensibilizada
con 100 pl de antigeno crudo a una concentracion de 4 pg /ml diluido en solucion
amortiguadora bicarbonato-carbonato .1M pH 9.6 y se incubaron a 4°C por 18 horas
envueltas en papel aluminio. Al siguiente dia el liquido se desechd y se realizaron
tres lavados con 200 pl de PBS- Tween (PBS-T) (pH 7.4).

A cada pozo se le afiadié 100 pl de albumina sérica bovina (BSA) al 1% diluida en
agua estéril y se incub6 por 1 hora para bloquear los sitios libres de proteinas en el
fondo de la placa.

Se trabajo con los sueros atemperados diluidos a una concentraciéon 1:200 en una
solucién amortiguadora de fosfatos con 0.01% Tween 20 y 1% de leche descremada
(Svelty®).

Posteriormente se tomaron 100 pL de los sueros diluidos en este buffer y se
dispensaron en cada pozo, se incubaron a 37°C durante 1 hora. Se descart6 el
liquido y se realizaron 3 lavados con 200 pL de PBS-T.

Cada suero fue probado por duplicado, incluyendo por cada placa un control positivo
y uno negativo.

Se utld un conjugado anti-lgG caprino marcado con peroxidasa de rdbano (HRP) a
una dilucién de 1:400 con PBS (pH 7.2) y se dispensaron 100 yL en cada pozo,
incubandose por una hora a 37°C. El liquido fue desechado y se realizaron tres
lavados con 200 pL de PBS-T.

A cada pozo se agregaron 100 pL de solucién de sustrato 2-2° azino-di-(3-etil-
benzothiazol-sulfona-6)—(diamonio) (ABTS) (AMRESCO®) y se mantuvieron en
obscuridad y agitacion por 20 minutos a TA. La lectura se realiz6 a 490 nm en un
espectrofotometro.

Para elaborar el andlisis de resultados, los datos expresados en densidades Opticas

obtenidos por el calculo de la media (X) de cada muestra se basaron en la siguiente
férmula:
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Célculo de la mediade CP,CN y SP

CPx=CP1 A490 + CP2 A490
2

CNX= CN1 A490 + CN2 A490
2

SPX= SP1 A490 + SP2 A490

2
CPX= Promedio Control Positivo (CP)
CNX= Promedio Control Negativo (CN)
SPX= Promedio Suero Problema (SP)

4.2.4.4 Determinacion del punto de corte, la sensibilidad y la especificidad del
ELISA estandarizado.
El punto de corte se estableci6 por Intervalos de Confianza al 95% y dos

desviaciones estandar utilizando la siguiente formula: M =x + Z (0.5 — O-05/2) (5/\n),

donde: n (poblacion), M (media), & (desviacion estandar).
Con el software STATA 9.0® se calcularon los valores de la Curva ROC, la
sensibilidad y especificidad de la prueba.

4.3 Pruebas para el diagnéstico de M. avium subsp. paratuberculosis.

4.3.1 Inmunodifusion en gel de agar

Los sueros problema se evaluaron por duplicado, utilizando el antigeno
protopldsmico PPA-3 (Allied Monitor, Inc®) a una concentracién de 4mg/ml, y como
control un suero testigo positivo (Allied Monitor, Inc®). El gel de agarosa se prepard
al 1% en Buffer de fosfatos, colocando 30 uL de suero por pozo y 30 uL de antigeno
en el pozo central de cada roseta. Se incub6 a TA en camara humeda y las lecturas
de la prueba se realizaron a las 24 y 48 horas.

4.3.2 ELISA

El kit comercial ELISA Pourquier® Paratuberculosis Screening, se trabajo de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, excepto que todos los controles y
muestras se realizaron de manera duplicada.

La microplaca de ELISA recubierta con antigeno protoplasmatico de M.
paratuberculosis fue atemperada. Con el fin de minimizar las reacciones cruzadas,
las muestras junto con el control positivo y negativo se diluyeron 1:20 en un tampén
gue contiene M. phlei y se colocaron en agitacion durante 1 hora a TA.

Con las muestras y controles diluidos se dispensaron 100 uL en la microplaca y se
incubaron por 45 minutos (x 5 min) a TA, posteriormente el liquido se descartd y se
lavaron las placas tres veces con solucién amortiguadora.

Posteriormente, un conjugado monoclonal anti-lgG de rumiante marcado con
peroxidasa (incluido en el kit), se afiadi6é a cada pocillo y se incub6 durante 30 min.(+
3 min.) a TA. Las placas se lavaron y se afiadié el cromdgeno tetra-metil-benzidina
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(TMB), se incubd 10 min (x3 min) a TA protegida de la luz. La reaccion se paré con
100 ul de solucién de frenado, se homogeniz6 el contenido de los pocillos y se
realizo la lectura a 450 nm en un espectrofotometro.

Para elaborar el andlisis de datos, se utilizaron dos formulas: la primera para calcular
la media de OD de las muestras, posteriormente, se aplicé la segunda férmula para
obtener el resultado expresado en porcentaje:

Célculo de la media de CPX, CNx y | Célculo del porcentaje (P%) de las
SPX muestras analizadas (M)
CPX= CP1 A450 + CP2 A450 M/P%= 100 (Muestra A450 -CNXA450)
2 (CPX A450 — CNX A450)
CNX= CN1 A450 + CN2 A450
2
SPX= SP1 A450 + SP2 A450
2

CPX= Promedio Control Positivo (CP)
CNX= Promedio Control Negativo (CN)
SPX= Promedio Suero Problema (SP)

La reacciéon fue considerada vélida si la media del control positivo (CPX) tenia un
valor minimo medio de 0.350 OD a la lectura en 450 nm vy si el coeficiente entre la
media del control positivo (CPX) y el control negativo (CNX) es igual o superior a
3.00.

4.3.3 PCR anidada (nPCR) para la deteccién de la IS900 de M. avium subsp.
paratuberculosis

Para el diagnostico molecular, se utiliz6 una nPCR para la identificacion de la
secuencia de Insercion 1S900 de MAP utilizando ADN obtenido a partir de las
muestras de material fecal.

4.3.3.1 Obtenciéon de ADN a partir de heces

Para la obtencién de células se utilizo la técnica descrita anteriormente por Garrido y
colaboradores (2000). Dos gramos de heces de cada muestra se maceraron y
disolvieron en 45 ml. de un detergente de amonio cuaternario, el cloruro de N-
cetylpiridinio (HCP) al 7.6%.

Las muestras se descontaminaron durante toda la noche a TA en posicidn vertical.
Al dia siguiente, con una pipeta de transferencia estéril se toman 20 ml. de la
solucion procurando obtener un poco del material de la interfase, se centrifugd
durante 2500 rpm/10 min. A la pastilla obtenida se le realizaron tres lavados con 10
ml. de PBS, se resuspendio en 1.5 ml de PBS y se transfirid a un criotubo donde se
centrifugd por cinco minutos a 14,000 rpm para después eliminar el sobrenadante.

24



Posteriormente, el paquete celular se resuspendié en 500 pL de TE-triton 100x; con
la finalidad de romper a las micobacterias, el criotubo se sumergié en nitrégeno
liquido durante 5 minutos y enseguida se coloc6 en calor seco a 100°C, este paso se
repitio 3 veces.

4.3.3.2 Lisis celular y extraccién de ADN

Una vez rota la micobacteria se realiz6 la extraccion de ADN agregando 450 pL de
isotiocianato de guanidina (5M) y 250 uL de acetato de amonio (7.5 M), se mezcld
por inversion y se colocaron en hielo durante 15 min. Las muestras se transfirieron a
microtubos y se les adicion6 500 puL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) para
después centrifugar durante 5 min a 14 000 rpm, el sobrenadante se transfirié a otro
tubo microtubo y se repiti6 una vez mas la adicion de cloroformo- alcohol y el
centrifugado.

A la fase acuosa obtenida se le agregaron 450 pL de isopropanol y se colocaron a -
20°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se centrifugaron los tubos durante 10
min a 14 000 rpm, se lavé la pastilla dos veces con 1 ml. de etanol al 70% y el ADN
se dej6 secando a TA para ser reconstituido al dia siguiente con 30 uL de agua
miliQ.

Ademas, se realiz6 una purificacion del ADN obtenido mediante el uso de columnas
de polipropileno (Qiagen®, Ventura, California, USA) y la adicién de 500 pL de
etanol al 70%. La concentracion y pureza del ADN fueron verificados mediante el
uso de espectrofotometro (Nanodrop®).

4.3.3.3 Desarrollo de la nPCR 1S900

Para la identificacién del 1S900 de MAP, se utilizaron los iniciadores descritos por
Erume y colaboradores (2001). En la primera reaccion se utilizaron los iniciadores:
ptbl (5’ tga tct gga caa tga cgg tta cgg a 3’) y ptb4 (5’ cgc ggc acg gct ctt gtt 3’)
donde se obtiene un producto de amplificacion de 563 pb y para la segunda reaccion
los iniciadores ptb2 (5’ gcc geg ctg ctg gag tta a 3') y ptb3 (5’ agc gtc ttt ggc gtc ggt
ctt g 3"), con los que se obtuvo un producto de amplificacion final de 210 pb.

Cada reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 50 yL que contenia 0.2 pL (1
U) de DreamTaq DNA Polimerasa, 5 pL de Buffer 10X (que incluye 20-mM MgCl2),
0.5 pL dNTPs (400-uM), 1 uL de cada primer Ptbl, Ptb, Ptb2 y Ptb3 (20 pMol), 1 uL
de Enhancer 10x (Thermo Fisher Scientific®) y 30 ng de ADN. Se incluyé como
testigo positivo ADN gendmico de la cepa de MAP ATCC 19698.

4.3.3.4 Determinacion de la sensibilidad y especificidad de nPCR en la
identificacion del 1IS900 de MAP

Con la finalidad de determinar el limite de deteccion de sensibilidad de la nPCR, se
probaron distintas concentraciones del ADN gendmico de la cepa de MAP ATCC
19698, utilizando las condiciones descritas anteriormente. Las concentraciones
fueron 100, 50, 25, 10, 7, 5, 4, 3, 2, 1, 0.5 ng/ul de ADN gendmico de MAP.
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Para evaluar la especificidad del ensayo, se someti6 ADN gendmico extraido de
distintas cepas del género Mycobacterium spp. Un total de 6 cepas, incluidas el
control positivo fueron utilizadas para esta prueba:

Carril Identificacion
1 MAP ATCC 19698
Mycobacterium bovis 1207

Mycobacterium colombiensis

Mycobacterium kansassi

Mycobacterium arginum

| O | WO DN

Mycobacterium fortuitum

La amplificacion se realizé en un termociclador utilizando el siguiente programa:
desnaturalizacion inicial un ciclo a 95°C por 5 min, 35 ciclos de 95°C por 30s, 69.5
°C por 30s, 72 °C por 30s y extension final de 72°C por 7 minutos.

Al finalizar la primera amplificacién, se tomaron 3 uL de la primera reaccion y se
transfirieron a microtubos de PCR que contenian la misma cantidad y concentracion
de los reactivos ya descritos, excepto que los iniciadores Paratb 1 y Paratb 4 fueron
sustituidos por los iniciadores Paratb 2 y Paratb 3. Se utilizé el programa del
termociclador antes mencionado. Los productos se visualizaron en geles de agarosa
al 2% tefnidos con bromuro de etidio.

Posteriormente, se realizé la purificaron de los productos de amplificacién de la
NPCR IS900 con el kit QIAprep®, y se secuenciaron en ambas direcciones.
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5. RESULTADOS

5.1 Resultados de las pruebas para el diagnéstico de Corynebacterium
pseudotuberculosis

5.1.1 Aislamiento bacterioldgico

A partir de las 60 muestras de exudado caseoso de los abscesos cutaneos, se logro
el aislamiento en cultivo puro de C. pseudotuberculosis en el 100% de los casos
60/60, las colonias se observaron blancas, opacas y B-hemoliticas (Figura 1). A la
tincibn se observaron bacilos Gram+ con agrupacion en forma de “empalizada” o
“letras chinas”, caracteristicas que fueron compatibles con C. pseudotuberculosis.

Figura 1. Aislamiento de C. pseudotuberculosis, placas
con medio TSA que contiene 10% de sangre de oveja,
48 horas de incubacion.

5.1.2 Pruebas bioquimicas
Resultados de las pruebas bioquimicas de los 60 aislamientos de C.
pseudotuberculosis.

Pruebas bioquimicas Resultados

Positivos Negativos
Fermentacion de glucosa 51 9
Fermentacion de sucrosa 3 57
Hidrolisis de urea 60 0
Reduccién de nitratos 58 2
Catalasa 60 0
60 0
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La produccion de la hemdlisis sinérgica con Rhodococcus equi fue positiva en el
100% de los aislamientos (60/60). Esto demuestra la interaccion del factor equi con
la fosfolipasa D de C. pseudotuberculosis (Figura 2).

Figura 2. Produccién de hemdlisis sinérgica con
R. equi. (*) Aislamientos de campo de C.
pseudotuberculosis, (2) R. equi, (3) C.
pseudotuberculosis ATCC 43924 como C+, (4)
Produccién de hemodlisis sinérgica.

5.1.3 Identificacion molecular de C. pseudotuberculosis

La PCR fue realizada a partir de las extracciones de ADN obtenidas de las 60
muestras del exudado caseoso.

Al utilizar los iniciadores especificos, la técnica de PCR permitio amplificar el gen pld
de C. pseudotuberculosis en el 100% de las muestras clinicas (60/60) (Figura 3).

- e e - 203 pb

Figura 3. Amplificacién del gen pld a partir de las muestras clinicas. Carril
1, marcador de peso molecular 1Kb (Thermo Scientific®); carriles de 2-8,
aislamientos de C. pseudotuberculosis de las muestras clinicas; carril 9,
C. pseudotuberculosis ATCC 43924. La flecha indica el peso del producto
esperado (203 pb).
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5.1.4. Deteccién de anticuerpos contra C. pseudotuberculosis mediante
ELISA

5.1.4.1 Cuantificacion de proteina

Los resultados de absorbancia de la concentracion de proteinas totales contenidas
en el sobrenadante de C. pseudotuberculosis se interpolaron a una curva de
calibracion, tomando como valor de referencia la albumina sérica bovina (BSA).
Despejando la ecuacién de la grafica se obtuvo la concentracion total de proteina de
695 g de antigeno por ml. (Gréfica 1).
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Grafica 1. Curva de calibracion utilizando BSA como proteina de
referencia y despeje de la ecuacion para conocer la concentracion total de
proteina cruda de C. pseudotuberculosis contenida en el sobrenadante.
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5.1.4.2 Determinacion del punto de corte, la sensibilidad y la especificidad del
ELISA

Utilizando el programa STATA 9.0® se determiné el punto de corte por intervalos de
confianza al 95% y dos desviaciones estandar. Los valores obtenidos con los 90
sueros permitieron establecer un punto de corte de 0.255 (OD), por lo que los
valores iguales o mayores a este valor fueron considerados como positivos a la
prueba (Grafica 2). Los resultados indicaron que el ELISA tuvo una sensibilidad del
78.3 % y especificidad del 100% (Gréfica 2).
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Grafica 2. Determinacion de la sensibilidad y especificidad del ELISA para la
deteccion de anticuerpos contra C. pseudotuberculosis. Se observa la relacion
sensibilidad (78.3%) - especificidad (100%) del ELISA con respecto al punto de
corte. La flecha indica el punto de corte establecido a 0.255 OD con dos
desviaciones estandar y el intervalo de confianza del 95%.
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5.1.4.3 Evaluacién de las muestras de campo

La dilucion del suero 1:200 permitio detectar una diferencia de densidad Optica tres
veces mayor entre los testigos positivos y negativos, siendo el valor minimo
promedio 0.063 OD y 0.791 OD el valor mas alto.

Del total de sueros trabajados en este estudio (n=103), se obtuvieron 56 resultados
positivos y 47 negativos a este ensayo (Cuadro 2).

De las cabras previamente diagnosticadas por PCR con C. pseudotuberculosis
(n=60), 47/60 fueron seropositivas y 13/60 resultaron seronegativas, lo que significa
gue el 21.66 % son falsos negativos (Cuadro 2).

En cabras que presentaron abscesos fistulizados (n=13) que evidenciaban que en
algin momento cursaron con la enfermedad, pero no se obtuvo el aislamiento del
agente, hubo nueve cabras seropositivas y cuatro que no presentaron anticuerpos.
Con respecto al rebafio de cabras libre de LC (n=30), provenientes de Altzayanca,
Tlaxcala, el 100% (30/30) resultaron seronegativos a ELISA, lo que confirma los
antecedentes clinicos del rebafio.

Cuadro 2. Comparacioén de las pruebas ELISA y PCR para la identificacion

de C. pseudotuberculosis
Positivas a
Estatus clinico aislamiento y Resultado ELISA
PCR (gen pld)

POSITIVO NEGATIVO

Cabras con LC 60 47 13
Cabras con lesién - 9 4
sugerentea LC

Cabras libres de - 0 30

LC
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5.2 Resultados de las pruebas para el diagndstico de M. avium subsp.
paratuberculosis

5.2.1 Deteccion de anticuerpos contra MAP mediante IDGA

Solo en uno de 103 sueros evaluados se observé una linea de precipitacion bien
definida entre el pozo del antigeno y el suero a las 24 y 48 horas de incubacion,
ademéas de que presentd identidad con el suero control positivo (Allied Monitor,
Inc®). Este Unico suero fue considerado positivo a IDGA, en el resto de los 102
sueros no se present6 la formacién de la linea de precipitacion, por lo que fueron
considerados como negativos a la prueba.

5.2.2 Deteccion de anticuerpos contra MAP mediante ELISA Pourquier®
Paratuberculosis Screening

Para la interpretacion de resultados, las muestras con porcentaje inferior o igual a
45% se consideraron negativas a la presencia de anticuerpos frente a MAP,
muestras superiores a 45% e inferior a 55% son dudosas, y porcentajes superiores o
iguales a 55% se consideraron positivas.

La media del control positivo fue de 1.726 OD vy el control negativo de 0.042 OD
cumpliendo con las especificaciones del kit para poder validar la prueba.

El ELISA Pourquier® Paratuberculosis detectdé 2/103 cabras seropositivas (1.94%),
ninguna dudosa y 101 cabras seronegativas (Cuadro 3). Este ELISA de MAP obtuvo
una sensibilidad de 10% (2/20) y una especificidad de 100% al ser comparado con
los resultados obtenidos con la PCR anidada IS900 de MAP (20/103).

En los dos animales con presencia anticuerpos contra MAP, se confirmé la
presencia de LC por pruebas moleculares y serolégicas (Cuadro 3). Cabe sefalar
gue una de estas dos cabras seropositivas al ELISA también resultd positiva a IDGA.

Cuadro 3. Deteccion de anticuerpos seroldgicos mediante ELISAs

Anticuerpos contra M. TOTAL
paratuberculosis (n)
Positivo Negativo
Positivo a anticuerpos contra C.
pseudotuberculosis 2 54 56
(n=56)
Negativo a anticuerpos contra
C. pseudotuberculosis 0 47 47
(n=47)
TOTAL 103
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Al evaluar los resultados de reactividad expresados en porcentaje del ELISA
Pourquier® Paratuberculosis, se observo que la presencia de anticuerpos contra C.
pseudotuberculosis en cabras afectadas con linfadenitis caseosa, no interferia de
manera significativa con los antigenos presentes en las pruebas comerciales de
ELISA e IDGA utilizados en este estudio para el diagnostico de MAP.

Los dos animales seropositivos a MAP tuvieron lecturas de 60.34 % y 50.05 % en el
ELISA Pourquier® Paratuberculosis (Gréfica 3); sin embargo, este ensayo registré
porcentajes de reactividad (oscilaban entre 7% a 32.9%) en sueros de cabras que no
presentaban anticuerpos contra C. pseudotuberculosis, a pesar de esto, los sueron
fueron considerados negativo en el ELISA Pourquier® Paratuberculosis por tener
porcentaje inferior al 45% (Gréfica 3).

Evaluacion de la especificidad del ELISA Pourquier®
Paratuberculosis Screening en presencia de anticuerpos contra
C. pseudotuberculosis .
100

90 94.07
80
70

60 o 60.34 (+)

50.06 (+)

50

40

% de reactividad

30

20

10

SUEROS DE CABRAS

=&~ Negativos a anticuerpos contra C. pseudotuberculosis

~®=Positivos a anticuerpos contra C. pseudotuberculosis

Grafica 3. Evaluacion de la especificidad del ELISA Pourquier® Paratuberculosis
Screening. Los resultados expresados en porcentaje de las 103 cabras analizadas en este
estudio se muestran divididos en dos grupos (seropositivas y seronegativas a C.
pseudotuberculosis). Se observa las dos cabras seropositivas a paratuberculosis (+), el

Control positivo (----W) y ejemplos de porcentajes de reactividad en ambos grupos de
cabras.

5.2.3 Diagnéstico molecular de MAP

El ADN obtenido de la extraccion a partir de heces fue purificado mediante columnas
y cuantificado en un espectrofotometro (Nanodrop)®. Se evalud la calidad y cantidad
de ADN antes de ser sometido al ensayo.
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5.2.3.1 Sensibilidad de la prueba de nPCR

Con la finalidad de determinar el limite de deteccion de la nPCR para la
identificacion del sitio de insercion 900, se probaron distintas concentraciones de
ADN genomico del control positivo MAP ATCC 19698, utilizando las condiciones
descritas anteriormente. Las concentraciones fueron 200, 100, 50, 25, 10, 7, 5, 4, 3,
2,1, 0.5 ng/ul de ADN gendémico de MAP.

Se determind que la sensibilidad de la nPCR utilizando ADN purificado con columna
obtenido a partir de muestras de heces es de 3 ng/ul, obteniendo un producto de
amplificacion de 210 pb (Figura 4).

Figura 4. Limite minimo de deteccion de la nPCR 1S900

Caurril Identificacion
1 10 ng

7 ng

5ng

4 ng

3ng

2ng
1 ng -----‘— 210 pb

0.5ng

0| N| O g & W DN

Figura 4. Sensibilidad de la PCR anidada 1S900. Se utilizaron diferentes concentraciones de ADN gendmico
de M. avium paratuberculosis ATCC 19698. En el primer carril, el marcador de peso molecular 100 pb, carril
1 al 5 se observa la amplificacion de 10 ng hasta 3 ng de ADN.

5.2.3.2 Especificidad de la prueba de nPCR

Al someter el ADN extraido de distintas cepas bacterianas relacionadas
taxondmicamente con MAP y utilizar los iniciadores para la identificaciéon de 1S900
de MAP, también se identific6 un producto de amplificacion de aproximadamente
910 pb para el genoma de Mycobacterium fortuitum (Figura 5).
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Figura 5. Determinacion de especificidad de la PCR anidada 1S900

Caurril Identificacién

1 MAP ATCC 19698

2 Mycobacterium
bovis 1207

3 Mycobacterium
colombiensis

4 Mycobacterium

kansassi

5 Mycobacterium
arginum

6 Mycobacterium
fortuitum

Figura 5. Especificidad de la PCR anidada 1S900. En el primer carril, el marcador de peso molecular 100
pb, carril 1 producto de amplificacion de M. avium paratuberculosis ATCC 19698, carril 2 al 6 productos de
PCR a partir de ADN de cepas de Mycobacterium spp. Las flechas indican amplificacion

5.2.3.3 Evaluacion de las muestras de campo por nPCR 1S900

Al utilizar los iniciadores de la secuencia de inserciéon 900, la prueba de PCR
anidada identificé genoma de MAP en las muestras de excremento de 20/103 cabras
(19.41%) (Figura 6).

Asimismo, con la nPCR se identifico la presencia de esta micobacteria en el 100%
de las muestras de excremento proveniente de las dos cabras seropositivas a
paratuberculosis diagnosticadas mediante ELISA e IDGA, con lo que se corrobora
gue los resultados en la deteccion de anticuerpos contra paratuberculosis no
correspondian a sueros falsos positivos.

El protocolo realizado para esta técnica molecular permiti6 mejorar la sensibilidad de
la misma, permitiendo detectar 20/103 cabras (19.41%) por nPCR comparado con
2/103 cabras (1.94%) diagnosticadas mediante ELISA Pourquier® e IDGA. En
conclusion, la PCR identificé a 18 cabras mas que eliminaban MAP en heces pero
resultaban seronegativas en las pruebas seroldgicas utilizadas.

Cabe sefialar que existe una correlacion entre las cabras nPCR positivas y las
cabras que mostraron porcentajes de reactividad ligeramente elevados de
anticuerpos al ELISA Pourquier® Paratuberculosis, pero fueron consideradas
negativas (Grafica 3).
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Figura 6. Deteccién ADN a partir de muestras de heces

Identificacién Resultado
1 | MAP ATCC +
19698
2 0036 -
3 81873 +
4 9091 +
5 1442 +
6 Choky +
7 Olayo +
8 1622 -

Figura 6. PCR anidada 1S900 utilizando extracciones de ADN a partir de excremento. Carril 1, marcador de
peso molecular 100 pb, carril 2 producto de amplificacion de MAP ATCC 19698 como C+, carriles
identificados 3 al 9 muestras clinicas. La flecha indica el peso del producto esperado (210 pb).

5.2.3.4 Secuenciacién del producto PCR 1S900 a partir de muestras clinicas

Los productos de amplificacion de la PCR anidada para la identificacion de 1S900 a
partir de muestras de excremento se purificaron con kit QIAprep®, se secuenciaron
en ambas direcciones. La secuencia de nucleétidos se determiné mediante el Taq
FS Dye Terminator Cycle Sequencing Fluorescence-Based Sequencing y el analisis
con el sistema de secuenciacion de ADN Applied Biosystems 3730. La busqueda de
homologia de las secuencias fue obtenida con la base de datos de GenBank Blastn
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (Altschul et al., 1990). Los resultados de la
comparacion de datos muestran 99 y 100% de identidad con Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis insertion sequence 1S900 aislado de wuna cabra
(Identificacion de la secuencia: gb|S74401.1]).
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6.DISCUSION

Se ha sugerido que los anticuerpos producidos en respuesta a la infeccion por C.
pseudotuberculosis, el patégeno causante de la linfadenitis caseosa en pequefios
rumiantes, interfieren con las pruebas serolégicas para la deteccion de M. avium
subsp. paratuberculosis en los caprinos (Manning et al., 2007; Krt et al., 2002),
debido a la cercania taxon6mica y a las similitudes antigénicas entre ambas
bacterias.

Esta interferencia seroldégica ha sido reportada en numerosos estudios entre
distintas especies coinfectadas con microorganismos pertenecientes al grupo CMNR
(Abou-Zeid et al., 1985; Bercovier et al., 2001; Osterstock et al., 2007; Stabel et al.,
2013).

Los antigenos protoplasmaticos de MAP utilizados en los ELISAs comerciales o
como antigenos de captura en otras pruebas como la IDGA, son una mezcla del
lisado de células que incluyen lipidos, carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos,
obtenidos por ruptura fisica completa de las micobacterias, seguido de la eliminacion
de los desechos celulares y la obtencion del sobrenadante. Entre los componentes
presentes en el sobrenadante se encuentran los polipéptidos y polisacaridos que son
capaces de actuar como inmundgenos, y estan presentes tanto en la pared celular y
el citoplasma de los géneros Mycobacterium y Corynebacterium, y en algunos casos
se encuentran también en el fluido extracelular (Cummins, 1962; Lederer et al.,
1975; Barksdale y Kim, 1977).

Los resultados del presente estudio demuestran que en cabras con LC, la presencia
de anticuerpos seroldgicos contra C. pseudotuberculosis no interfiere de manera
significativa con los antigenos de captura de MAP utilizados en las pruebas
comerciales de ELISA e IDGA.

Estos resultados concuerdan con lo observado por Gumber y colaboradores (2006),
quien reporta que en el diagnostico de paratuberculosis en hatos caprinos, el uso del
ELISA IDEXX (Instituto Pourquier®) no es afectado por los anticuerpos contra C.
pseudotuberculosis, debido la alta especificidad que posee este ensayo (Gumber et
al., 2006). Otros estudios han evaluado los valores de especificidad de este kit entre
98 y 100% para la deteccion de anticuerpos en suero de cabra y vaca,
respectivamente (Tripathi et al. 2008; Collins et al. 2005) y de 99 al 100% para la
deteccion de anticuerpos en leche de vaca (Van Weering et al., 2007).

En este estudio, el ELISA IDEXX (Instituto Pourquier ®) presenté una especificidad
del 100%; obteniendo 83/83 cabras seronegativas a paratuberculosis comparado
con la PCR usada para la deteccion de la secuencia de insercion 900 de MAP.
Nuestros resultados obtenidos en cuanto a la especificidad del ELISA, concuerdan
con los reportados por Gumber y colaboradores, donde obtienen 100% de
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especificidad utilizando el mismo kit para la deteccién de anticuerpos en suero. La
sensibilidad documentada en este estudio fue de 56.4% en una muestra poblacional
de 945 cabras mayores de un afio (Gumber et al. 2006).

Esta elevada capacidad de descartar falsos positivos se podria deber a la necesidad
de comercializar una prueba diagnéstica en la que no interfieran los anticuerpos de
otras bacterias que pueden coinfectar al mismo tiempo a los rumiantes, como es el
caso de M. tuberculosis, C. xerosis, C. pseudotuberculosis y M. bovis en el caso de
ganado bovino.

La carencia de interferencia en el ELISA, también se ha reportado en cabras
infectadas naturalmente (Acosta et al., 1995), asi como en modelos de infeccién
experimentales con C. pseudotuberculosis (Bezos et al., 2015), evidenciando que la
presencia de LC en cabras libres de tuberculosis no conducia a resultados falsos
positivos en las pruebas de tuberculina cervical simple y comparativa.

En otro estudio en bovinos vacunados con BCG (vacuna viva atenuada) en un
modelo de infeccidbn con M. bovis, se determiné que la presencia de anticuerpos
vacunales contra MAP, no afecta el diagndstico de tuberculosis en las pruebas para
la deteccion de inmunidad celular y humoral (Coad et al., 2013). Mientras que en
bovinos naturalmente infectados con MAP o vacunados con Mycopar® (bacterina
gue contiene células completas inactivadas de MAP), la identificacion de anticuerpos
contra M. bovis mediante un ELISA comercial (IDEXX) tampoco vio afectada la
especificidad por la presencia de anticuerpos contra MAP (Tewari et al., 2014).

A pesar de utilizar antigenos no purificados, la mayoria de los ELISAs comerciales
disponibles actualmente para el diagnéstico de MAP cuentan con una especificidad
mayor del 95%, pero poseen una baja sensibilidad de 13.5 a 42% (Sweeney et al.,
2006; Sockett et al.,1992), esta ultima va incrementando con la edad del animal
(Nielsen y Toft, 2006).

En este estudio, la sensibilidad del ELISA IDEXX (Instituto Pourquier ®) fue
comparada con los resultados obtenidos con la PCR 1S900, siendo
considerablemente menor en el ELISA al detectar dos cabras que presentaban
anticuerpos contra MAP con respecto a las 20 cabras detectadas como positivas por
PCR; la sensibilidad del ELISA result6 ser del 10% (2/20).

Estos resultados reflejan la estimacién de la sensibilidad global de los ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas comerciales referida por otros autores, sin
embargo, un estudio longitudinal de la seroreactividad del ELISA de MAP, sugiere
gue estos ensayos podrian tener una tasa aun mas baja de sensibilidad (13.5%)
(Sweeney et al., 2006).

Los resultados de la IDGA utilizando el antigeno PPA-3, detectaron Unicamente un
animal seropositivo comparado con la PCR 1S900 de MAP. Este resultado coincide
con un trabajo realizado en cabras con LC, en donde se detectaron anticuerpos
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contra MAP mediante ELISA e IDGA; en dicho estudio, la prueba de IDGA fue
menos sensible que el ELISA en rebafios con paratuberculosis, donde no se
presentaron falsos positivos en la IDGA. Sin embargo, esta uUltima prueba identificd
so6lo un tercio de las cabras que fueron positivas al cultivo fecal y positivas a PCR
(Manning et al., 2007).

Estas discrepancias en la capacidad de las pruebas serolégicas (ELISA e IDGA),
para identificar los animales con paratuberculosis, han sido correlacionadas con
diversos factores como la disminucion o la pérdida de respuesta inmune ante la
infeccidn; esta actividad supresora, denominada anergia, en donde la produccion de
anticuerpos se ve afectada, se presenta a menudo en infecciones micobacterianas,
induciendo la incapacidad de las células T especificas a antigeno, que resulta en la
progresion de la enfermedad (Waters et al., 1999).

La pérdida de la respuesta inmune ocurre gradualmente y afecta a los isotipos de
células B a diferentes tiempos. Presumiblemente, la produccién de anticuerpos
dependiente de células T es la primera respuesta en perderse, seguido de otros
isotipos. Clinicamente, los anticuerpos unidos al sistema de complemento parecen
disminuir antes que aquellos detectados mediante la ELISA (Hilbink et al., 1994;
Ridge et al., 1991).

La anergia se presenta en animales de mayor edad con respecto a los animales
jovenes, con historial de infeccién cronica o que se encuentran en las etapas finales
de la infeccidon. La progresion de la enfermedad resulta en la excrecion intermitente
del bacilo, donde finalmente, si un animal se mantiene infectado con la micobacteria
por periodos prolongados, la respuesta inmune se vuelve completamente anérgica
sin ninguna capacidad de dar respuesta celular o humoral demostrable para los
antigenos de MAP (Bernardelli et al., 2000; Clark et al., 2008).

La respuesta anérgica podria ser el resultado de la exposicion fetal a MAP, que
resulta en la inmuno-tolerancia frente a los antigenos de MAP o en las respuestas de
anticuerpos maternos en los terneros que inhiben las respuestas de anticuerpos
expuestos a la micobacteria. Se ha demostrado anteriormente que el desarrollo de
células T reguladoras en el feto, son responsables de la tolerancia inmune que
resulta de la exposicion a aloantigenos maternos (Mold et al., 2008). Resultados
similares se han reportado en otras infecciones tras la exposicion fetal (Endsley et
al.,, 2003), encontrando que las respuestas de células T se conducen con
normalidad, pero las células B o las respuestas de anticuerpos se ven afectadas.

Probablemente la escasa deteccion de anticuerpos seroldgicos obtenidos en las 103
cabras de este estudio, se deba a que la mayor parte de los animales que resultaron
seropositivos a MAP, eran cabras mayores de 4 a 5 afios. En la mayoria de las
explotaciones visitadas (>90%), el propietario desconocia el estatus sanitario de sus
animales, por lo tanto, se ignoraba el tiempo y las generaciones que habian estado
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expuestas a esta micobacteria, siendo el muestreo realizado en este estudio, el
primer diagndstico que se le brindaba al productor.

Esta combinacion de factores intrinsecos (respuesta inmune del animal,
mecanismos que desencadenan anergia, cronicidad, animales viejos, excreciéon
micobacterias) sumado a factores extrinsecos como la baja sensibilidad de esta
prueba debido al uso de antigenos poco especificos, podria explicar la baja
sensibilidad en el ELISA IDEXX (Instituto Pourquier®) e IDGA. Collins vy
colaboradores sugieren que el diagndstico basado en anticuerpos, detecta menos de
un tercio de todos los animales infectados por MAP, por lo que el porcentaje de
resultados positivos podria multiplicarse por al menos un factor de tres para obtener
una estimacion aproximada de la verdadera prevalencia de infeccion dentro de los
rebafios donde se desconoce el estatus sanitario de esta enfermedad (Collins y et
al., 2005).

Por otra parte, la PCR es una herramienta eficiente en el diagnéstico de infecciones
por micobacterias, llegando a ser considerada de eleccion debido a la rapidez con la
gue se pueden generar resultados a partir de muestras clinicas de bacterias de
crecimiento lento o fastidioso como es el caso de MAP (Hawkey, 1994). La PCR
puede ser mas sensible que el cultivo fecal, pero esto es dificil de determinar,
porque el cultivo de MAP sigue siendo la prueba de referencia actual (Clark et al.,
2008). Sin embargo, a pesar de que la PCR es adecuada para confirmar los casos
clinicos de la enfermedad de paratuberculosis, en la actualidad se considera que
tiene una aplicabilidad limitada en los estudios de prevalencia y en los programas de
erradicacion (Pearson, 2014).

La PCR se puede adaptar para detectar diferentes dianas genéticas, siendo el sitio
de insercidén 900, una secuencia comunmente utilizada para el andlisis de muestras
clinicas, debido a las multiples copias de esta secuencia contenidas en el genoma
de MAP y por lo tanto, tratarse de un objetivo sensible.

Utilizando un analisis bayesiano, la sensibilidad y la especificidad de una PCR
directa de muestras fecales de bovinos naturalmente infectados, fueron estimadas
entre 29% al 99.3% (Wells et al., 2006) y 60% al 97% (Alinovi et al., 2009),
respectivamente. Observando que el limite minimo de deteccion de la PCR varia en
funcién de la concentracion de bacterias presentes en la muestra, el proceso de
extracciéon de ADN y el protocolo empleado (Gao et al., 2007).

En el presente estudio el limite minimo de deteccion de la PCR IS900 a partir de
muestras de heces fue de 4 ng/ yL de ADN. Se identificaron 20 de 103 cabras
(19.41%) que excretaban el bacilo, resultando positivas a la amplificacion de 1S900
de MAP a partir de heces.

Lo anterior indica que el protocolo utilizado para la PCR de este estudio, identificd
como positivas a paratuberculosis a 18 cabras mas en comparaciéon con las dos de
103 cabras (1.94%) positivas con la IDGA y ELISA, siendo la PCR la técnica capaz
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de detectar cabras que eliminaban M. avium subsp. paratuberculosis en heces, pero
gue resultaban negativas al serodiagnéstico.

El hecho de que la técnica de PCR anidada I1S900 haya permitido la identificacion
rapida y sensible de MAP en el presente estudio, podria atribuirse a una serie de
factores:

1) La eficiente lisis de las micobacterias para obtener sus acidos nucleicos. Garrido y
colaboradores comparan diferentes tratamientos quimicos combinados con métodos
fisicos y concluye que la extraccion a base de calentamiento-enfriamiento junto con
el tratamiento de Tritdbn 100X, se obtiene la mayor cantidad y calidad de ADN a partir
de heces (Garrido et al., 2000).

2) El uso de columnas de polipropileno y de etanol, que tienen la capacidad de
union entre las diferentes cargas que permiten la unién de la matriz intercambiadora
de aniones empaquetada en columnas de polipropileno y la carga positiva del ADN;
de esta manera, se logré eliminar las impurezas contenidas en el ADN con la
eficiente obtencidn de acidos nucleicos.

3) La eliminacion de sustancias inhibidoras usando el cosolvente PCR Enhancer 10x
(Thermo Fisher Scientific®) empleado en la primera reaccién de la PCR anidada,
permitiendo la amplificacion eficiente de las secuencias nucleotidicas ricas en G-C y
evitando las dificultades con los templetes problematicos de la PCR.

4) Si este resultado se combina con la secuencia de ADN diana para la identificacion
molecular de MAP, la IS900, que es ampliamente utilizada por la buena sensibilidad
gue presenta debido al alto niumero de copias presentes el genoma de MAP que
contiene entre 15y 20 (Collins et al., 1989; Green et al., 1989). Se ha concluido que
en muestras clinicas, el niumero de micobacterias puede ser minimo y el nimero de
copias por genoma de la secuencia diana puede ser determinante a la hora de dar
un diagnéstico (Van der Giessen et al., 1992).

Por otra parte, también se debe considerar que el alto rendimiento de la PCR
comparado con el escaso numero de seropositivos, puede deberse a factores que
pueden impactar los resultados del ELISA como el estatus sanitario de los animales,
la técnica empleada, el punto de corte establecido, entre otros.

Se sabe que la sensibilidad del ELISA es de 50-87% en sueros de bovinos con
signos clinicos, de 24-94% en el ganado sin signos pero que excretan MAP; y 7-22%
en bovinos infectados con el agente, asintométicos y con minima excrecion de
micobacterias (Nielsen y Toft, 2008).

Probablemente, los sueros trabajados en este estudio, pudieron provenir de cabras
que se encontraban en estadios de infeccion subclinica y que comenzaban a
eliminar el bacilo en heces de manera intermitente, siendo detectables por la PCR
pero no a los pruebas para la deteccién de anticuerpos seroldgicos contra MAP; 0 en
el caso contrario, tratarse de cabras que cursaban por estadios clinicos crénico-
avanzados, donde se sabe que la respuesta inmune por parte de CD4+/CD8+
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disminuye en esta infeccion micobacteriana (Chiodini y Davis,1992).

No obstante, en la utilizaciéon de la secuencia de 1S900 para la deteccion de MAP, se
conoce la presencia de elementos similares a la 1S900 (IS900-like) en otras
bacterias.

La IS900 pertenece a una familia de elementos IS relacionados entre si, que se
encuentran en microorganismos del orden Actinomycetales, entre las que se
incluyen la 1S901, 1S902 y la 1S1110, las cuales han sido descritas en M. avium
subsp. avium (Maa), M. avium subsp. silvaticum (Mas) y Maa respectivamente
(Bolske et al., 2002).

Se han reportado genes 1S900-like en muestras provenientes de micobacterias
ambientales presentes en heces y estrechamente relacionadas con M. scrofulaceum
(Coussins, 1999); en microorganismos del complejo M. avium procedentes de
pacientes con SIDA (Naser et al., 1999), asi como en un aislado micobacteriano de
heces de bovino llamado Mycobacterium spp. 2333 relacionado con M. cookii, el
cual alberga una copia de la secuencia 1S900 con identidad del 94% a nivel del
acidos nucleicos (Englund et al., 2002).

También se informo la presencia de elementos IS900-like en seis aislados a partir de
heces y tejidos de animales salvajes (Motiwala et al., 2004), mientras que en
muestras de leche a granel de bovinos, se identificé una cepa de M. porcinum,
obteniendo una identidad de 74.4% con el elemento 1S900 de MAP (Taddei et al.,
2008).

En este estudio, utilizando los iniciadores descritos por Garrido et al. (2000) para la
amplificacion de la 1IS900 de MAP producto de la PCR anidada, también se obtuvo
un producto de amplificacion de aproximadamente 910 pb en el genoma de
Mycobacterium fortuitum. No existen reportes de amplificacién de M. fortuitum como
secuencia 1S900-like con los iniciadores utilizados en este estudio.

A pesar de que se han descrito secuencias alternativas para el diagnostico
molecular de MAP, ninguna secuencia de insercion goza de la sensibilidad que
proporciona la 1S900. Por lo tanto, para corroborar los resultados de la PCR y sus
posibles fallas en la especificidad, el andlisis de secuencia del producto de la PCR,
sigue siendo el método ideal para confirmar la identidad de la secuencia IS900 de
MAP.

La elevada identidad encontrada en la alineacién multiple de las secuencias de
nucledtidos en las muestras clinicas a partir de heces, obtuvieron un 99-100% de
identidad con la secuencia Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis insertion
sequence 1S900 (gb|S74401.1]) de la base de datos del GenBank, nos permitio
confirmar la presencia de paratuberculosis en rebafios de cabras de cinco diferentes
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estados de la Republica, entre los que se encuentran Tlaxcala, Puebla, Ciudad de
México, Jalisco y Guanajuato; siendo los estados de Puebla y Ciudad de México los
gue presentan el mayor numero de cabras afectadas.

En México ha sido notificada la presencia de paratuberculosis en hatos de cabras
provenientes de los estados de San Luis Potosi (Estévez et al., 2007), Ciudad de
México (Estévez et al., 2007; Chavez et al., 2004; Favila, 2007), Guanajuato
(Estévez et al., 2007; Anduaga, 2014; Favila et al., 2009) Querétaro (Yurame, 2014,
Estévez et al., 2007; Favila et al., 2007), Veracruz (Estévez et al., 2007; Martinez et
al., 2012), Morelos (Favila et al., 2007), Oaxaca (Favila et al., 2009), Puebla (Favila
et al., 2009; Gallaga, 2011), regién lagunera de Durango y Coahuila (Toledo et al.,
2011) coincidiendo con los estados de la republica reportados en este trabajo.

Por otra parte, la informacién epidemiolégica acerca de la situacién actual de la
paratuberculosis en el pais sigue siendo escasa y dispersa, a pesar de que la
paratuberculosis en caprinos, ovinos y bovinos esta considerada como enfermedad
de notificacion mensual obligatoria ante la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA, 2016).

En el transcurso de este estudio, se constatd que un problema evidente es el
desconocimiento mismo de la enfermedad en las diferentes producciones visitadas,
por ende, no es posible el registro de casos reales y la notificacion correspondiente.
Esta falta de informacién de la situacién zoosanitaria dificulta la implementacion de
un programa de control voluntario de la paratuberculosis en nuestro pais, con el cual
se brindaria informacion al productor acerca de esta enfermedad y al mismo tiempo,
se comprenderia la problematica que conlleva la compra de un animal infectado en
estado podromico, los factores implicados en el desarrollo de la paratuberculosis
como la patogénesis, el diagnéstico y el impacto que provoca en todo el sistema de
produccion, que se ve reflejado en pérdidas econdmicas y la implicacion de esta
micobacteria como posible agente zoondtico.

La paratuberculosis y la linfadenitis caseosa son enfermedades endémicas en el
pais, que deben su importancia a las pérdidas econémicas que provocan la alta
morbilidad, su dificil erradicacion una vez establecida dentro del hato, la escasa
respuesta ante el tratamiento con quimioterapéuticos y a la poca proteccion
conferida con el uso de inmundgenos que disminuyen el grado de las lesiones pero
no evitan el desarrollo de estas enfermedades.

Ambas bacterias se presentan principalmente en rebafios con higiene deficiente,
donde el manejo inapropiado de desechos, heces, productos del parto, desbridacion
y manejo de la pus, desinfeccidon de heridas fistulizadas, junto con medidas
sanitarias inadecuadas (desinfeccion de material quirdrgico, control de vectores,
pasteurizacion del calostro antisepsia de las ubres, asi como a la falta de vigilancia
en los requisitos sanitarios para la importacion y la carencia de barreras arancelarias
en Meéxico que controlen y vigilen la introduccion de animales libres de
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paratuberculosis a nuestro pais pueden contribuir a la coinfeccion con ambas
bacterias dentro del hato.

El control de la LC no es una tarea facil. El potencial de C. pseudotuberculosis para
sobrevivir durante varios meses en el medio ambiente y su comprobada capacidad
de sobrevivencia en determinados fomites, contribuyen a la propagacién del
microorganismo dentro un hato o rebafio (de S& et al., 2010). Los animales
afectados no responden adecuadamente al tratamiento con quimioterapéuticos,
debido a que las bacterias se encuentran protegidas por la gruesa céapsula que se
forma en los abscesos (Piontkowski y Shivvers, 1998; Stanford et al.,, 1998). La
aplicacion de inmundgenos no evita el desarrollo de la enfermedad, sin embargo, se
ha observado la reduccién en el nimero y el tamafio de las lesiones causadas por C.
pseudotuberculosis. El uso de una antitoxina ha impedido la propagacién de la
bacteria dentro del hospedero; pero no es capaz de prevenir el desarrollo de los
abscesos (Williamson, 2001). Por otra parte, la vacunaciéon en cabras con una
exotoxina-inactivada con formol, inhibié la accién de la fosfolipasa D y también
impidio la propagacion de bacterias, después de la inoculacion experimental (Brown
et al., 1986).

En general, se considera que la mejor estrategia para controlar la enfermedad es la
identificacion y/o eliminaciéon de los animales infectados junto con la vacunacién de
animales sanos. Sin embargo, las dificultades asociadas con la identificacién clinica
temprana de los animales infectados pueden ser un obstaculo para una estrategia
de este tipo. Diversos autores han referido que la introduccion de un animal afectado
con LC provoca una alta incidencia de abscesos de 2 a 3 afios después de su
entrada al hato (Williams,1980; Ashfaq y Campbell, 1979).

Por otra parte, un punto importante para la prevencion de la paratuberculosis
depende en gran medida del analisis y del diagnéstico minucioso al momento de
ingresar animales nuevos al rebafio, sin embargo, la Unica medida con la que se
podria garantizar que un animal infectado no sera introducido a un hato libre de
paratuberculosis, es mantener un ciclo de produccién completamente cerrado, ya
gue al adquirir un animal procedente de una explotaciébn ganadera en la que
previamente no se ha diagnosticado la enfermedad, o se tiene un diagndstico
presuntivo en el cual los animales recién adquiridos resulten negativos, no asegura
gue el animal esté verdaderamente libre de la enfermedad.

Los animales deben ser adquiridos de hatos con certificados libres de
paratuberculosis, esta certificacion ha sido implementada en paises como Estados
Unidos, Canada, Autralia, Argentina y Chile, no es asi en México, donde hasta el
momento la certificacion de hato libre de paratuberculosis no es un requerimiento
zoosanitario para la movilizaciéon de animales dentro del pais, ademas de que no
existen requisitos zoosanitarios que controlen la importacién de ganado infectado
con paratuberculosis.
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Los animales mas susceptibles de adquirir una infeccion con MAP son los animales
recién nacidos o jovenes, por lo que el manejo y cuidado de este grupo, es uno de
los eslabones mas importantes en cualquier programa de control (Goodger et al.,
1996). Entre las medidas de control se incluyen la separacién de crias de madres
inmediatamente después del nacimiento, la alimentacion de neonatos con
suplemento de calostro libre de paratuberculosis y sustituto de leche, manteniendo a
las hembras de reemplazo en lugares separados (Bastida y Juste, 2011).

Los animales que se encuentran en etapa subclinica de la infeccion, son un riesgo
de excrecion intermitente de la micobacteria en heces, contribuyendo a la
contaminacion ambiental, debido a esto, se debe tomar como medida de control el
mejorar la higiene general dentro de las instalaciones, con la limpieza periodica de
corrales y manejo adecuado de excretas, ya que esta micobacteria, al igual que C.
pseudotuberculosis, posee la elevada capacidad para sobrevivir en el ambiente que
puede ser de alrededor de un afio (Whittington et al., 2004; Whittington et al., 2005).

Esta supervivencia de MAP por largos periodos de tiempo en el medio ambiente
puede ser riesgo de infeccion, debido a la convivencia simultdnea de varios animales
procedentes de distintas producciones de ganaderia extensiva y semintensiva que
comparten las pasturas, el agua y permiten el contacto estrecho entre hatos y con
otras especies animales susceptibles a la paratuberculosis, como es el caso de la
fauna silvestre.

La presencia de casos clinicos también representa pérdidas econdmicas, debido a la
merma en la produccion, ademas de que estos animales constituyen un foco de
infeccion y contaminacion ambiental. En un estudio realizado en 29 rebafios de
ganado bovino lechero en el estado de Hidalgo, se estimdé que las pérdidas
econdmicas eran de $10.345 pesos por vaca/afo, encontrando que el 96.55%
(28/29) de los hatos muestreados, tenian animales seropositivos a paratuberculosis
(Miranda, 2005).

Otra investigacion evalué el impacto econdmico en explotaciones lecheras de
ganado caprino en el estado de Guanajuato, concluyendo que las pérdidas
econdmicas por animal eran de $454 hasta $852 pesos, dependiendo de la
prevalencia de paratuberculosis en rebafios con produccién intensiva (Jorge, 2011).
Para disminuir el riesgo de infeccibn dentro de una explotacién, los casos
sospechosos a paratuberculosis deben eliminarse, esta practica en algunos casos
es poco viable debido al elevado numero de animales infectados, por lo que la
separacion fisica de los animales sospechosos o infectados de los animales sanos,
es una de las pautas principales de control.

El uso de vacunas a pesar de inducir una respuesta humoral y celular, no confiere
una proteccién absoluta ante la infeccién, por lo que los animales vacunados pueden
desarrollar la enfermedad y/o excretar MAP en las heces (Chiodini, 1996; Kérmendy,
1994).

Sin embargo, se ha observado en pequefios rumiantes la disminucién de la
presencia de signos clinicos, la reduccion en el nimero y en el tamafio de
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granulomas intestinales, asi como en el nimero de excretores fecales y de animales
positivos en los cultivos bacteriologicos (Bastida y Juste, 2011; Gwozdz et al., 2000;
Chiodini et al.,1984).

Las pruebas para la deteccion de la respuesta inmune, especialmente las
seroldgicas, han tenido una serie de ventajas con respecto a la PCR y al cultivo
bacteriol6gico. El ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas, proporciona
resultados rapidos y ofrece una alternativa mas econémica respecto al cultivo fecal y
la PCR. Debido al bajo costo de estas pruebas para la deteccion de anticuerpos, los
productores optan por muestrear sus animales con frecuencia, especialmente en
este tipo de enfermedades con periodos de incubacion prolongados y respuesta de
anticuerpos oscilantes (Nielsen y Toft, 2006).

Dadas las limitaciones de las pruebas diagndsticas actuales, la investigacién se ha
enfocado en el desarrollo de pruebas sensibles y especificas para la deteccion de
MAP, entre los que se contempla, el descubrimiento de nuevos antigenos o cOcteles
de antigenos y la expresion diferencial de genes que pueden discriminar MAP de la
infeccién con otras micobacterias (Meade et al., 2007; MacHugh et al., 2009)

Los antigenos méas inmunogénicos de MAP, tienden a ser compartidos entre varias
especies de micobacterias pero se han identificado una serie de nuevos antigenos
prometedores obtenidos a partir del proteoma de filtrados de cultivo, antigenos
recombinantes, proteinas de latencia o la combinacibn de varios antigenos
especificos con la finalidad de optimizar la deteccion de MAP en sus distintas etapas
(Cho et al., 2007; Facciuolo et al., 2013).

Un analisis inmunoprotedmico a gran escala evalud las proteinas presentes en los
extractos y filtrados de cultivo de MAP con la finalidad de obtener antigenos
especificos que pudieran ser utilizados como potenciales candidatos para el
desarrollo de nuevas pruebas diagndsticas. La seleccion de estos antigenos se basoé
en la especificidad prospectiva en busquedas BLAST (los antigenos presentes en
los CF de MAP se encontraban ausentes en los genomas completos de M. bovis y
M. avium subsp. avium) y la antigenicidad en el analisis immunoprotedmico.

El resultado fue la obtencion de tres antigenos recombinantes (MAP1693c,
MAP4308c y MAP2677c) utilizados en un ELISA que mejoré de manera significativa
la especificidad de la prueba, al lograr diferenciar entre los anticuerpos de infeccién
de M. paratuberculosis de los de M. bovis en el 100% de los sueros, y al mismo
tiempo mantener una sensibilidad del 94.74%.

En otro estudio, con una combinacion de siete antigenos (MAP0038, MAP0210C,
MAP1272, MAP1693C, MAP2020, MAP2513 Y MAP0209C) utilizados en un ELISA
para el diagnostico de MAP, se logré optimizar la especificidad de este ensayo al
disminuir la reactividad cruzada de anticuerpos en los sueros de animales infectados
experimentalmente con M. bovis, comparado con un ELISA comercial que utilizaba
un antigeno protoplasmatico (PPA-3; Allied monitor). La especificidad del ELISA que
utilizé el cocktail de 7 antigenos de MAP resulto ser del 82.35% al reaccionar con el
suero de 3 de 17 vacas infectadas con M. bovis, mientras que el ELISA PPA-3,
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obtuvo 12 de 17 reactores falsos positivos a paratuberculosis (70.5%), resultando en
una especificidad del 29.5% (Lu et al., 2012).

Mientras que Biet y colaboradores trabajaron un ELISA basdndose en el
lipopentapentido (LP5) de MAP por ser una molécula objetivo en la respuesta
inmune humoral. Se observé que particularmente en la fraccion peptidica de LP5,
se encontraban epitopos especificos que eran reconocidos principalmente por IgM,
lgGl y IgG2; al mismo tiempo, esta molécula era bioquimica y gendémicamente
diferente de los glipopeptidolipidos producidos por otras especies como
M.smegmatis y Mav.

El ELISA LP5 de MAP mostré una alta reactividad ante los sueros de bovinos y
cabras infectadas con paratuberculosis y al mismo tiempo discriminaba los
anticuerpos producidos por la infeccion con M. bovis en ganado vacuno, asi como
los generados por la infeccion de M. avium subsp. avium y M. avium subsp.
intracellulare en humanos (Biet et al., 2008).

También se han desarrollado técnicas diagnosticas utilizando microarreglos de ADN
y analisis de transcriptoma para identificar si existen diferencias entre los mMRNA
biomarcadores que expresan las células mononucleares de sangre periférica
(PBMCs) de animales infectados con paratuberculosis y los de animales sanos. Se
observd que en los animales infectados con MAP habia una mayor expresion del
inhibidor tisular de metaloproteinasas (TIMP) 1 y TIMP2 ademas de baja expresion
de genes metaloproteinasa de matriz extracelular (MMP) 14, lo que resultaba en
deficiencias de remodelacion tisular. Al analizar los perfiles génicos de las PBMCs
del ganado con paratuberculosis y del grupo control negativo, se observé un
aumento en la expresion de genes involucrados en la apoptosis y proteinas
implicadas en la transduccion de sefales como CIDE-A (miembro de la familia del
factor de fragmentacion del ADN), Bad (miembro de la familia pro-apoptética BCL-2),
TNFRIy Fas (CD95) en el grupo infectado con MAP (Coussens et al., 2005).
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7. CONCLUSIONES

No hubo evidencia significativa de reacciones cruzadas entre los anticuerpos de
MAP y de C. pseudotuberculosis en las pruebas de ELISA e IDGA utilizadas en este
estudio para la deteccion de paratuberculosis en cabras.

La divergencia en los resultados en cuanto a la sensibilidad y la especificidad de
estas pruebas, parece depender del tipo de antigeno utilizado y el estatus
inmunoldgico en el que se encuentre cursando el animal al momento de ser
muestreado.

Las pruebas serologicas son una herramienta de apoyo para el monitoreo de la
paratuberculosis dentro del rebafo; estas pruebas deben utilizarse de manera
complementaria junto con técnicas bacteriolégicas y/o moleculares para ofrecer un
diagndstico certero al productor.

La PCR anidada para la deteccién del 1S900 fue mas sensible que las pruebas
seroldgicas ELISA e IDGA en el diagndstico de paratuberculosis, pues logré detectar
animales seronegativos que excretaban MAP en heces.
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8. ANEXOS

Reactivos requeridos para extraccién de ADN a partir de heces

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

TE-Tritén 100X

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

1 ml de Tritdn 100X

46.9 ml de agua destilada

Isotiocinato de guanidina 5M
29.54 g de Isotiocinato de guanidina
50 ml de agua destilada

HCP (Detergente)

7.6 g Cloruro monohidratado de Hexadecilpiridinio
1000 ml agua destilada

Esterilizar en autoclave a 121 °C/ 15 minutos.

PBS (Solucién amortiguadora de fosfatos)

8 g de Cloruro de sodio (NaCl)

0.2 g de cloruro de potasio (KCL)

1.44 g de fosfato dibasico de sodio (Na2HPO4)
0.24 g de fosfato monobasico de potasio (KH2PO4)
Agua destilada c.b.p. 1 L

AjustarelpHa 7.2

Esterilizar en autoclave a 121 °C/ 15 minutos.

PBS- Tween

8 g de Cloruro de sodio (NaCl)

0.2 g de cloruro de potasio (KCL)

1.44 g de fosfato dibasico de sodio (Na2HPO4)

0.24 g de fosfato monobasico de potasio (KH2PO4)
Agua destilada c.b.p. 1 L

Agregar en agitacion permanente 500 ul de Tween 20.
AjustarelpHa 7.4

Esterilizar en autoclave a 121 °C/ 15 minutos.
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Preparacién del gel para IDGA

PBS (Solucién salina amortiguada)

8 g de Cloruro de sodio (NaCl)

0.2 g de cloruro de potasio (KCL)

1.44 g de fosfato dibasico de sodio (Na2HPO4)
0.24 g de fosfato monobasico de potasio (KH2PO4)
Agua destilada c.b.p. 1 L

Ajustar elpHa 7.2

Soluciéon de agarosa al 1%
1 g de agarosa 100 ml de PBS pH 7.2

Antigeno
4 mg de antigeno PPA-3 (Allied Monitor®, USA)
Reactivos requeridos para ELISA (C. pseudotuberculosis)

Buffer de Carbonatos .1 M pH 9.6
5.3 g Carbonato de sodio (Na2 CO3)
4.2 g Bicarbonato de sodio (NaH CO3)
Agua destilada c.b.p. 500 ml

Ajustar el pH a 9.6

Solucién de bloqueo

1 g Albumina sérica bovina (BSA)
100 ml agua destilada estéril
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