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RESUMEN

La paratuberculosis (PTB) es una enfermedad infecciosa de curso cronico
causada por Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP). Su control
es complicado debido a la limitada comprensién de su patogenia, el largo periodo
de incubacion, la dificultad en el diagnostico y falta de modelos animales
adecuados para la experimentacion. Existe la necesidad de contar con un modelo
animal que pueda reproducir eficiente y econémicamente los signos clinicos de
PTB, como la diarrea y las lesiones asociadas, similar a lo que ocurre con los
rumiantes domeésticos que son los hospederos naturales. A nivel experimental, los
ratones y conejos, han sido las especies mas empleadas como modelos animales.
Sin embargo, los conejos han mostrado varias ventajas sobre el ratdbn, como el
desarrollo de lesiones granulomatosas principalmente en sacculus rotundus y
apéndice vermiforme tras la infecciébn oral. Ademas, los conejos se infectan
naturalmente con MAP y a diferencia de los ratones, tienen presentacion de
lesiones y signos clinicos. Por lo que el primer objetivo de este trabajo fue evaluar
la capacidad de infeccién de la cepa C de MAP origen de orix cimitarra (Oryx
dammah) en conejos como modelo animal y desarrollar lesiones granulomatosas
asociadas a PTB. Dos semanas después de la infeccion oral la MAP fue detectada
por PCR 1S900 en el 66.6% (2/3) de animales. ElI 100% fue positivo en muestras
de intestino (PCR 1S900) y heces (PCR F57) a las 29 semanas post infeccion.
También se observd el desarrollo de lesiones granulomatosas en apéndice
vermiforme y sacculus rotundus, asi como cultivo bacteriol6gico positivo en el
100% de los casos (3/3) en apéndice vermiforme. Con estos resultados, se
demostré la capacidad de infeccion de MAP cepa C de origen oryx en conejos y
sugieren la posibilidad de la transmisién interespecie.

Por otra parte, las vacunas basadas en el empleo de MAP completo estimulan
tanto la respuesta inmune celular como la humoral. Estas vacunas disminuyen la
mortalidad, la excrecibn de micobacterias en heces y ocasiona un menor
desarrollo de lesiones granulomatosas asociadas a PTB. Sin embargo, la
respuesta inmunoldgica puede interferir con la camparfia de control de tuberculosis

bovina, por lo que aun existe la necesidad de contar con inmundgenos especificos



a MAP que no causen reaccion cruzada contra Mycobacterium presente en el
complejo tuberculosis. En el caso de PTB, se recomienda vacunar a los animales
jovenes antes de que entren en contacto con MAP. No obstante, también se ha
demostrado que la inmunizacién de animales adultos infectados puede tener un
efecto terapéutico.

El segundo objetivo fue evaluar la P35 de MAP como inmundgeno, de forma
preventiva como terapéutica en conejos infectados experimentalmente con MAP
cepa C. Para ello, se emplearon 5 grupos: 4INM-INF= inmunizados con P35 e
infectados con MAP cepa C, 5INF-INM= infectados con MAP cepa C e
inmunizados con P35 y 3M13= inmunizados con M13 e infectados con MAP cepa
C, compuestos por 4 conejos cada uno y los grupos testigo, 1CON= sin
tratamiento y grupo 2INF= infectados con MAP cepa C, con 3 conejos cada uno.
Se observd que la mayor produccion de IFNy se dio en los grupos 4INM-INF y
5INF-INM a las 14 semanas post inmunizacion. La mayor expresion de TNFa fue
en el grupo 4INM-INF, mientras que la expresion de IL-12 fue mayor en el grupo
5INF-INM. La expresion de IL-8 fue mayor en los grupos 4INM-INF y 5INF-INM a
las 12 semanas post infeccion. En contraste, la expresion de IL-10 fue mayor en
todos los grupos a las 28 semanas post inmunizacion, a excepcion del grupo
1CON, consistente con el incremento en la deteccion de anticuerpos contra P35.
Ademas, la excrecién de micobacterias fue menor en los grupos 4INM-INF y 5INF-
INM a las 22 semanas post inmunizacion. Finalmente, las lesiones
granulomatosas en intestino fueron focales sin presencia de BAAR y sin
aislamiento bacteriolégico, en los grupos 4INM-INF y 5INF-INM. Esto demuestra la
capacidad del inmun6geno P35 para generar una respuesta inmune tanto celular
como humoral en conejos infectados experimentalmente. Por lo tanto, la P35
podria ser empleado como un candidato vacunal en rumiantes, sin interferir con el

diagnéstico de tuberculosis bovina.

Palabras clave: Paratuberculosis, P35, infeccion experimental conejos, MAP cepa

C, oryx, inmunizacion.



ABSTRACT

Paratuberculosis (PTB) is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium
avium subspecies paratuberculosis (MAP). Its control is complicated due to the
limited understanding of its pathogenesis, the long incubation period, the difficulty
in diagnosis and the lack of suitable animal models for experimentation. There is a
need for an animal model that can efficiently and economically reproduce the
clinical signs of PTB, such as diarrhea and associated lesions, similar to what
occurs with domestic ruminants, which are natural hosts. At an experimental level,
mice and rabbits have been the species most used as animal models. However,
rabbits have shown several advantages over mice, such as the development of
granulomatous lesions mainly in the sacculus rotundus and vermiform appendix
after oral infection. Furthermore, rabbits are naturally infected with MAP and, unlike
mice, have lesions and clinical signs. Therefore, the first objective of this work was
to evaluate the infection capacity of MAP origin strain C of scimitar oryx (Oryx
dammabh) in rabbits as an animal model and to develop granulomatous lesions
associated with PTB. Two weeks after oral infection, MAP was detected by PCR
IS900 in 66.6% (2/3) of animals. 100% were positive in samples of intestine (PCR
IS900) and feces (PCR F57) at 29 weeks post infection. The development of
granulomatous lesions in the vermiform appendix and sacculus rotundus was also
observed, as well as a positive bacteriological culture in 100% of the cases (3/3) in
the vermiform appendix. With these results, the infection capacity of MAP strain C
of oryx origin in rabbits was demonstrated and they suggest the possibility of
interspecies transmission.

On the other hand, vaccines based on the use of complete MAP stimulate both the
cellular and humoral immune responses. These vaccines reduce mortality, the
excretion of mycobacteria in feces and cause less development of granulomatous
lesions associated with PTB. However, the immune response can interfere with the
bovine tuberculosis control campaign, so there is still a need for MAP-specific
immunogens that do not cause cross-reaction against Mycobacterium present in

the tuberculosis complex. In the case of PTB, it is recommended to vaccinate



young animals before they come into contact with MAP. However, it has also been
shown that immunization of infected adult animals can have a therapeutic effect.

The second objective was to evaluate the P35 of MAP as an immunogen,
preventively and therapeutically in rabbits experimentally infected with MAP strain
C. For this, 5 groups were used: 4INM-INF= immunized with P35 and infected with
MAP strain C, 5INF- INM= infected with MAP strain C and immunized with P35 and
3M13= immunized with M13 and infected with MAP strain C, composed of 4 rabbits
each and the control groups, 1CON= without treatment and group 2INF= infected
with MAP strain C, with 3 rabbits each. It was observed that the highest production
of IFN occurred in the 4INM-INF and 5INF-INM groups at 14 weeks post-
immunization. The highest expression of TNFa was in the 4INM-INF group, while
the expression of IL-12 was higher in the 5INF-INM group. The expression of IL-8
was higher in the 4INM-INF and 5INF-INM groups at 12 weeks post-infection. In
contrast, IL-10 expression was higher in all groups at 28 weeks post-immunization,
except for the 1CON group, consistent with the increase in the detection of
antibodies against P35. Furthermore, the excretion of mycobacteria was lower in
the 4INM-INF and 5INF-INM groups at 22 weeks post-immunization. Finally, the
granulomatous lesions in the intestine were focal without the presence of AFB and
without bacteriological isolation, in the 4INM-INF and 5INF-INM groups. This
demonstrates the ability of the P35 immunogen to generate both a cellular and
humoral immune response in experimentally infected rabbits. Therefore, P35 could
be used as a vaccine candidate in ruminants, without interfering with the diagnosis

of bovine tuberculosis.

Keywords:Paratuberculosis, P35, experimental rabbit infection, MAP strain C, oryx,

immunization.



1. REVISION DE LITERATURA

1.1. ANTECEDENTES HISTORICOS

En 1895 H. A. Johne y L. Frothingham observaron lesiones granulomatosas en
intestino de una vaca afectada y al observar microorganismos acido alcohol
resistentes en secciones de la mucosa intestinal pensaron que se trataba de un
caso atipico de tuberculosis aviar. Posteriormente, Bang en 1906 propuso que
esta enfermedad fuera llamada enteritis pseudotuberculosa. En 1912, F. W. Twort
identifico el agente etiolégico en medios de cultivo y en 1914 logré reproducir la
enfermedad de forma experimental nombrando a la bacteria Mycobacterium
enteritidis chronicae pseudotuberculosae bovis Johne. Posteriormente, al observar
que afectaba a otras especies ademas de los bovinos, fue designada como
Mycobacterium Johnei y después como Mycobacterium paratuberculosis
(Chiodini,1993). Finalmente, se determin6 que era otra micobacteria distinta pero
relacionada genéticamente con M. avium, por lo cual fue nombrada como
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP) que ocasiona la
infeccion conocida como paratuberculosis (PTB) o en el caso de la presentacion
clinica se conoce como enfermedad de Johne, en honor a la primera persona que
describié la enfermedad (Clarke, 1977; Juste et al., 2000). Actualmente, esta
micobacteria esta incluida en el Complejo avium, junto con M. avium subsp. avium
y M. avium subsp. Silvaticum (Thorel, Krichevsky & Levy-Frebault, 1990),
posteriormente se incluyé a M. avium subsp. hominissuis (Turenne & Alexander,
2010).

1.2. ETIOLOGIA
Las micobacterias pertenecen al Orden Actinomycetales y a la Familia

Mycobacteriaceae, donde se incluyen a mas de 120 especies, aunque la mayoria
de éstas no son patdgenas y son consideradas como bacterias habituales en el
ambiente (Rue-AlbrechtK et al., 2014). Las distintas especies que conforman el
género Mycobacterium se clasifican en cuatro grupos, de acuerdo a la capacidad
de producir pigmento y su velocidad de crecimiento: Grupo I: Fotocromoégenas, las
que producen pigmento en presencia de la luz; grupo Il: Escotocromogenas,

producen pigmento en ausencia de luz; grupo Ill: No cromégenas y de crecimiento



lento, mayor a 7 dias y el grupo IV: No cromoOgenas y de crecimiento rapido,
menor a 7 dias (Runyon,1959). MAP pertenece al grupo Il (no cromo6genas), ya
que por lo general produce colonias rugosas sin pigmentos (Quinn et al., 2002);
sin embargo, existen colonias provenientes de borregos que producen un
pigmento en medios de cultivo sélido y en la mucosa intestinal que le da una
pigmentacién amarilla a naranja (Stevenson et al., 2002).

Cabe mencionar que la clasificacion de Runyon (1959), tiene validez a nivel
microbiolégico. Sin embargo, debido a la aparicién constante de nuevas especies
con diferentes caracteristicas fenotipicas, se prefiere realizar una caracterizacion
que toma en cuenta tanto la velocidad de crecimiento y el analisis basado en
genes ARN ribosomal (ARNr) (Quinn et al.,, 2002). En esta clasificacion las
bacterias del género Mycobacterium quedaron divididas en dos grupos: aquellas
de crecimiento rapido, donde estan representadas las micobacterias ambientales
no patdégenas y las micobacterias de crecimiento lento, donde se ubican la
mayoria de las micobacterias patégenas (Wayne & Kubica, 1986). Dentro de las
micobacterias patégenas se encuentra Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis. MAP, como causante de la enfermedad de Johne, con
implicaciones en la salud de los rumiantes domésticos y silvestres generando una
enteritis granulomatosa. MAP es un patdgeno intracelular, considerado como
Gram positivo, aunque por sus caracteristicas estructurales y afinidad a la tincion
Ziehl Neelsen (ZN) como bacilo &cido alcohol resistente (BAAR) (Whittington et al.,
2019).

1.2.1 TIPOS DE CEPA DE MAP
Mediante las técnicas de polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion

(Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP), Reaccion en cadena de la
polimerasa (Polymerase chain reaction, PCR) tipo especifico y con la técnica PCR
mas el empleo de endonucleasas de restriccibn (PCR-Restriction endonuclease
analysis, PCR-REA) (Pavlik et al., 1999; Pavlik et al., 2000; Whittington et al.,
2000; Chavez et al., 2004; Collins et al., 2002), fue posible la identificacion de
cepas de MAP, las cuales fueron clasificadas en tres grupos: las de tipo | (0 S por

sheep), tipo Il (o C por cattle) y tipo Il (0 | de intermedia), ya que presenta



patrones de hibridacion intermedio entre la S y la C. Estas cepas fueron
nombradas asi por el hospedero en el que fueron aisladas por primera vez,
actualmente se considera que las cepas no son exclusivas de un hospedero
(Stevenson, 2010; Stevenson, 2015). Pavlik en 1999, empleando la técnica de
RFLP, identifico y clasifico a MAP en 18 grupos usando la enzima Pstl, mientras
que la digestion con BstEIl generd 3 subgrupos: C1 a C32, S1 a S3 asi como I1 e
12 (Pavlik, et al., 1999).

Otra clasificacion fue realizada con el empleo de técnicas de tipificacion mas
discriminatorias con el uso de Unidades repetitivas intercaladas micobacterianas-
Numero variable de repeticion en tandem (Mycobacterial interspersed repetitive
units-Variable number tandem repeat, MIRU-VNTR), Polimorfismo de nucleétido
anico (Single nucleotide polymorphism, SNP) y Electroforesis en gel de campo
pulsado (Pulsed field gel electrophoresis, PFGE) (Sohal et al., 2019), que permitié
dividir las cepas tipo S en dos subtipos denominados subtipo | y subtipo I,
mientras que la cepa intermedia, fue considerada un tercer subtipo de la cepa tipo
S, por lo que se designé como subtipo Il (Bryant et al., 2016). Mientras que la
cepa tipo Il, la consideraron equivalente a la cepa tipo C (Biet et al., 2012). De
igual forma, la cepa C o tipo Il, se subclasifico en dos subtipos de cepas, una cepa
aislada a partir de bisontes y cabras presentes en la India y América, conocida
ahora como cepa B y el otro subtipo es la cepa aislada de camélidos (Whittington
et al., 2001, Stevenson, 2015; Yadav et al., 2007).

1.2.2 PATOGENICIDAD ENTRE CEPAS DE MAP
La cepa C se ha reportado en diversos paises y en un amplio rango de

hospederos, como bovinos y animales silvestres (Hutchings et al., 2010; Gioffré et
al., 2015; Stevenson, 2015; Hernandez et al., 2022). Las colonias bacterianas de
la cepa C tienen mejor desarrollo en medio de cultivo Herrold adicionado con
piruvato de sodio y su crecimiento es rapido, tomando entre 4 a 16 semanas. En
contraste, la cepa S ha sido aislada principalmente en borregos y cabras
domésticos (Motiwala et al., 2004) y su crecimiento es mas lento entre 4 meses y

un afno, prefiriendo el medio Loweisten Jensen, mientras que las cepas | o



intermedias pueden crecer en ambos medios de cultivo (De Juan et al., 2006;
Florou et al., 2009; Stevenson, 2015).

Genéticamente también se han visto diferencias entre las cepas, se ha descrito,
que las proteinas: AhpC, AhpD, DesA2, Ppa, FabG, MAP2411 y MAP1885c, son
constitutivas, especificas de MAP y se expresan en mayor cantidad cuando la
bacteria estd en estrés oxidativo o en cepas resistentes a isoniazida y son
reguladas de forma diferente entre las cepas tipo S y tipo C, dependiendo si las
bacterias se encuentran en situaciones de hipoxia. AhpD y FabG, estan asociadas
a factores de resistencia en las cepas tipo C, lo que les da mejor adaptacion para
crecer bajo condiciones de estrés. Se observo que la restriccion nutricional inhibid
el crecimiento de ambas cepas, pero esta fue letal para la cepa S después de 12
semanas, mientras que la cepa C sin mutacion de AhpD y FabG logro sobrevivir
(Gumber et al., 2009). Ademas, se sabe que la patogenicidad de la cepa C con
respecto a la S es diferente, debido a la presencia de polimorfismos de secuencia
grande (large sequence polymorphisms, LSP) que incluyen inserciones,
deleciones, inversiones, translocaciones y duplicaciones en el genoma que
contribuyen en la composicion genotipica confiriéndole a la cepa C mayor
patogenicidad que la cepa S (Alexander et al., 2009; Bannantine et al., 2012;
Stevenson, 2015). Estas composiciones genéticas le dan a la cepa C mayor
capacidad de sobrevivir en el ambiente y también de persistir en los macréfagos,
evadiendo la respuesta inmune. Similarmente, con base en infecciones
experimentales se observdé que la cepa C produjo un mayor porcentaje de
animales infectados y el desarrollo de lesiones granulomatosas multifocales a
difusas a nivel intestinal, en comparacién con la cepa S que solo ocasion6
lesiones granulomatosas focales menos agresivas aun cuando la dosis infectante

para ambas bacterias fue la misma (O Brien et al., 2006; Fernandez et al., 2014).

1.2.3 CEPAS DESCRITAS EN MEXICO
La cepa C, es la que se ha identificado con mayor frecuencia en México, aunque

también se ha visto la presencia de la cepa | y S en cabras (Chavez et al., 2004;
Estévez, 2007). Mediante la técnica de RFLP, se determind en cabras 2 patrones

de C e I, asi como coinfecciones mixtas, donde los tipos mas comunes de MAP



fueron C1 e I3 (Estévez et al., 2007). La cepa C ha sido identificada tanto en
bovinos, caprinos y en rumiantes silvestres; lo que sugiere, es la que se encuentra
con mayor frecuencia en los casos de PTB presentes en México, asi como ocurre
en otros paises (Chavez et al., 2004; Estévez et al., 2007; Castillo et al., 2015;
Hernandez et al., 2022).

1.3 HOSPEDEROS DE MAP
PTB afecta tanto a los rumiantes domeésticos como silvestres. Las especies

afectadas son vacas, borregos y cabras; dentro de las especies silvestres, se
encuentran venados, antilopes, cabras de la montafa, bisontes, camellos, llamas
y oryx (Manning, 2011; Pigoli et al., 2020; Hernandez et al., 2022). También se ha
reportado la presencia de MAP en monogastricos como caballos y burros, los
cuales actian como reservorios (Larsen et al., 1972; Stief et al., 2012). Ademas, el
conejo es un hospedero que se infecta de forma natural en vida silvestre y es
considerado un transmisor de la enfermedad, sobre todo en pastizales o praderas
contaminados con heces de conejos infectados donde se alimenta el ganado
(Daniels et al., 2001; Daniels et al., 2003a).

1.3.1 INFECCION NATURAL EN CONEJOS
En diversos estudios se ha demostrado que el conejo es un animal que se infecta

de forma natural con MAP y ayuda a la diseminacién de la bacteria en praderas
donde cohabitan otras especies domeésticas, ya que cepas aisladas de bovinos y
conejos, tienen el mismo patrén de caracterizacion, complicando el control de PTB
debido a la transmision interespecie (Stevenson et al.,, 2009). Daniels y
colaboradores en el 2003, determinaron un 17% de prevalencia de infeccion por
MAP mediante aislamiento bacteriol6gico en 83 conejos que fueron analizados en
4 granjas distintas en Escocia, logrando incluso aislar MAP en la orina de 2
conejos. El niumero detectado de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por
gramo de heces en los conejos infectados fue de 5.2 x 10°a 7.6 x 10° y en
algunos hasta 1 x 10® UFC/g, considerados como altos excretores. Demostrando

gue los conejos pueden contribuir a la transmisién de PTB en los rumiantes que



pastorean en praderas contaminadas con heces de conejos infectados (Daniels et
al., 2003a; Daniels et al., 2003b).

Mientras que Judge y colaboradores (2006) determinaron las rutas de transmision
intraespecies de MAP en conejos y estimaron la probabilidad de la via de
transmision en cada ruta. Se muestrearon 487 conejos en 2 diferentes sitios en
Perthshire, Escocia; obteniendo prevalencias de 39.7 y 23 %, mediante
aislamiento bacteriol6gico a partir de testiculos, Utero, placenta, fetos y leche. Las
rutas analizadas fueron: vertical, a través del estudio de placenta y fetos;
pseudovertical, a través del consumo de leche contaminada con heces que
contenian MAP y horizontal mediante la presencia de MAP en utero, testiculos y
heces. Lo anterior sugiere que estas rutas de transmisién ayudan a mantener la
infeccion por MAP en las poblaciones de conejos y por lo tanto en el ambiente,
debido a que los conejos tienen una tasa de reproduccion alta que inicia entre los
7 y 9 meses de edad, un periodo de gestacion corto y en promedio, un conejo
silvestre vive arriba de los 18 meses (Judge et al., 2006). En otro estudio también
se demostro la presencia de MAP en el tracto gastrointestinal en conejos criados

para el consumo humano (Arrazuria et al., 2015).

1.4. TRANSMISION
La principal via de transmision es fecal-oral, ya que esta micobacteria es eliminada

de forma intermitente a través de las heces y puede provocar la contaminacion de
praderas y comederos donde los animales se alimentan. Los neonatos y animales
jovenes, pueden infectarse con MAP al ingerir bacterias presentes en la leche,
calostro o glandula mamaria contaminada con heces que contienen a MAP (Harris
& Barleta, 2001).

También se ha mencionado la transmision intrauterina en fetos provenientes de
hembras con un estado muy avanzado de la enfermedad (Sweeney, 1996;
Whittington & Windsor, 2009). MAP se ha aislado de tejidos fetales y cotiledones
(Verin et al, 2016). En toros infectados, MAP se ha aislado de muestras de semen,
tubulos seminiferos y prostata, por lo que se asume que los sementales participan

en la diseminacion de la enfermedad (Ayele et al., 2004).



1.5 PATOGENIA
1.5.1 ENTRADA DE MAP EN EL HOSPEDERO.
El mecanismo natural de entrada de MAP en el hospedador es por via oral y la

primera linea de defensa contra MAP, son los mecanismos de proteccion y
resistencia de la inmunidad innata, como la lisozima presente en la saliva y pH
acido del abomaso, asi como los procesos ruminales (Gémez Lucia et al., 2006).
Una vez que logra vencerlos, MAP penetra en el organismo a través del tejido
linfoide del intestino delgado o placas de Peyer. Ahi MAP se une a las integrinas
B1 de las células M mediante la proteina de unién a fibronectina, a través de un
puente de union con la fibronectina; aunque también se menciona que MAP puede
ingresar a través de los enterocitos, siendo esta via menos relevante que la
participacion de las células M (Mabbott et al., 2013). Las células M, son células
epiteliales especializadas que presentan mdultiples pliegues superficiales. Las
células M capturan a MAP cuando llega a la luz intestinal, la cual es transportada a
través de la célula mediante transcitosis para que sea presentada directamente a
las células dendriticas y macréfagos presentes a nivel subepitelial (Bermudez et
al., 2010).

1.5.2 SUPERVIVENCIA DE MAP DENTRO DE LOS MACROFAGOS.
Una vez que MAP es fagocitada por los macrofagos, es capaz de sobrevivir

evitando la acidificacion del fagosoma, lo que impide su fusién a los lisosomas,
mediante la secrecién de una proteina fosfoesterasa, que impide la actividad de
fosfatidil inositol 3 fosfato (PI3P), el cual es necesario para regular el trafico de
lipidos en la membrana del fagosoma y asi evita que adquiera los constituyentes
lisosomales (Brumell & Scidmore, 2007).

MAP también interfiere con los mecanismos bactericidas como enzimas
lisosémicas y el 6xido nitrico que producen los macrofagos, debido a su envoltura
lipidica micobacteriana, en especial por el lipoarabinomanano, el cual posee
capacidad de inhibir la acidificacion ( Zhao, Collins & Czuprynski, 1997; Harris &
Barletta, 2001).



1.5.3 FORMACION DE LA LESION GRANULOMATOSA
1.5.3.1 FASE SUBCLINICA
La presencia de MAP en la submucosa intestinal atrae a mas macrofagos y

linfocitos al area afectada, de esta forma comienza la lesion granulomatosa la cual
en un principio logra contener la infeccién, que se caracteriza por infiltrado
inflamatorio organizado y compuesto por macréfagos, células epitelioides vy
algunas células gigantes multinucleadas tipo Langhans como en caso de las
lesiones granulomatosas en conejos, ademas también hay infiltrado de linfocitos T
y B (Ramakrishnan, 2012). Los granulomas se consideran un mecanismo de
defensa del hospedador para contener a la micobacteria, prevenir su multiplicaciéon
y difusién hacia otras zonas del organismo (Sweeney, 2011).

La activacion de los macréfagos esta dada por citocinas como el IFNy, producido
por los linfocitos T, provocando la destruccion de los microorganismos
intracelulares, se ha observado que esto ocurre en las primeras horas de iniciada
la infeccion. Esto sucede en etapas iniciales de la enfermedad donde las lesiones
son focales y se conoce como fase silenciosa. De igual forma, las células T v
tienen una importante participacion en la respuesta inmune contra MAP, puesto
que el aumento de células T yd a nivel de lamina propia del intestino, favorece la
secrecion de TNFoa (Tumor necrosis factor) e IFNy, provocando una mayor
acumulacion de macréfagos y células dendriticas (Charavaryamath et al., 2013).
Ademas, hay un efecto positivo y regulador sobre las células T CD4+, ya que se
ha visto atraen mas células de esta subpoblacién hacia el sitio de infeccion
(Plattner et al., 2014).

Asi mismo, en esta etapa subclinica, que se considera una infeccion temprana
"controlada" por la respuesta inmune celular, es importante la produccién de
TNFa, ya que esta implicada en el mantenimiento del granuloma (Palmer et al.,
2015). Los macréfagos normalmente son capaces de controlar la propagacion de
MAP, sin embargo, si las cantidades de micobacterias aumentan provocan la
apoptosis de las células fagociticas ocasionando la liberacion de MAP vy la
infeccion de otros macréfagos (Bannantine y Stabel, 2002).



1.5.3.2 FASE CLINICA
Durante la fase clinica muchos animales infectados no tienen éxito en la

eliminacién de MAP y persiste dentro de los macréfagos. MAP sale del granuloma,
infecta otros macrofagos que diseminan las micobacterias viajando tanto por via
linfatica como sanguinea hacia otras partes del organismo, formando nuevos focos
granulomatosos, como en linfonodos mesentéricos e incluso el higado. Por otro
lado, la diseminacion de MAP en glandula mamaria, puede ocasionar la
eliminacién de las micobacterias en la leche. En esta etapa MAP provoca en el
hospedero la activacidon de la respuesta inmune antagonica a la respuesta Thly la
produccién masiva de anticuerpos, respuesta inmune conocida como Th2 o
respuesta inmune anti inflamatoria. En esta respuesta generada frente a la
infeccion con MAP, se ha observado que, en los macrofagos, se potencializa la
proliferacion de linfocitos Th2, la expresion de citocinas antiinflamatorias como IL-
10 y el factor de crecimiento transformante B (TGFB), ocasionando también la
proliferacion y diferenciacion de células B en células plasmaticas para la
producciéon de inmunoglobulinas como IgM e IgG (Waters et al., 2003; Stabel et
al., 2011).

Estos eventos favorecen la sobrevivencia de la bacteria, posiblemente asociado a
la reduccion en la expresion de la actividad pro apoptotica de TNFa, donde la
expresion de citocinas antiinflamatorias sobre todo IL- 10 se incrementa en las
fases finales de PTB (Bannantine & Stabel, 2002; Abendafio et al., 2013).

Las lesiones en la mucosa de yeyuno e ileon, que iniciaron como focales se
vuelven multifocales y cuando no se logra contener a MAP, el infiltrado
granulomatoso se vuelve difuso con carga bacteriana multibacilar, afectando
incluso el ciego y colon. Estas lesiones se vuelven mas evidentes debido a la
infiltracion celular masiva, las vellosidades intestinales se acortan y engrosan
reduciendo su capacidad de absorcion, donde ésta inflamacién granulomatosa
también provoca linfangiectasia (Manning & Collins, 2001). Lo anterior se traduce
en una mala absorcion intestinal, pérdida de peso e hipoproteinemia y se
caracteriza por las manifestaciones clinicas, como caquexia y diarrea, con

excrecidon de micobacterias en heces. Esta fase clinica puede presentarse



después de un afio a dos en pequefios rumiantes y hasta 5 afios en bovinos
(Sweeney, 2011). La asociacion de la respuesta inmunolégica con la presentacion

se signos clinicos asociados a PTB, se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Representacion esquematica de eventos que se presentan
durante la infeccion con MAP y la respuesta inmune evocada.

1) Adhesién de MAP en células M, 2) Fagocitosis de MAP, 3) Proliferaciéon y
expansion clonal linfocitos T, ante el reconocimiento de MAP,4) Respuesta inmune
celular desarrollada por infeccion con MAP en fase subclinica, 5) Respuesta
inmune humoral desarrollada en fase clinica por infeccibn con MAP. cd: Célula
dendritica, CMH: Complejo mayor de histocompatibilidad, MO: macrofago.
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1.6 RESPUESTA INMUNE
1.6.1 RESPUESTA INMUNE INNATA DESARROLLADA FRENTE A MAP.
La respuesta inmune innata es la primera linea de defensa del sistema

inmunologico que actla para destruir un microorganismo 0 un agente extrafio.
Esta respuesta inmune inicia con la union de PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns) como las regiones deoxicitidilato-fosfato-deoxiguanilato (CpG)
de forma no metilada presentes en el ADN bacteriano (Hess et al., 2017), los
cuales se unen a los receptores de reconocimiento de patrones PRRs (pattern
recognition receptors) presentes en las células fagociticas, dentro de estos los
Toll-like receptor (TLRs) como el TLR-9, donde este receptor reconoce el motivo
CpG metilado en DNA de bacterianas (Chang et al., 2017; Oakes et al., 2019),
mientras que el TLR-4 ademas de estar involucrado en el reconocimiento del LPS
de bacterias Gram negativas, esta involucrado en la patogénesis de la enfermedad
de Johne, debido a la activacién de sefales intracelulares que promueven la
activacion de proteina quinasa activada por mitbgenos (MAPK) y el factor NF-kB,
ocasionando la produccion de IL-10, inhibiendo la liberacibn de citocinas
proinflamatorias y propiciando la proliferacion de MAP dentro del macroéfago; de
forma similar, el TLR-2 se activa por su union con lipoarabinomanano manosilado
(Man-LAM) a través de la via de sefalizacion MAPK-p38 (Thirunavukkarasu et al.,
2013). Otro tipo de PRRs son los receptores NLR (NOD like receptors), los cuales
también estan implicados en el reconocimiento en la respuesta inmune innata
contra micobacterias, como la CARD15 (caspase associated recruitment domain
containing protein 15), que se ha empleado como biomarcador en animales
resistentes a PTB (Ruiz-Larrafiaga et al., 2010). Posteriormente, una vez que MAP
es ingerida, atravesando la mucosa y submucosa de las placas de Peyer
presentes en el intestino, mediante las células M, MAP se une con el receptor DC-
SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercelular adhesion molecule-3-Grabbing Non-
integrin) presente en las células dendriticas y después es internalizada por los
macrofagos subepiteliales mediante los receptores del complemento CR1, CR3 y
CR4, asi como CD11b/CD18, receptores de inmunoglobulinas FcR, receptor de

manosa Yy receptores scavenger logrando la entrada de MAP al monocito o
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macrofago. Una vez que son reclutados los macréfagos hacia el sitio de infeccion,
éstos se activan ocasionando lisis de la micobacteria dentro de la vacuola
fagocitica y mediante el procesamiento antigénico son presentados en el complejo
principal de histocompatibilidad (Major histocompatibility complex, MHC). Una vez
ocurrido esto, inicia la respuesta inmune especifica (Kleinnijenhuis et al., 2011;
Guirado et al., 2013).

1.6.2 RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA DESARROLLADA FRENTE A MAP.
La respuesta inmune adaptativa o especifica se caracteriza por ser efectiva contra

los antigenos que fueron procesados y presentados en el MHC. Este tipo de
respuesta es mediada por la participacion de linfocitos T y B, para lograr la
producciéon de células de memoria tanto de la respuesta inmune celular como
humoral para mejorar la capacidad de destruccibn de microorganismos ante
exposiciones futuras. Entra en accion la respuesta inmune especifica cuando el
macrofago o célula presentadora de antigeno (CPA) interactda con los linfocitos
cooperadores (T helper, Th) presentando el marcador CD4 (LTCD4+) y pueden
tener receptores y3 0 af, los cuales reconocen antigenos en el MHC clase I
presente en el macréfago infectado con MAP, ocasionando la produccion de
citocinas y por consecuencia la proliferacion de mas linfocitos especificos (Urdahl
et al., 2011). Mientras que los linfocitos citotéxicos (Tc) presentan el marcador
CD8 (LTCD8+) reconocen antigenos asociados al MHC clase |, (Purdie et al.,
2012), figura 1. Dentro de los linfocitos Th, existen 2 perfiles de producciéon de
citocinas, Thl y Th2. Thl es caracterizada por la producciéon de interleucinas
proinflamatorias implicadas en la respuesta inmune celular, como IL-2, IL-8, IFNy y
TNFa, las cuales se regulan mediante la IL-12; esto esta relacionado con fases
iniciales de la enfermedad de PTB, donde los animales pueden estar en una fase
subclinica y presentar lesiones granulomatosas focales con una baja carga
bacteriana (Coussens et al., 2012; Magombedze et al., 2014), figura 1. El IFNy es
una de las principales citocinas que caracterizan a la respuesta inmune Thl y se
describe que esta respuesta es la mas efectiva para el control de microorganismos
patégenos intracelulares, incluyendo las micobacterias (Dorman & Holland, 1998).

El IFNy actia favoreciendo la actividad de los macrofagos, ya sea induciendo
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respuestas bactericidas como la induccion de oxigeno reactivo, produccion de
intermediarios del oxigeno y maduracion del fagosoma. El IFNy activa las células
diana uniéndose a un receptor de IFNy de alta afinidad para la activacion de la via
Janus kinase-Signal Transducer and Activator of Transcription (JAK-STAT), de
forma contraria, se ha visto que Man-LAM promueve la activacion de tirosin
fosfatasa-1, un inhibidor de la sefializacion JAK/STAT. También se ha observado
que los genes supressor of cytokine signaling SOCS1 y SOCS3, tienen una
actividad reguladora negativa sobre el receptor de IFNy (Bach et al., 1997;
Arsenault et al., 2012). Algunos trabajos han indicado la deteccion de altos niveles
de expresion de IL-6, IL-12, TNF e IFNy en animales con infeccién subclinica,
mientras que en la fase clinica estas citocinas disminuyen a nivel local y periférico
(Coussens, 2001; Park et al., 2018; Stabel & Bannantine, 2019). En otros estudios
se ha visto una respuesta detectable de IFNy asociadas a lesiones multifocales y
difusas, pero no en focales, donde este cambio de Thl a Th2 no parece ser tan
marcado, ya que en los animales con lesiones difusas también se ha detectado
produccion de IFNy y aunque no se sabe de forma cierta como ocurre, se sabe
que se desarrollan ambas respuestas inmunolégicas independientemente de la
progresion de la enfermedad. Los niveles de IFNy, asi como el de anticuerpos,
parecen estar mejor relacionados con la gravedad de la lesiobn y con la carga
bacteriana presente en estas lesiones, esto comparado cuando solo se mide al
IFNy, ya que no muestra una buena correlaciéon con el grado de lesion (Vazquez et
al., 2013; Alonso-Hearn et al., 2019).

Se ha visto en que una vez que MAP se internaliza en macréfagos in vitro, esto
durante las primeras horas de infeccion e iniciada la respuesta Thl, se producen
citocinas pro inflamatorias como IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 y TNFa, siendo una
respuesta breve donde MAP favorece la inhibicion de estas citocinas y de forma
antagonica produce interleucinas anti inflamatorias como IL-10 para ayudar a la
persistencia de MAP y regular el dafio tisular evocado por la produccion de
interleucinas pro inflamatorias (Shu et al., 2011).

Para regular el dafio ocasionado por MAP, también se producen linfocitos T

reguladores (T reg), que son un subconjunto de células T y3 que tienen
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marcadores CD4+, y FoxP3+, pero a diferencia de las derivadas del timo pueden
ser CD25+ negativos. Los T reg suelen expresar CD45R0, los cuales tienen
funcion inmunosupresora, ademas los que producen IL-10 se denominan Trl,
mientras los que producen TGFJ se denominan TH3 (Coussens et al., 2012). Los
Trl expresan el receptor de localizacion periférica/inflamacion o431, mientras que
los TH3 expresan el receptor de localizacion en mucosa oa4p7 (Stassen et al.,
2004). En vacas con PTB subclinica, existe un aumento de linfocitos, sobre todo
de células CD4+ CD25+ FoxP3+ mientras que en vacas con PTB clinica existe un
aumento de células T CD 4+ v3, inhibiendo la respuesta inmune celular (Koets et
al., 2002; Roussey et al., 2014).

Debe considerarse que la respuesta Th1l tiene un papel importante en el control de
microorganismos patdgenos. Una respuesta Thl excesiva puede ocasionar un
dafio tisular excesivo, por ello para regularla se produce la respuesta inmune Th2
con la produccion de IL-10 (Macdonald et al., 2012). La IL-10 es producida por
monocitos, macréfagos, linfocitos T y B; esta citocina inhibe la produccion de
citocinas proinflamatorias y disminuye la presentaciéon de antigenos por los
macréfagos y células dendriticas. Se ha observado que en los casos de PTB con
presentacion clinica, estan relacionados con niveles altos detectados de IL-10
(Stabel & Bannantine, 2019), por lo que la neutralizacion de esta citocina ocasiona
incremento en la expresion de CMH Il, TNFa, IL-12, IL-8, acidificacion de
fagosomas, apoptosis de macrofagos y produccion de oxido nitrico (Borutaite &
Brown, 2003). De forma contraria, mediante un analisis de secuenciacidbn masiva
de ARN (RNA-Seq) de células de la valvula ileocecal y sangre periférica de
bovinos infectados con MAP, se observd regulacién negativa en la expresion de
CXCLS8/IL8 en vacas con lesiones focales comparado con el control negativo, lo
gue puede reflejar una incapacidad del reclutamiento de neutrdfilos, favoreciendo
la sobrevivencia de MAP y ocasionando que éstas lesiones focales progresen
hacia multifocales y/o difusas (Alonso-Hearn et al., 2019).

Actualmente se conoce un tercer tipo de células T CD4+, llamadas Thl7. Esta
poblacion es caracterizada por la produccion de IL-17, IL-22 e IL-23. Estos

linfocitos Th1l7 son importantes en la eliminacién de ciertos patdgenos, como
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hongos y micobacterias que no fueron eliminados mediante las respuestas
inmunologicas Thl y Th2 (Shu et al., 2011). Se ha observado que, en vacas con
lesiones avanzadas, el aumento en la expresion de IL-17 a medida que avanza la
enfermedad, prevalece este tipo de respuesta inmune celular provocando
apoptosis de las células infectadas y diseminaciéon de MAP a otros macrofagos
(Dudemaine et al., 2014). Se ha visto que el IFNy y la IL-4 inhiben la diferenciacion
de Th17 y aunque no esta claro el papel exacto que desempefian las células Th17
tanto en el control de la infecciébn como en el desarrollo de la enfermedad. Ya que
por un lado la secrecion de IL-17a podria evocar una respuesta inflamatoria inicial
gue ayude a limitar la infeccion, existe evidencia de que tanto las células T CD 4+
o como las yd, podrian participar en esta respuesta temprana y de forma
contraria, la expresion continua de IL-17a, IL-1p e IL-23 puede provocar una
inflamacion progresiva y la presentacion del cuadro clinico de PTB (Chen &

O’Shea, 2008; Dekuiper & Coussens, 2019)

1.6.2.1 RESPUESTA INMUNE HUMORAL DESARROLLADA FRENTE A MAP.
Mientras que la inmunidad mediada por células, responsable de contener la

infeccion debido a la respuesta inmunolégica Thl, donde predominan las citocinas
asociadas con la activacion de los macréfagos como IFNy y ésta comienza a
disminuir, la infeccidon progresa rapidamente, se presenta una respuesta inmune
de tipo Th2 caracterizada por el predominio de citocinas tales como IL-4 e IL-10,
esto coincide con la produccién de anticuerpos. Conforme avanza la enfermedad,
el animal infectado comienza a eliminar MAP en las heces y a diseminarse a otros
tejidos como utero y glandula mamaria (Sweeney, 2011). Sin embargo, este
cambio de perfil de Thl a Th2 aun no esta del todo dilucidado, puesto que en
animales con lesiones avanzadas también se han detectado niveles altos de IFNy
en tejidos infectados (Alonso-Hearn et al., 2019). Se ha demostrado que la
inmunidad mediada por anticuerpos puede detectarse en corderos infectados
experimentalmente con MAP a partir de las 16 semanas (Chavez G, 1993). Si bien
se sabe que la respuesta inmunoldgica de tipo humoral no tiene un efecto

protector al inicio de la infeccion, puesto que MAP esta alojado en el interior del
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macrofago del hospedador, pero en estadios avanzados cuando hay diseminacion
en sangre, la respuesta inmune humoral puede tener un efecto protector, aunque
en esta etapa de infeccion el dafo tisular es avanzado (Stabel, 2000). Otros
estudios han indicado la importancia de la participacion de los macrofagos
infectados en la proliferacion de linfocitos B y en la produccién de anticuerpos
especificos contra MAP (Waters et al., 2003). Se ha descrito que el nimero de
células B en linfonodos mesentéricos de corderos infectados experimentalmente
con MAP, se redujo significativamente y lo mismo ocurrié en placas de Peyer
yeyunal e ileal, aumentando asi la proporcién de células T con relacion a los
linfocitos B (Begara et al., 1998). Caso contrario ocurrié en células mononucleares
de sangre periférica de vacas infectadas naturalmente, donde esta relacion de
células T/B fue mayor en los casos donde los animales presentaron signos clinicos
compatibles con PTB. Lo anterior puede deberse a que las células B a nivel local
no pueden ser competentes para responder a la presentacién de antigenos en
etapas clinicas de la enfermedad, dado por anergia de células T y/o B (Waters et
al., 1999).

1.7. SIGNOS CLINICOS
Aungue los animales se infectan durante los primeros meses de vida, los signos

clinicos se manifiestan en ovinos y caprinos después de uno a dos afios post
infeccion y en bovinos, hasta 5 afios post infeccion (Kreeger, 1991).

Durante la fase subclinica los animales pueden mostrarse aparentemente sanos
pero pueden eliminar el microorganismo en las heces (Sweeney, 2011). La fase
clinica se caracteriza por presentar emaciacion progresiva, ademas de diarrea
siendo mas comun en los bovinos infectados, mientras que los borregos y cabras
suelen no presentar la diarrea sino heces pastosas (Benedictus, 1984; Collins et
al., 1994). La pérdida de peso es debido al proceso inflamatorio granulomatoso
que se produce a nivel intestinal y compromete la absorcion de nutrientes. Otros
signos clinicos que pueden presentarse son edema submandibular, disminucién
en la produccion lactea e inclusive la muerte (Manning & Collins, 2001; Sweeney,
2011).
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1.8. HALLAZGOS MACROSCOPICOS
Algunos hallazgos macroscépicos que pueden observarse en PTB se encuentran:

degeneracion de la grasa, atrofia muscular, edema, ascitis y linfadenomegalia,
aunque no son exclusivos de este proceso. Sin embargo, otros cambios
sugerentes a PTB son el engrosamiento de la mucosa intestinal, principalmente a
nivel de yeyuno e ileon del intestino delgado, mostrando un aspecto corrugado y
edematoso, asi como linfagiectasia, donde los vasos linfaticos presentes en la
serosa del intestino se ven dilatados, tortuosos, engrosados, de aspecto nacarado
o blanquecino y aperlado. Ademas, se observan los linfonodos mesentéricos
aumentados de tamafo, tumefactos, de aspecto edematoso, al corte se observa la
zona medular de color café verdoso o gris y pérdida de la separacién de la corteza
y médula, con nodulaciones nacaradas a nivel de corteza, sobre todo en los
linfonodos que estan a nivel de ileon y valvula ileocecal. Las lesiones en intestino
pueden observarse de forma focal, zonal hasta difusa. En bovinos el
engrosamiento intestinal es mas evidente que en pequefios rumiantes y se
observa principalmente a nivel de ileon tendiendo a ser difusa. Mientras que en el
caso de cabras y borregos las lesiones pueden observarse en fases tempranas
como pequefios nodulos o zonas de engrosamiento de la mucosa, sobre todo
donde existen placas de Peyer, como en yeyuno e ileon y extenderse hasta
convertirse a difusas. La linfagiectasia es mas evidente en cabras donde incluso
puede verse calcificacion de las lesiones y en el caso de rumiantes silvestres
puede observarse la mucosa intestinal congestionada (Pérez et al., 1996; Clarke,
1997; Manning & Collins, 2001).

1.8.1 HALLAZGOS MICROSCOPICOS
Los hallazgos histopatolégicos han demostrado ser un buen parametro para

determinar el grado de infeccién basado en las lesiones ocasionadas por MAP.
Las lesiones granulomatosas se caracterizan por infiltracion de células
mononucleares como linfocitos y principalmente macrofagos, los cuales pueden
ser tipo epitelioides o células gigantes multinucleadas tipo Langhans que se
encuentran organizadas de forma circunscrita. En las lesiones histopatolégicas en

ovinos se han clasificado 3 tipos de lesiones, que van de la tipo | (granulomas
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pequefios en espacios interfoliculares en placas de Peyer) al tipo Il (granulomas
delimitados asociados a placa de Peyer y en mucosa asociada o no a tejido
linfoide), siendo esta Ultima divida en 3 subtipos de: A a la C, mientras que las
lesiones descritas en bovinos se clasifican de acuerdo a la distribucion, tipo celular
presente, severidad y grado de colonizacién micobacteriana, ya sea paucibacilar o
multibacilar, donde dichas lesiones pueden ir de focal, multifocal y difusa,
finalmente, esta ultima puede ser intermedia, multibacilar y linfocitica (Pérez et al.,
1996; Clarke & Litle,1996; Corpa et al., 2000; Manning & Collins, 2001; Gonzalez
et al., 2005).

Ademas de los rumiantes, los conejos silvestres son la Unica especie infectada
naturalmente, donde también se ha empleado la clasificacion de lesiones
histopatolégicas descrita en bovinos, en esta especie se han clasificado las
lesiones en focal, multifocal y difusa, donde las de tipo difuso pueden ser
intermedias o difusa multibacilar (Maio et al., 2011). Macroscopicamente, en el
conejo se ha observado engrosamiento de la pared en apéndice vermiforme,
sacculus rotundus y ciego, principalmente; asi como aumento de tamafio y
tumefaccion en linfonodos mesentéricos. A nivel microscopico se puede apreciar
infiltrado granulomatoso compuesto por macréfagos con citoplasma palido y
abundante, con nucleos grandes, presencia de linfocitos y células multinucleadas
Langhans (Maio et al., 2011). En el cuadro 1, se mencionan las clasificaciones de
lesiones descritas en ovinos, bovinos y conejos silvestres infectados naturalmente
con PTB.
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CARACTERISTICAS EN CARACTERISTICAS EN CARACTERISTICAS EN

OVINO BOVINO CONEJO

TIPO 1 Granulomas delimitados (GD) y redondeados, en la base GD con escasos MO y rodeados por algunos LF y Escasos GD en LP y TLI sin modificar la arquitectura, asi
MULTIFOCAL de la zona interfolicular de las placas de Peyer (PP), en plasmaticas, en el TLI y LP de la mucosa intestinal. En como en areas interfoliculares de LN. Se observan
LP o en las vellosidades relacionadas con TLI. ocasiones, se observan CG aisladas en la LP o formando algunos BAAR.

parte de los granulomas.

Enteritis granulomatosa difusa con células epitelioides DIFUSA INTERMEDIA. DIFUSA INTERMEDIA.

TIPO Il b (CE) en yeyuno, ileon y valvula ileocecal (VIC). Infiltrado de linfocitos, MO y algunas CG. Submucosa Pared intestinal engrosada por infiltrado de CE, MO, LF y
TLI  con lesiones granulomatosas en areas edematosay con infiltrado mononuclear en vasos linfaticos. EI  CL; en submucosa hay infiltrado de plasmaticas, MO y LF
interfoliculares, foliculos y ctpulas de PP con alteracion TLI del yeyuno e ileon, puede presentar granulomas. La sin afectar la serosa. Linfadenitis granulomatosa
de su conformacién. En LP intestinal no relacionada con  presencia de BAAR esta relacionada con la cantidad de MO  multifocal. BAAR en cantidad moderada.
el TLI, infiltrado difuso compuesto por MO, algunos LF y  presentes.

CG. Linfadenitis granulomatosa de multifocal a difusa,
con pérdida de su estructura. Se observa moderada
cantidad de BAAR.
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TIPOIIIC

Enteritis granulomatosa difusa, predominan LF y CL,

aunque se pueden apreciar algunos MO. En PP las
lesiones son similares a las descritas en lllb, pero con
mayor nimero de MO y CG. En los granulomas, se
pueden observar focos necréticos, en ocasiones

calcificado. BAAR escasos o nulos.

DIFUSA MULTIBACILAR.

Predominan MO y CE, escasos LF y CG en LP de forma
difusa. Vellosidades fusionadas. Glandulas intestinales
dilatadas, con material necrético en su interior. Submucosa
con edema y en ocasiones vasculitis granulomatosa,
conformaciéon de trombos. Granulomas en zonas
interfoliculares asi como en los foliculos linfoides, se extiende
a la muscular y serosa con linfangitis granulomatosa.
Linfadenitis granulomatosa difusa con macréfagos y CG, tanto
en la zona cortical y paracortical. Se observan numerosos
BAAR.

DIFUSA LINFOCITICA

Predominan LF en LP intestinal, algunos MO y CG.
Vellosidades acortadas y engrosadas. Submucosa puede
contener granuloma rodeado de LF. Moderado infiltrado
granulomatoso en la serosa. Linfadenitis granulomatosa
difusa, con presencia esporadica de CG. Escasa o nula
presencia de BAAR.

DIFUSA MULTIBACILAR.

Pared intestinal engrosada por infiltrado de CE, MO, LF y
numerosas CL, con afectacion de submucosa y PP,
ocasionando fusion de vellosidades, en serosa se ven
algunos granulomas; mientras que en foliculos linfoides
de LN, se observan abundantes MO y CL con afectacién
de la arquitectura normal. Abundante cantidad de BAAR
en mucosa y submucosa, asi como en serosa. Puede

presentarse hepatitis granulomatosa.

Cuadro 1. Caracteristicas lesionales descritas en ovinos, bovinos y conejos silvestres infectados naturalmente con MAP.

Fuente: Pérez et al.,, 1996; Gonzalez et al., 2005; Maio et al., 2011. Abreviaturas: BAAR: Bacilos &cido alcohol
resistentes; CE: Células epiteliales; CG: Célula gigante; CL: células Langhans; GD: Granulomas delimitados; GP:
Granulomas pequefios; LN: Linfonodos; LF: Linfocitos; LP: Lamina propia; MO: Macréfagos; PP: Placas de Peyer;
TLAPP: Tejido linfoide adyacente a las placas de Peyer; TLI: Tejido linfoide intestinal; VIC: Valvula ileocecal.
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1.9 ENFERMEDAD DE CROHN
La enfermedad de Crohn es una afectacion inflamatoria intestinal crénica y hay indicios

que sugieren que MAP estd asociada con esta enfermedad en humanos (Loftus et al.,
1998; Naser et al.,, 2000). Se ha detectado a MAP en pacientes que presentaron
enteritis cronica de tipo granulomatosa mediante pruebas moleculares como PCR y
cultivo bacteriologico (Bull etal., 2003), siendo estas lesiones similares a las
observadas en la enfermedad de Johne en los animales. Mediante hibridacion in situ y
empleando la secuencia de insercion 1S900, MAP fue detectada en muestras con
lesiones granulomatosas ulcerativas y en presente en el 100 % de las biopsias de
pacientes con enfermedad de Crohn que fueron clasificados como enteritis de tipo
granulomatoso, lo que sugiere que MAP es un probable agente zoonético (Favila et al.,
2012). Dicho riesgo aun es controversial, dado que el empleo de la tincion de ZN no ha
sido exitoso para detectar la presencia de MAP en todos los humanos con enfermedad
de Crohn (Behr & Kapur, 2008), puesto que se ha observado que la presencia de
esferoplastos, los cuales son fases infectivas de MAP que carecen de pared celular
madura, por lo que no son detectadas mediante ZN, al no tefiirse por coloracién acido
alcohol resistente (Chiodini, 1986; Bull et al., 2003; Favila et al., 2012). Se presume que
estos esferoplastos pueden ser una forma evolucionada de supervivencia bacteriana,
ya que son altamente resistentes a la lisis quimica y enzimatica, y la pérdida de la capa
estructural externa ayuda a evadir la respuesta inmune del hospedador y permite la
supervivencia dentro de él (Bull et al., 2003; Beran et al., 2006).

Se cree que uno de los factores involucrados en presentacién de la enfermedad de
Crohn es debido al consumo de leche, subproductos, agua y carne contaminados con
MAP, puesto que resiste temperaturas de pasteurizacién (Ellingson et al., 2005; Cirone
et al., 2007; Radostits et al., 2007).

Existen varios elementos que participan en la presentacion de la enfermedad de Crohn,
como la predisposicién genética, ya que existen genes que se asocian a un incremento
de la presentacién de Crohn, entre ellos se ha observado en pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal un aumento en la frecuencia de mutaciones en CARD15, NRAMP,
el gen para el receptor de vitamina D, conocido como VDR, el gen ATG16L1 e IL223R
(Quirke, 2001; Hermon-Taylor & Bull, 2002; Behr & Schurr, 2006; Elguezabal et al.,
2012; Jakubowska et al., 2012; Knights et al., 2013; Sechi & Dow, 2015).
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1.9.1 MAP Y SU RELACION CON OTRAS ENFERMEDADES AUTOINMUNES EN
HUMANOS.
MAP ha sido asociado con enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas como

diabetes tipo |, esclerosis mudltiple, artritis reumatoide, enfermedad de Parkinson,
Sindrome de Blau (sarcoidosis juvenil), lupus vy tiroiditis de Hashimoto (Whittington et
al., 2019). La diabetes tipo 1, es una enfermedad autoinmune en la cual hay infiltrado
de linfocitos T en los islotes del pancreas y destruyen la poblacion de células beta, las
cudles producen insulina. Una teoria de la relacion de MAP con esta enfermedad es por
la homologia de epitopos entre componentes de las micobacterias como Hsp65 y el
acido glutdmico descarboxilasa pancreatica presente en los islotes pancreéticos
(Scheinin et al; 1996). MAP también se ha asociado a artritis reumatoide, ademas del
virus de Epstein-Barr (VEB). Mientras que la artritis reumatoide es una enfermedad
autoinmune inflamatoria sistémica, caracterizada por poliartritis erosiva. Se especula
que MAP en sinergismo con VEB provocan mimetismo molecular antigénico entre sus
proteinas y las del hospedero, ocasionando fallas en la regulacioén del Factor regulador
de Interferon 5 (FRI5) y ante un contacto previo de la micobacteria y desarrollo de la
respuesta inmunoldgica, el hospedero produce anticuerpos contra el propio organismo,
generando la presentacion de enfermedades autoinmunes (El-Zaatari et al; 1996; Dow
CT, 2012; Bo et al., 2018).

Sin embargo, a la fecha sigue existiendo controversia en la asociacion de MAP con
estas enfermedades, ya que solo en sarcoidosis, MAP ha sido identificado en los
granulomas, por lo que ha sido mas complicado su asociacion con las otras
enfermedades autoinmunes debido a la falta de evidencia directa de la identificacion de
MAP en estos pacientes.

1.10 DIAGNOSTICO DE MAP
El diagnostico esta basado en la demostracion directa del microorganismo o de forma

indirecta, ya que se basan en la deteccion de la respuesta inmunolégica que genera en
el hospedero. Dentro de pruebas diagndsticas directas se encuentran el aislamiento
bacteriologico en medios de cultivo, frotis con tincidon ZN, Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR) y métodos indirectos como la deteccién de Interferon gamma (IFNy),
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intradermoreaccion y las que se basan en la deteccion de anticuerpos contra MAP
como inmunoensayo enzimatico (ELISA), inmunodifusion en gel de agarosa (IDGA) y
Fijacion del Complemento (Manning & Collins, 2001; OIE, 2021).

METODOS DE DIAGNOSTICO DIRECTOS
1.10.1 CULTIVO BACTERIANO
El cultivo bacteriano es considerado la prueba de oro para el diagnéstico de PTB a

partir de muestras como heces, 6rganos, leche o leucocitos. Se usan medios artificiales
como Herrold adicionado con yema de huevo y micobactina (HEYMJ) adicionado con
piruvato, recomendado principalmente para cepas de origen bovino, o Léwestein-
Jensen con micobactina recomendado principalmente para muestras de origen ovino o
medios liquidos como Middlebrook 7H9, 7H10, 7H11. Debido al lento crecimiento de
MAP, obtener un resultado definitivo con la aparicion de colonias visibles puede ocurrir
en un periodo que va de las 16 semanas hasta mas de 50 semanas (Hernandez et al,
2022). Es considerada una técnica costosa y con baja sensibilidad en muestras de
animales infectados con baja excrecion de micobacterias (Clarke et al., 1996; Pérez et
al., 1996; Corpa et al., 2001; Manning & Collins, 2001). Los animales pueden eliminar el
microorganismo en las heces de forma intermitente y en bajas cantidades,
particularmente en etapas tempranas de la enfermedad, en estos casos la sensibilidad
del cultivo utilizando muestras fecales va del 45%- 50%, pero es 100% especifico.
Ademas del tiempo requerido para obtener un resultado positivo, se requiere una
descontaminacion previa de las muestras con un compuesto llamado hexadecil
pirididium (HPC) para evitar el desarrollo de microorganismos de lento desarrollo.
También debe considerarse que a veces la aparicion de colonias compatibles con MAP
puede ser complicado debido la contaminacion del cultivo con agentes micéticos y
bacterianos, ya que a menudo es un problema cuando se utilizan muestras fecales
(Sockett et al., 1992; Garrido at al., 2000). A pesar de las desventajas anteriormente
mencionadas, se considera es la prueba de oro para la deteccion de animales
infectados con MAP (Chiodini et al., 1984; Cocito et al., 1994; Stabel, 2000b; Garrido et
al., 2000; OIE, 2021).
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1.10.1.2 IMPORTANCIA DE LA MICOBACTINA PARA EL CULTIVO DE MAP
La micobactina es un sideréforo asociado a la membrana bacteriana que es producido

cuando existen limitadas cantidades de hierro en el medio, que ayudan a transportar el
hierro a través de la pared celular hacia el citoplasma para facilitar el transporte de este
metal requerido para su desarrollo, supervivencia y replicacion. En el aislamiento de
MAP debe considerarse que una de las caracteristicas diferenciales con otras
micobacterias, es la dependencia de micobactina en los medios de cultivo para su
crecimiento in vitro, siendo un rasgo caracteristico que distingue a esta micobacteria.
Aungue MAP también puede crecer sin aporte externo de micobactina, cuando el medio
contiene suficiente hierro y otros nutrientes disponibles. Originalmente, se agregaba
micobactina P obtenida de Mycobacterium phlei al medio de cultivo hasta que se logré
extraer micobactina producida por MAP, denominandose micobactina J (Chiodini et al.,
1984; Juste et al., 1991; del Castillo-Rueda & Khosravi-Shahi, 2010; Gilardoni et al.,
2012).

1.10.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
La PCR méas empleada en el diagnostico de MAP se basa en fragmentos de insercion

conocidos como secuencias de insercion (IS), que son secuencias repetidas en un
namero variable de copias dentro del genoma de las micobacterias y se han usado para
identificar relaciones genéticas entre aislados de la misma especie. La PCR IS900 e
ISMavll, es rapida, menos laboriosa que el cultivo y mas sensible para la deteccion de
MAP directamente de muestras clinicas, sin la necesidad de aislar al microorganismo
(Vary et al., 1990; Strommenger et al., 2001). La secuencia 1S900 no es exclusiva de
MAP, ya que también se encuentra presente en la micobacteria saprofita
Mycobacterium cooki; sin embargo, al estar entre 11 a 14 veces repetido en el genoma
de MAP la hace muy sensible y por ello se sigue utilizando para el diagnéstico de MAP
(Cousins et al.,1999). Existen otras secuencias que son especificas de MAP como el
gen HspX, o las secuencias de insercién ISMav2, ISMap02 y F57. Este ultimo (F57)
presenta una sola copia en el genoma, lo que lo hace un buen candidato para usarlo en
la cuantificacion de la carga micobacteriana mediante qPCR (Ellingson et al., 2005;
Stabel & Bannantine, 2005; Schonenbricher et al., 2008; Correa et al., 2017).

La utilizacion de la PCR a partir de materia fecal permite obtener resultados de forma
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rapida, pero debe considerarse que se puede detectar ADN de MAP en heces de
animales que sin estar infectados han ingerido micobacterias en un medio altamente
contaminado. Ademas, debe considerarse la posibilidad de resultados falsos negativos
por la intermitencia en la excrecion de micobacterias en las heces y por la accién de
factores inhibidores, estos son agentes quimicos que estan presentes en las muestras
clinicas como sales biliares, urea o incluso restos de los mismos reactivos que se
emplean en la extraccion de ADN y tienen actividad inhibidora sobre la accion de la
ADN polimerasa. Por lo que en términos generales tiene una sensibilidad mayor al 80%

y especificidad arriba del 95% (Sweeney et al.,2006; Motiwala et al., 2003).

1.10.3 METODOS DE DIAGNOSTICO INDIRECTOS
1.10.3.1 DETECCION DE INTERFERON GAMMA (IFN-y)
Esta técnica se basa en la obtencion de sangre periférica que se pone en contacto con

antigenos como derivados proteicos purificados (PPD), obtenidos ya sea a partir de M.
bovis o M. avium. Las muestras se dejan incubando durante 12 horas a 37 °C,
posteriormente se centrifugan las muestras y se obtiene el plasma. El IFNy es liberado
por las células mononucleares en sangre periférica como respuesta a la exposicién
previa ante MAP. Esta citocina puede ser medida mediante ELISA y ELISPOT (Rothel
et al., 1990; Veerasami et al., 2011). Su deteccién mediante ELISA, se considera que
es una prueba simple, rapida y de alta especificidad. La especificidad de la prueba esta
relacionada con el antigeno que se emplee para estimular a los linfocitos. Sin embargo,
es una prueba costosa y es posible que produzca reacciones cruzadas debido a que se
comparten antigenos con las bacterias que integran el complejo tuberculosis (Stabel &
Whitlock, 2001). Esta técnica permite detectar animales en fase subclinica de la
infeccion, con una sensibilidad y la especificidad del 41% y 98%, respectivamente
(Jungersen et al., 2002; Nielsen & Toft, 2008).
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1.10.4 INTRADERMOREACCION
La prueba de intradermorreaccion se realiza inoculando un PPD en el tercio medio del

cuello, los PPD puede ser de M. avium o M. bovis o de MAP, conocido como Johnina.
Para esta prueba previamente se mide el grosor de la piel y se realiza la aplicacion del
PPD y finalmente se realiza la lectura a las 72 horas. Se considera positivo, cuando hay
un incremento en el espesor de la piel, igual o mayor que 3 mm. Esta prueba ofrece una
sensibilidad del 64% y una especificidad del 79% (OIE, 2008).

1.10.5 INMUNOENSAYO ENZIMATICO (ELISA)
El ELISA indirecto probablemente es la prueba mas utilizada en el diagnéstico de MAP.

Esta se basa en la deteccidn de anticuerpos en suero, plasma o leche contra MAP. Las
ventajas de esta prueba incluyen bajo precio, rapidez y facilidad con la que se realiza,
ya que permite trabajar con multiples muestras a la vez. Ademas de que posee una alta
especificidad y mediana sensibilidad que depende del estadio de la enfermedad que
presenten los animales, asi como del antigeno que se utilice (Robbe-Austernan et al.,
2006). Debe considerarse que el empleo de algunos antigenos son ineficientes en
detectar casos subclinicos; puesto que los animales infectados generalmente no
producen titulos detectables de anticuerpos hasta etapas avanzadas de la enfermedad
(Stabel, 1997). La prueba de ELISA comparada con IDGA y Fijacién del Complemento,
es la mas sensible de las 3 pruebas seroldgicas, en promedio tiene 45% de sensibilidad
y 99% de especificidad (Collins & Sockett, 1993; Hope et al., 2000). Tripathi menciona
que la sensibilidad de la prueba de ELISA en cabras depende del grado de
presentacion de lesiones, donde es 100% sensible en lesiones multibacilares y 70 % en
paucibacilares (Tripathi et al., 2006). Aun con lo descrito por Tripathi, debe considerarse
gue esta sensibilidad y especificidad depende del antigeno empleado en la prueba de
ELISA, como en los estudios que han empleado proteinas de choque térmico 85A, 85B,
85C y otra proteina como superéxido dismutasa SOD, han demostrado que la
sensibilidad alcanzada es del 66 al 80 % (Nielsen & Toft, 2008). La especificidad en la
prueba con el empleo de antigenos comerciales como la proteina protoplasmatica PPA-
3, ha sido aumentada al pre adsorber el suero con Mycobacterium phlei, ya que

disminuye la deteccion de anticuerpos inespecificos ante micobacterias ambientales o
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saprofitas, pero esto también se ve reflejado en la disminucion de la sensibilidad de la
prueba (Yokomizo, 1985).

Los ensayos seroldgicos como ELISA son comunmente utilizados como prueba tamiz
en el diagnostico de PTB en los rebafios y hatos donde se desconoce la presencia de
esta enfermedad, ya que tiene un bajo costo y es rapida, puesto que el resultado puede
obtenerse dentro de 2 a 3 dias. La prueba de ELISA también es utlizada para
monitorear rebafios y los resultados positivos pueden ser confirmados mediante cultivo
o PCR, ya que la habilidad para detectar MAP, ayuda al manejo y control del rebafio
infectado (Colgrove et al., 1989; Nielsen & Toft, 2011). En el 2012, Castrellén y
colaboradores disefiaron un ELISA indirecto empleando la P35 cémo antigeno para el
diagnéstico de PTB a partir de muestras provenientes de distintos lugares del pais,
mostrando una sensibilidad del 100 % y una especificidad del 92% (Castrellon A.V.E,
2012).

1.10.6 INMUNODIFUSION EN GEL DE AGAROSA (IDGA) Y FIJACION DEL
COMPLEMENTO
En tanto que, las pruebas de IDGA y la técnica de Fijacion del Complemento ofrecen

una rapida deteccién y se emplean para la confirmacion de animales infectados. Estas
técnicas son mas baratas comparadas con el aislamiento en medios de cultivo y sobre
todo la IDGA se considera facil de realizar, sin embargo; tienen bajos grados de
sensibilidad y especificidad en casos subclinicos, por lo que en general se consideran
menos confiables, puesto que pueden presentarse resultados falsos negativos
dependiendo del antigeno empleado. Y a pesar de que la prueba de Fijacion del
Complemento se menciona en el manual de la OIE para el diagnostico de PTB, en
México, no existen publicaciones o informacion sobre laboratorios que la realicen a nivel
de diagndstico, debido a las dificultades que existen para su estandarizacién, sobre
todo al elegir el antigeno empleado. Mientras que, en Europa, la prueba de Fijacion del
complemento es recomendada para confirmar casos clinicos de PTB y segun los
reportes, su sensibilidad va del 10% al 90%, mientras que la especificidad es reportada
alrededor de un 70% aproximadamente (Jgrgensen & Aalund, 1984; Sherman et al.,
1990). Finalmente, con las ventajas que presenta el ELISA, las 2 técnicas anteriores

han sido desplazadas por ésta Ultima técnica diagndstica (Gasteiner et al., 2000).
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1.11 IMPACTO ECONOMICO
La PTB genera pérdidas econdémicas en el sector pecuario debido a que causa

disminucion en la produccion de leche, desecho temprano de animales infectados,
incremento en la incidencia de mastitis, desordenes reproductivos, emaciacion y su
asociacion con otras enfermedades se ve reflejada en el incremento de la mortalidad
(Cocito et al., 1994).

Esta enfermedad impacta directamente en la productividad y salud del hato o rebafio.
Es endémica en casi todo el mundo, aunque con un mayor impacto en el hato lechero
asociado al sistema intensivo de produccién. En México, existen reportes sobre el
impacto econémico que causa PTB en las unidades de produccion. Miranda y
colaboradores, en el 2005; reportaron que la pérdida econémica en promedio es de
$10,345.38/vaca/afio con una prevalencia del 8.87%, presentando mayor pérdida en la
disminucién de produccion lactea (Miranda et al., 2005). Otro estudio evalu6 el impacto
econdémico en producciones lecheras caprinas en el estado de Guanajuato, estimando
que las pérdidas econdmicas por cabra infectada al afio, eran de $454 hasta $852, con
seroprevalencias del 4 al 23%, asociado solo a la disminucion en la produccion de leche
(Jorge et al., 2011).

1.12 PREVENCION Y CONTROL DE LA PARATUBERCULOSIS

De forma general el control de la enfermedad se basa en 3 conceptos basicos: 1.
Identificar la presencia de MAP mediante el diagndstico, 2. Dentro de la medida que sea
posible eliminar los animales infectados y 3. Prevenir la entrada al hato de animales
infectados para prevenir la exposicién de los animales a MAP. Estas tres medidas se
establecen para ayudar a disminuir el porcentaje de casos clinicos en la poblacion y
desecho de los animales que estan eliminando MAP en las heces, las cuales deben ser
implementadas dependiendo de la situacion particular de cada hato o rebafio (Chavez
et al., 2005). El manejo de excretas como el composteo es muy importante para reducir
la exposicion de los animales a las heces de animales que estan eliminando
micobacterias. Otras recomendaciones son separar a las crias y alimentarlas con
calostro proveniente de hembras seronegativas (Whittington, 2010). Igual de importante

es realizar el diagnodstico de los animales sospechosos y a partir del resultado, tomar
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decisiones como la separacion y futura eliminacion. Sin dejar de considerar, que la
deteccion y control de esta micobacteria es complicada, debido al tiempo de replicacion
y a su persistencia en el medio ambiente, puesto que una deteccién efectiva de
animales subclinicos es un paso importante en el control y reduccion de la prevalencia
de PTB en los hatos y rebafios. Esta deteccion puede ayudar a disminuir el riesgo de
exposicion, separando a los animales jovenes de animales adultos, los cuales estan
contaminando el ambiente mediante la eliminacién de MAP en las heces (Doré et al.,
2012).

Muchos esfuerzos se estan realizando para educar a productores y veterinarios sobre
esta costosa enfermedad para ayudar a su control e implementar estrategias de manejo
sanitario en hatos y rebafios sanos. En Estados Unidos, muchos estados estan
actualmente implementando sus propios programas voluntarios de control de PTB
(Whittington et al., 2019).

1.13. VACUNACION CONTRA LA PARATUBERCULOSIS

Dentro de las estrategias efectivas e implementadas en conjunto con las
recomendaciones mencionadas anteriormente para el control de esta enfermedad, se
recomienda el uso de la vacunacion (Santema et al., 2011).

La vacunacion es considerada una estrategia de control efectiva con efecto terapéutico
como preventivo (Singh et al.,, 2014; Arrazuria, et al., 2016), ya que contribuye a
disminuir la morbilidad y mortalidad, ayuda a disminuir la presencia de signos clinicos,
disminuir la carga bacteriana eliminada en las heces, aumento en la produccién lactea
posterior a la vacunacion, ademas de que los costos por vacunacién son menores que
los generados por las pérdidas en la produccion y eliminacién precoz de animales
(Juste et al., 2020). Las vacunas comerciales disponibles son: Gudair® producida por
CZV, basada en la bacteria cepa 316F muerta por calor, empleada en ovinos y cabras;
Silirium® de CZV, que emplea a MAP inactivada y su aplicacion se realiza en bovinos,
Micopar® de Fort Doge/Solvay USA, basada en cepa 18 muerta de M. avium subsp.
avium y Neoparasec® del Laboratorio Merial, que emplea la bacteria viva atenuada y se
aplica en borregos y cabras (Bastida & Juste; 2011). La vacunacion ha sido efectiva en

la reduccion de la mortalidad en bovinos hasta en un 90% de los casos clinicos de PTB
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y en disminuir la eliminacion fecal de MAP de hasta un 40 %, comparado contra los
animales que no fueron vacunados (Alonso-Hearn et al., 2012). Sin embargo, algunos
autores mencionan que las actuales vacunas comerciales disponibles, tienen efectos
suboptimos de proteccion y algunas desventajas: como el desarrollo de una lesion
granulomatosa en el sitio de aplicacion en los animales y en los humanos existe el
riesgo por inoculacion accidental, también pueden interferir con las actuales pruebas
basadas en la respuesta celular para la deteccion de tuberculosis bovina, ya que
provocan reaccion cruzada con las pruebas de tuberculina y por lo tanto los animales
inmunizados puede presentar reacciones falsas positivas, por lo que se restringe su uso
en algunos paises como es el caso en México (Hausleithner et al.,2001; Chavez, 2005;
Windsor et al., 2005; Reddacliff et al., 2006).

En Australia, Nueva Zelanda, Islandia y Espafia, la vacunacion en ovinos ha sido un
método de control para disminuir la prevalencia en animales (cuadro clinico),
observaron que también disminuye el porcentaje de mortalidad y la tasa de eliminacion
de MAP en heces. Lo anterior al estimular la respuesta inmune celular, la cual se ha
comprobado que es eficiente para controlar esta enfermedad con la produccién de
IFNy, facilitando la destruccion de patdgenos intracelulares (Griffin et al., 2009; Bastida
& Juste, 2011; Dhan et al., 2016).

La vacunacion se recomienda en hatos o rebafios en unidades de producciéon donde se
quiere disminuir el nUmero de animales infectados, pero es importante mencionar que
debe implementarse a la par, medidas de bioseguridad mas deteccion y separacion de
animales positivos y negativos; con esto se logra proteger a los animales jovenes
susceptibles a una posible infeccién, disminuir la diseminacién de la enfermedad y
disminuir la tasa de eliminacion de micobacterias en heces (Collins et al., 2010).

La vacunacion de forma profilactica se recomienda en animales jovenes, ya que de esta
forma estarian protegidos ante una futura exposicion a MAP, sin embargo, también se
ha evaluado su efecto en animales adultos, sobre todo con efecto terapéutico (Corpa et
al., 2000; Alonso-Hearn et al., 2012; Arrazuria et al, 2016).
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1.13.1 SITUACION DE LA VAC}UNACION COMO ESTRATEGIA DE CONTROL DE
PARATUBERCULOSIS EN MEXICO

En México, aunque la PTB genera pérdidas econdmicas y es una enfermedad que por
su patogenia es dificil de diagnosticar y de controlar, no existe vacuna disponible contra
esta enfermedad. Esto crea la necesidad de elaborar inmundgenos especificos y que
no generen reaccion cruzada con antigenos del Complejo tuberculosis, debido a la
interferencia que podria tener con la Campafia de control y erradicacion de la
tuberculosis bovina. Las vacunas basadas en la bacteria completa contienen diversos
antigenos que se comparten entre MAP y micobacterias del Complejo tuberculosis,
como es el caso de las proteinas de choque térmico, por lo tanto, cuando se emplea la
prueba intradermoreaccion con el uso de tuberculina bovina, pueden generarse
resultados falso positivos en el diagndstico de tuberculosis en los bovinos inmunizados
con vacunas comerciales. Lo anterior complica el diagndstico y vacunacion de PTB, por
lo que la deteccién e inmunizacién puede hacerse con base a antigenos especificos de

cada especie micobacteriana (Chavez, 2005).

1.13.2 SISTEMAS EMPLEADOS PARA EL DESARROLLO DE VACUNAS
A nivel de investigacion se han descrito varios métodos para la producciéon de dichas

vacunas, entre los que se describen preparados con células completas de MAP vivas o
muertas, pero son inespecificas, ya que MAP tiene una homologia con M. avium del
97% y con M. tuberculosis comparte mas de 3000 genes de un total de 3959, por lo que
la inmunizacion con este tipo también interfiere en las pruebas de diagnéstico de
tuberculosis bovina (Juste R, 2012). Diversos investigadores han planteado y
desarrollado otras propuestas con vacunas basadas en técnicas de biologia molecular,
utiizando la secuencia del genoma de MAP; por ejemplo, mutagénesis por
transposones y afios después se realizaron trabajos desarrollando vacunas por cambio
alélico (Cavaignac et al., 2000; Hamilton & Davis, 2008). Ahora con la disponibilidad de
herramientas de biotecnologia, también se propone el uso de vacunas de ADN. Una
vacuna de ADN, es la insercion de un gen que codifica al inmundgeno en un vector
para transformar posteriormente una bacteria, lograr su amplificacion y purificarlo para

finalmente inyectarlo en un hospedero inmunocompetente. Las vacunas de ADN tienen

29



las siguientes ventajas: son faciles de preparar, son de bajo costo, estables y sobre
todo seguras, puesto que no estan elaboradas con el agente infeccioso (Huygen, 2003).
Otro de los sistemas empleados para produccion de vacunas es el sistema de
despliegue en fago. Este sistema se caracteriza porque se fusionan péptidos a
proteinas de la capside de un fago, como en el caso de fagos filamentosos donde se
incluye al M13 (Manoutcharian et al., 2004). Las proteinas de capside que presenta el
fago son: la proteina pVIII que esta presente en 2700 copias, asi como la plll y pVI,
presentes en uno de los extremos, mientras que el extremo contrario presenta a las
proteinas pVIl y pIX. El fago M13 se emplea para infectar a Escherichia coli que tiene
un pilli F, por donde la plll se une para ingresar el ADN viral. Usando la maquinaria de
E.coli se producen particulas virales, a las que estan unidas las proteinas de interés,
todo esto sin lisar a E.coli. Una de las ventajas de este sistema es que a las 5 proteinas
virales se les pueden unir antigenos. La pVIll es una de las més empleadas debido al
alto nimero de copias que presenta, pero debe considerarse que solamente se unen
péptidos cortos, pues deben ser liberados a través de la membrana celular, mientras
que plll puede unir proteinas de mayor tamafio, pero en mucho menor densidad, lo que
reduce su inmunogenicidad. Otra ventaja que presenta este sistema, es la estimulacion
del sistema inmune a través de la via TLR, con la presencia de motivos CpG en el
genoma viral, que son particulas de interés que sirven como adyuvante porgue generan
una fuerte respuesta inmunolégica, otra caracteristica es que los antigenos pueden ser
expresados en el MHC (o CMH) tanto | como Il, lo que resulta en una respuesta
mediada por linfocitos T citotoxicos y produccion de anticuerpos (Hess & Jewell, 2020).
Una de las aplicaciones de este sistema de despliegue en fagos filamentosos es
identificar epitopos especificos de patégenos y biomoléculas, para desarrollar vacunas
preventivas y terapéuticas, por ejemplo, en el tratamiento de cancer de glandula
mamaria (Manoutcharian et al., 2001). Otra aplicacion exitosa con este sistema fue la
expresion de 3 péptidos y un antigeno recombinante, a bajos costos de produccion. En
este trabajo se observo que, con el empleo del fago recombinante, hubo desarrollo de
ambas respuestas Th1/Th2 con la produccion de IL-4 e IFNy, generando una respuesta

protectora contra la cisticercosis en cerdos al inmunizarlos via subcutanea y oral,
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debido a la capacidad del fago para reclutar células T cooperadoras y la participacion

de linfocitos T citotoxicos (Manoutcharian et al., 2004).

1.13.3 PROTEINAS ESPECIFICAS E INMUNOGENICAS PRESENTES EN MAP Y EN
M. AVIUM SUBESP. AVIUM.
La vacunacion es un método eficiente en el control de la PTB, sin embargo, esta se

limita por la interferencia en las pruebas de diagnéstico al obtener resultados falsos
positivos, situacién que no seria una limitante si se implementa el uso de vacunas con
el empleo de antigenos especificos de MAP. Estas caracteristicas anteriormente
mencionadas, reducen el numero de candidatos inmunogénicos disponibles; sin
embargo, en los ultimos afios se han caracterizado y evaluado antigenos de MAP o
presentes en otras micobacterias como MAA, sin reaccion cruzada con antigenos del

complejo tuberculosis, los cuales se describen en el siguiente cuadro 2.
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ANTIGENO GEN CARACTERISTICAS ESPECIFICIDAD REFERENCIA
AphC aphC hidroperéxido de alquilo evaluado y detectado en Olsen et al., 2000.
reductasa C 9 cepas diferentes de
MAP, no hubo deteccion
en 20 distintas especies
de otras micobacterias,
solo hubo reaccién tenue
con M. gordonae
AphD aphD hidroperéxido de alquilo evaluado y presente en 9 Olsen et al., 2000;
reductasa D cepas diferentes de MAP, 2001.
no hubo deteccién en 20
distintas especies de
otras micobacterias, solo
hubo reaccion tenue con
M. gordonae
Map 39 - posible antigeno reconocido por homéloga en MAA Nagata et al., 2005.
células T, homologa a la
proteina de la familia PPE
Map 41 - reconocido por células T, homéloga en MAA Nagata et al., 2005.
homologa a la proteina de la
familia PPE
MPP14 - Proteina del complejo MAA especifico del complejo Olsen et al., 2005.
M.avium
Complejo A36 - familia de TMA, parte de PPD 94% homologia con MAA Gilot et al., 1992.
P35 loccus asociado con la invasion de presente en M. leprae y Banasure et al.,
35 kDa MAP2121c células epiteliales intestinales en MAA 2001; Shin et al.,
MMP bovinas 2005;
MMP. Papel putativo en la Basagoudanavar et
invasion de células epiteliales. al., 2006; Bannantine
Antigeno gque reconocen células et al., 2008; Swathi
T et al.,2020.
Apa modD antigeno de fibronectina rico en | 98% homologia con MAA Giofre et al., 2009.
alanina y prolina
Map1718c - - 99% homologia con MAA | Santema et al., 2009.
Map1087 - proteina putativa de superficie, presente en MAAy M. Bannantine et al.,
transporte de péptidos, smegmatis 2008.
transporte de niquel
Map3968 - proteina putativa hemaglutinina | 92% homologia con MAA Sechi et al., 2006.
de unién a heparina
a362 P34 - epitope para células B, parte homologo en M.leprae Dekesel et al., 1993.
del complejo A36, complejo
TMA
Map1506 - proteina hipotética de la familia homélogo en M. avium Newton et al., 2009.
PPE hominissuis y MAA
Map3817c - proteina putativa de membrana | secuencia Unica en MAP Bannantine et al.,
2008.
Map3420c - proteina hipotética de la familia homélogo en M. avium Newton et al., 2009.
PPE hominissuis y MAA
rcP34 - proteina 34 kDa terminal epitopes comunes de Malamo et al., 2007;
carboxilo MAP, MAA y M. Swathi et al.,2020.
intracelulare
Lpp34 - lipoproteina putativa homologa a MAA y en Giofré et al., 2007.
E.coli
L5P - lipopentapéptido no presente en MAA o M. Biet et al., 2008.
smegmatis
PstA pstA lipopéptido de pared celular presente en MAA Wou et al., 2009.
Map3841 grpE - presente en MAA Hughes et al., 2008.
Hspx/MBP hspx posiblemente involucrado en especifico de MAP Bannantine & Stabel
adhesién o choque térmico. et al., 2003.

Cuadro 2. Antigenos descritos en MAP y MAA, sin reaccion cruzada con el Complejo tuberculosis.

TOMADO Y ADAPTADO DE MIKKELSEN Y COL., 2011, ACTUALIZADO CON INFORMACION DE
SWATHI y COL, 2020. Abreviaturas: MAA: Mycobacterium avium subsp. avium; MAP: Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis; MMP: Major membrane protein; PPD: Purified protein derivative; PPE:
Proline- proline- glutamate; TMA: Thermoestable macromolecular antigen.
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1.13.4 PROTEINA P35 de MAP
Un antigeno que esta presente en Mycobacterium avium subesp. avium vy

Mycobacterium leprae, es la proteina P35. La proteina P35, designada por su peso
molecular de 35 kDa, llamada proteina principal de membrana o MMP (major
membrane protein), originalmente fue purificada en una fraccion de la membrana de
Mycobacterium leprae, codificada en el loccus MAP2121c (Winter et al.,1995). En 1996,
se determind su capacidad antigénica, ya que se observd su capacidad inmunogénica
en el suero de pacientes con lepra y en estudios con ratones se vio que la MMP,
protege contra la infeccion de la lepra (Triccas et al.,1996; Martin et al.,, 2001). Este
antigeno fue posteriormente encontrado en M. avium y MAP (Triccas et al., 1998;
Banasure et al., 2001; Bannantine & Stabel, 2001). Se observé que esta proteina se
expresa en un alto nivel en condiciones de baja concentracion de oxigeno y alta
osmolaridad, condiciones similares a las que se presentan en el intestino del rumiante,
también se detectd que tiene una importante participacion en la invasion de células
epiteliales bovinas, sugiriendo su empleo en mas estudios como antigeno para la
obtencion de anticuerpos monoclonales (Bannantine et al., 2003a; Bannantine et al.,
2003b; Bannantine et al., 2007). Otra caracteristica importante que se observo en la
P35, es que no es detectada en animales infectados con Mycobacterium bovis y
Mycobacterium tuberculosis, describiendo a la P35 como una proteina inmunogénica
presente solo en MAP, en M. leprae y M. avium subespecie avium (Triccas et al., 1996),
por lo que si se emplea en bovinos no interfiere con el diagndstico en la Campafa de
control y erradicacion de la tuberculosis bovina. Ademas, se observé que la P35
participa en la respuesta inmune celular, al estimular linfocitos T y la produccion de
IFNy, eventos que se asocian a un control efectivo contra microorganismos
intracelulares, asi como generar una reaccion de hipersensibilidad de tipo retardada
(Banasure et al.,, 2001; Bannantine et al., 2003a; Basagoudanavar et al., 2004;
Basagoudanavar et al., 2006).

Esta proteina también se ha empleado con fines diagnésticos mediante ensayo de
inmunoblot, donde se detecto al 100% de los bovinos infectados y con cuadro clinico de
PTB, mientras que en animales con infeccion subclinica se detecto a 75% de estos
bovinos (El-Zaatari et al., 1997).
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En otros estudios, se ha evaluado a la P35 como candidato vacunal contra PTB. Se
demostré que la supresion del gen relA, un gen regulador de MAP, anula la habilidad de
ésta, para establecer una infeccion persistente y en ausencia de este gen, el bovino
desarrolla células T CD8 citotoxicas y asi logra eliminar las bacterias intracelulares,
aunado a que al emplear mutantes en relA de MAP e infectar células de animales
vacunados con P35, demostraron que la P35 es uno de los péptidos que dirige esta
respuesta y evoca el desarrollo de linfocitos T CD8 citotoxicos a través de la interaccion
con el MHC | (Swathi et al., 2020), mientras que en células mononucleares en sangre
periférica (PBMCs), provocan la activacion y proliferacion de células de memoria de
linfocitos T CD4 y CD8, comparado con el control positivo (Leite et al., 2015;
Abdellrazeq et al., 2018; Abdellrazeq et al., 2019, Franceschi et al., 2019). Ademas de
ser altamente inmunogénica al favorecer la estimulacion de la respuesta Thl con la
produccién de citocinas proinflamatorias en ratones, también se ha visto que esta
proteina es detectada por sueros de animales en distintas etapas de infecciéon con PTB,
inclusive en etapas tempranas (Bannantine et al; 2003a).

1.13.5 EMPLEO DE P35 COMO INMUNOGENO
Una de las metodologias disponibles para la expresion y evaluaciéon de antigenos, es el

sistema de despliegue en fago filamentoso. Este sistema tiene las ventajas adicionales
de que la proteina elaborada es estable y debido a que es producida con ayuda de un
bacteriofago, las proteinas propias del virus ayudan a estimular el sistema inmunolégico
sin necesidad de utilizar adyuvantes. Al emplear el fago filamentoso M13, se expreso la
proteina P35 en alto numero de copias al ser unida a la pVIIl del fago y una vez
obtenida, fue evaluada mediante su deteccion con sueros de animales con cuadro
clinico de PTB y diagnosticados previamente como positivos a través de PCR punto
final, histopatologia, aislamiento bacteriologico y ELISA empleando el antigeno
comercial PPA-3. Con los datos obtenidos anteriormente, la P35 fue empleada como
antigeno en ELISA indirecto, para el diagndstico de animales con sospecha de PTB
empleando suero y plasma provenientes de distintas partes de México, mostrando una
sensibilidad del 100 % y una especificidad del 92% (Castrellon A.V.E, 2012).

Una vez demostrado su empleo como antigeno, se decidié evaluar su uso como

inmundgeno mediante la estrategia de vacunacion; para lo cual se aplicé en borregas
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infectadas naturalmente con PTB y diagnosticadas como infectadas previamente
mediante PCR punto final, aislamiento bacteriol6gico y ELISA P35. Una vez realizado lo
anterior, se evalué la respuesta inmune celular mediante microarreglos genéticos, que
consisten en una serie de sondas de ADN unidas a un soporte solido, donde cada una
representa un gen diferente y sirve para determinar la expresion genética completa en
un momento determinado. También se evalué la liberacion de citocinas pro
inflamatorias y anti inflamatorias, asi como la respuesta inmune humoral mediante
ELISA P35, ademéas de evaluar la excrecion de MAP en heces mediante cultivo
bacterioldgico y PCR (Gonzalez R. D, 2014; Castrellon A.V.E, 2018). Los resultados
obtenidos demostraron que el empleo de P35 estimula la respuesta Thl con la
produccion de IFNy estimulando predominantemente la respuesta inmune celular con la
produccion de citocinas pro inflamatorias, como IL-2 e IL-12, ademas de interleucinas
anti inflamatorias como IL-10 (Castrellén A.V.E, 2018).

1.14 MODELOS EMPLEADOS PARA LA INFECCION EXPERIMENTAL CON MAP

Las infecciones experimentales se han realizado en animales de laboratorio como
ratones, ratas, conejos, hamsteres, gerbos, cuyos y aves (Larsen & Moon, 1972;
Mokresh et al, 1990; Talaat, 2020). También se ha demostrado la infeccion natural
sintomatica en primates no humanos como macacos (McClure et al., 1987).

En contraste, los ratones empleados como modelo experimental en infecciones con
MAP ha sido ampliamente reportado, sin embargo, la corta vida del ratdn para su uso
en una enfermedad de curso crénico, la escasa reproducibilidad de presentacién de
lesiones y la ausencia de un cuadro clinico en esta especie, ha llamado la atencion
hacia el uso de otro animal como modelo, siendo los conejos un animal que ha

mostrado varias ventajas sobre el ratdn (Arrazuria et al., 2016; Talaat, 2020).

1.14.1 INFECCION EN CONEJOS COMO MODELO EXPERIMENTAL
Se ha demostrado que los conejos son un modelo animal que ha mostrado varias

ventajas sobre el ratdn, como la presentacion de diarrea o heces pastosas, disminucion
de peso, enteritis granulomatosa en saculus rotundus y en el apéndice vermiforme,
enterocolitis y linfadenitis granulomatosa, asi como excrecibn de micobacterias en

heces; ademas de la conveniencia de su mantenimiento y que es un hospedero que se
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infecta de PTB en vida silvestre (Daniels et al., 2003a; Stevenson et al., 2009). Por lo
tanto, este modelo es susceptible a infecciones por MAP y su multiplicacion puede ser
monitoreada, ademas se puede tener condiciones controladas para garantizar que no
estan infectados con MAP, condiciones que a veces es dificil conseguir en campo
(Mokresh & Butler, 1990 Arrazuria et al.; 2016). Lo anterior fue demostrado por Mokresh
y colaboradores (1989), cuando emplearon conejos de 3 semanas de edad como
modelo para infeccion via oral con cultivo de MAP, donde més del 60 % de los animales
presentaron lesiones granulomatosas en sacculus rotundus y apéndice vermiforme.
También lograron el aislamiento de esta micobacteria a partir de muestras de ileon,
linfonodos mesentéricos y heces, ademas de presentar diarrea intermitente.
Demostrando asi que el conejo es un modelo animal adecuado para replicar infecciones
con MAP (Mokresh, Czuprynski, & Butlers, 1989). De igual forma se ha observado que
la mejor via de inoculacion para infeccion en este modelo, es la oral, siendo la que se
presenta de forma natural en rumiantes, ya que otras vias como subcutdnea,
intraperitoneal e intravenosa genera una inflamacion granulomatosa en otros 6rganos,
distinto a lo que se espera ocurra en el intestino delgado y grueso (Harding, 1958;
Roupie et al.,, 2012). Con base a lo anterior y segun lo descrito por Arrazuria y
colaboradores en el 2016, donde emplearon la cepa de MAP K10 de origen bovino, a
una dosis 1 x 10° UFC, se tiene un porcentaje de eficiencia mayor al 87% (Arrazuria et
al., 2016).

En un trabajo de revision realizado por Arrazuria y colaboradores en el 2016, muestran
un resumen sobre infecciébn experimental realizado en conejos e indican que algunos
autores requirieron entre mas 7 meses para poder observar lesiones granulomatosas
en intestino delgado y linfonodos, obteniendo el mayor porcentaje de eficiencia en la

infeccion (Cuadro 3).
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ORIGEN DE EDAD DOSIS NUMERO DE oc VIAC o NUMERO NECROPSIA
LA CEPA AL DOSIS INOCULACION DE SEMANAS %
MOMENTO ANIMALES POST INFECTADOS® | REFERENCIAS
v (TOTAL) INFECCION
bovino 10 dias 8.9 mg 2 IP 4 12-27 100 (Francis,1943)
conejo/ 4-5 1.6-5.6 7 oral 22 4-40 6-50 (Hirch,1956)
hamster semanas mg
conejo/ 4-6 0.2 mg 1 P 10 <42 <50 (Hirch,1956)
cabra semanas
conejo/ 8-10 0.5 mg 2 v 10 1-33 100 (Hirch,1956)
cabra semanas
bovino 1-2 dias 7x10° 5/10 oral 21 32-40 43 (Mokresh et
UFC al.,1989)
bovino 1-2 dias 3.6x10°8 1 oral 15 2-36 38 (Mokresh y
UFC Butler,1990)
bovino 1-2 dias 2.6x10° 1 oral 5 2-36 100 (conejos (Mokresh y
UFC con cuadro Butler,1990)
clinico pero
sin desarrollo
de lesiones)
bovino 3 meses 5x10°® 3 oral 4 adultos 96-128 50 (Vaughan et
UFC al., 2005)
bovino 2 1x108 3 oral 16 juveniles 8-84 19 (Vaughan et
semanas UFC al., 2005)
bovino 8 1x10° 3 oral 15 16-20 40-87 (Arrazuria et
semanas UFC al., 2015a)

Cuadro 3. Estudios de infeccion experimental de paratuberculosis en conejos. UFC: unidades formadoras
de colonia; IP: Intraperitoneal; IV: Intravenosa. 2; Porcentaje de infeccién determinado principalmente por
cultivo a partir de tejido y necropsia. Cuando no habia datos disponibles, los métodos de deteccion fueron
histologia, cultivo fecal y PCR. TOMADO Y ADAPTADO DE ARRAZURIA Y COL., 2016.

Concluyendo que los conejos son un modelo animal adecuado para realizar infecciones

experimentales y evaluar vacunas. Finalmente, en el estudio de Arrazuria (2016),

evaluaron una vacuna comercial basada en la bacteria completa inactivada. Como

resultados obtuvieron un incremento en la respuesta inmunologica celular y humoral,

asi como disminucion de carga bacteriana en los tejidos evaluados una vez que fueron

inmunizados (Arrazuria et al., 2016).
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Abstract

Aim of the study: To evaluate the infectivity of a MAP type C of a scimitar oryx (Oryx dammah) - included in an in-
ternational conservation list - that showed clinical signs and granulomatous enteritis associated with paratuberculosis in
rabbits (Oryctolagus cuniculus) using molecular, bacteriological and pathological methodologies.

Area of study: The study was made in Tequisquiapan, Queretaro, CEIEPAA, FMVZ, UNAM, Mexico.

Material and methods: Three 6-week-old female New Zealand rabbits were orally infected for 3 consecutive days
with 109 CFU of the MAP isolate. Blood and fecal samples were collected every 2 weeks for a total period of 28 weeks.
1S900 PCR in blood and F57 real-time PCR in the feces were performed every 2 weeks and pathological analysis and
bacteriological culture from tissue were made 28 weeks post infection.

Main results:MAP was detected by IS900 PCR in the blood of two of the three animals after 2 weeks of infection and
again by F57 real-time PCR in the feces of the three infected rabbits. Infection with the MAP isolates in feces at 22 and
28 weeks post infection in one rabbit and isolate of vermiform appendix resulted in the development of granulomatous
lesions in the three rabbits. The lesions were diffuse intermediate in one animal and multifocal in the other two rabbits.

Research highlights: Overall, these results demonstrated the infectivity of a MAP isolate from the scimitar oryx in
rabbits.

Additional key words: bacteriological culture; granulomatous lesions; IS900 PCR; real-time F57 PCR; ruminants;
experimental infection.

Abbreviations used: AFB (acid-fast bacilli); CFU (colony forming units); HE (hematoxylin-eosin); HPC (hexadecyl
pyridinium chloride); MAP (Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis); PBS (phosphate buffered saline); PCR
(polymerase chain reaction); PCRq (quantitative real-time PCR); PTB (paratuberculosis); WBC (white blood cells); wpi
(weeks post infection); ZN (Ziehl Neelsen).
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Introduction

Paratuberculosis (PTB) is a chronic granulomatous
enteritis of domestic and wild ruminants caused by
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP).
PTB-associated clinical signs include diarrhea, weight
loss, decreased milk production, and occasional
premature death. MAP infection has also been linked to
human intestinal inflammatory diseases, such as Crohn’s
disease (Whittington et al., 2019). Non-ruminant species,
such as the wild rabbits (Oryctolagus cuniculus) can
become naturally infected with MAP through the gut-
associated lymphoid tissue, which results in diarrhea
or pasty stools, weight loss, and granulomatous lesions
mainly in the sacculus rotundus and vermiform appendix
in the late phase of the infection (Mokresh & Butler,
1990; Beard et al., 200la,b; Arrazuria et al., 2015,
2016). Wild rabbits can transmit MAP to domestic and
wild ruminants when they feed on pastures where MAP-
infected rabbits cohabit, as in the case of deer and cattle
(Raizman et al., 2005; Judge et al., 2006). Mice, rats,
and rabbits have been used as animal models for MAP
infection (Mokresh et al., 1989; Talaat et al., 2020).
However, animal models other than rabbits do not exhibit
the characteristic clinical signs of PTB (Greig et al., 1999;
Vaughan et al., 2005). Granulomatous lesions similar to
those found in cattle have been observed in the sacculus
rotundus and vermiform appendix of more than 60% of
experimentally infected rabbits (Arrazuria et al., 2016).
Additionally, MAP has also been isolated from the ileum,
mesenteric lymph nodes, and feces of experimentally
infected rabbits, suggesting that rabbits are a suitable
animal model for replicating MAP infection (Mokresh et
al., 1989; Arrazuria et al., 2016).

The mouse is the species most used to evaluate MAP
infections due to MAP replication in the liver, spleen,
and gut. However, experimental infections in mice
are usually induced by intraperitoneal or intravenous
injection of MAP (Talaat et al., 2020). Mice have a short
lifespan making it more difficult to study a disease with a
long chronic course. In addition, experimentally infected
mice do not normally exhibit clinical signs and rarely
develop PTB-associated granulomatous lesions in the
gut (Roupie et al., 2012; Cooney et al., 2014; Ghosh et
al., 2015).

It appears that scimitar oryx is particularly susceptible
to MAP infection. Although the data are scarce, in a zoo
colony in Italy ten animals were infected and six died
with clinical signs of PTB (Pigoli et al., 2020). Similarly,
in Mexico, ten animals from the same herd were infected
and 50% of them were ill (Hernandez-Reyes et al.,
2022). This apparent susceptibility to PTB highlights the
importance of MAP diagnosis in scimitar oryx, which
is considered extinct in the wild (IUCN red list 2016:
https://www.iucnredlist.org/species/15568/50191470).
Since interspecies transmission of MAP poses a risk
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to the conservation of animals in zoological parks, it is
important to carry out pathogenicity studies to evaluate
the infectivity of MAP strains in animals that may transmit
the disease, such as rabbits. Therefore, the objective of
this study was to evaluate the infectivity of a MAP field
isolate from Oryx dammah (type C) in rabbits.

Material and methods

Ethics statement

The procedures performed on the animals were
approved by the Institutional Subcommittee for the
Care and Use of Experimental Animals of the National
Autonomous University of Mexico (UNAM), registry
SICUAE.DC-2019/1-2.

Obtaining MAP type C ORYX origin

A scimitar oryx from a zoological park in Mexico
City showed clinical signs and lesions compatible with
PTB at necropsy. Grossly the small intestine showed
a red coloration and thickening of the mucosa and
exhibited severe diffuse granulomatous enteritis by
histopathology. An intestine section was homogenized
using a tissue grinder Tenbroeck, decontaminated with
0.75% hexadecyl pyridinium chloride (HPC), and the
macerate was cultured in Herrold’s medium for 52 weeks
(Ratnamohan & Spencer, 1986). Subsequently, the isolate
was identified as MAP type C using a specific polymerase
chain reaction (PCR) and DNA sequencing (Hernandez-
Reyes et al., 2022). The isolate was conserved in Luria
Bertani media containing 20% sterile glycerol and 10%
equine fetal serum (Jorge et al., 2005) and placed in
liquid nitrogen until use. This MAP isolate was cultivated
at 37 °C for five weeks in a shaking incubator (Thermo
Scientific™MaxQ 4450, Germany) in Middlebrook 7H9
liquid medium™ (Difco, Detroit, MI, USA) supplemented
with 2 mg/L of mycobactin J (Allied Monitor™, Fayette,
MO, USA), 10% OADC (oleic acid, albumin, dextrose,
and catalase) enrichment (BBL™, USA). The MAP
bacteriological culture was centrifuged at 1,699 x g for
10 min and resuspended in 1 mL of phosphate buffered
saline (PBS). The resultant suspension was passed
through a syringe with a 27 G needle and homogenized by
vortexing (Labnet International Inc, USA). The bacterial
suspension was stained with 1% carbol fuchsin and
quantified in a Petroff Hausser chamber that was observed
under a light microscope at 40x (Leica DM 1000, USA).
The viability of the bacteria and the number of colony
forming units (CFU) were verified by bacteriological
culture in 7H9 solid medium. Aliquots containing 10°
CFU/mL PBS were prepared and used immediately.
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Experimental infection and sampling

Three 6-week-old female New Zealand rabbits were
adapted to the experimental conditions for 3 weeks. On
week 2, the presence of coccidia in feces was ruled out by
using the Flotation and McMaster technique (Alowanou et
al,, 2021).

At the end of the 3 weeks of adaptation, considered
as day zero and before infection, blood samples were
collected from the auricular vein of the infected animals
in vacutainer tubes with EDTA (Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, NJ, USA). The three rabbits
were orally infected with 10°MAP CFU for 3 consecutive
days. Blood and feces samples were collected every 2
weeks for a total period of 28 weeks. At 28 weeks post
infection (wpi), the rabbits were sedated with xylazine
(5 mg/kg) and ketamine (35 mg/kg) and later euthanized
with sodium pentobarbital (60 mg/kg) overdose injected
intracardially, according to the Official Mexican
regulations (DOF, 2015).

Extraction of total DNA from blood, feces, and
gut tissue samples

White blood cells (WBC) were obtained from blood
samples by adding 1 mL of erythrocyte lysis buffer to 500
pL of blood samples. The tubes were vortexed and spun at
20,200 x g for 2 min. The cell pellet was treated again with
erythrocyte lysis buffer until it became white according
to Singh et al. (2010). Subsequently, DNA was extracted
from WBC using a QIAamp DNA mini-kit spin column
(QIAGEN®, Duesseldorf, Germany). DNA extraction
from fecal samples was performed according to Garrido et
al. (2000) and DNA extraction from gut tissue according to
Ratnamohan & Spencer (1986). Finally, the isolated DNAs
were stored at -20 °C until further use.

1S900 PCR from WBC and tissue DNA

Specific primers for the amplification of the insertion
sequence 1S900 of MAP, P3N (5'GGGTGTGGCGT-
TTTCCTTCG3") and PSN (5'ATTTCGCCGCCACCGC-
CACG3’) were used according to Favila-Humara et al.
(2010). The PCR master mix contained 0.5 pg of total DNA,
20 pL of FastStart™ PCR Master (Roche, USA), and 1 pL
of each primer at a concentration of 500 nM. The PCR am-
plification was performed under the following conditions:
1 cycle of denaturation at 94 °C for 5 min, 35 cycles at 94
°C for 40 sec, 56 °C for 40 sec, and 72 °C for 40 sec, with
afinal cycle of 72 °C for 5 min, using a Px2 Thermal cycler
(Thermo Electron Corporation, USA). In the positive sam-
ples, the amplification of a 314 bp fragment of the IS900
MAP sequence was observed on a 1% agarose gel stained
with ethidium bromide 0.5 pg/mL (Invitrogen, USA).
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Fecal real-time PCR for the amplification of the
F57 map sequence

Fecal real-time PCR was performed using the
Primerdesign Ltd M. avium subsp. paratuberculosis
species specific F57 DNA fragment Genesig Advanced
Kit® according to the manufacturer’s instructions
(Roche, Germany). Each PCR reaction contained 5 ng
of the DNA sample, 10 pL of master mix, 1 puL of probes
(final concentration 0.1 uM) and 4 pL of RNase/DNase-
free water. Five puL of RNase/DNase-free water was
used as a negative control, while 5 pL of the positive
control template provided in the kit, was used for the
positive control. The PCR conditions were 1 cycle of 2
min at 95 °C, 50 cycles of 10 sec at 95 °C, and 60 sec
at 60 °C, using a Genesig q16® Thermal cycler (Roche,
Germany).

Identification of map in feces using Ziehl
Neelsen

The identification of acid-fast bacilli (AFB) in feces
was achieved by Ziehl Neelsen (ZN) staining, following
the protocol described by Jorge et al. (2005).

Anatomopathological study

Samples from the duodenum, jejunum, ileum, sacculus
rotundus, vermiform appendix, colon, rectum, mesenteric
lymph nodes, liver, kidney, spleen, tonsils, and brain
were collected at necropsy. Tissues were kept frozen at
-20 °C until processed for bacteriological culture. For
the histopathological analysis, samples were fixed in
10% formalin and embedded in paraffin. Paraffin blocks
were cut at 5 um using an ultramicrotome and slices were
mounted in a slide and stained with hematoxylin-cosin
(HE) and ZN. The stained sections were examined under
a light microscope. The PTB-associated lesions were
classified according to Maio et al. (2011) and Balseiro et
al. (2019).

Bacteriological culture from tissue and feces

Only samples from sacculus rotundus, vermiform
appendix and lymph nodes obtained during the necropsy,
as well as feces, were processed for culture. Two grams
of tissue were macerated by mechanical disruption, while
feces were decontaminated with 40 mL of HPC at a final
concentration of 0.75% and allowed to settle for 3 days.
Subsequently, 6-8 drops of the suspension were taken from
the layer near the sediment and inoculated in HEYMP
(Herrold’s medium with egg yolk and sodium pyruvate)
supplemented with 2 mg/L of mycobactin J. The tubes
were incubated at 37 °C for 56 weeks.
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Table 1. Results of the different bacteriological, microbiological and molecular diagnostic methods after the experimental
infection of three rabbits with Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis type C.

ID PCRIS900 ZN feces qPCRF57 PCRIS900 Bacteriological Clinical Gross Histopathology
blood smear feces VA culture signs pathology
1 positive positive 415,282 positive (28 negative feces  negative VA, SC, Multifocal
(22,28 wpi)  copies (22 wpi) proximal ileum granulomatous
wpi) positive VA (28 with mucosal lesions in VA,
wpi)* thickening, SC, LN, ileum.
523,976 edema in Peyer's ZN negative
copies (28 patches
wpi)
2 positive positive 568,841 positive (28  negative feces  negative  SC thickened Multifocal
(22,28 wpi)  copies (22 wpi) wall granulomatous
wpi) positive VA (28 lesions in VA,
wpi)* SC,LN. ZN
684,328 negative.
copies (28
wpi)
3 negative positive 1,059,344 positive (28 positive feces  diarrhea VA, SC with Diffuse
(22,28 wpi)  copies (22 wpi) 22*and 28 wpi** and mucosal intermediate
wpi) weight thickening, granulomatous
positive VA (28  loss (20 mesenteric lymph  lesions in VA,
1,238,914 wpi)** wpi) nodes increased ~ SC. ZN positive.
copies (28 in size Multifocal
wpi) granulomatous

lesions in LN. ZN
negative

ID: identification; wpi: weeks post infection; ZN: Ziehl Neelsen: VA: vermiform appendix; SC: Sacculus rotundus: LN: lymph node; low CFU*;

high CFU**,

Results and discussion

The present study demonstrated the ability of a MAP
isolate from oryx to infect rabbits via the oral route. Table
1 summarizes the results of the different bacteriological,
microbiological, and molecular diagnostic methods used
after the experimental infection of the three rabbits with
a MAP isolate from scimitar oryx. The three infected
animals developed multifocal (2/3) or diffuse lesions (1/3)
in the sacculus rotundus and vermiform appendix at 28
wpi. Gross and microscopic lesions were not observed in
the liver, spleen, tonsils, or other organs of the infected
animals and IS900 PCR results were negative. MAP
DNA was amplified by 1S900 PCR from the vermiform
appendix of the three infected animals. In addition, MAP
was detected by qPCR and ZN staining in the feces of all
animals at 22 and 28 wpi. Furthermore, rabbit ID3 had
a MAP load in feces at 22 and 28 wpi, with more than
10° DNA copies per gram of feces. While ID1 and ID2
rabbits did not present clinical signs, ID3 rabbit presented
diarrhea 20 wpi and thereafter had a gradual loss of
body weight. Rabbit ID1 showed moderate thickening
of the ileum mucosa (Fig. 1A), vermiform appendix,
and mesenteric lymph node. Microscopically, rabbit ID1
showed multifocal granulomas in the sacculus rotundus
(Fig. 1B). Rabbit ID2 showed thickening only in the
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vermiform appendix, and sacculus rotundus mucosa with
multifocal granulomas composed of macrophages in the
mesenteric lymph nodes (Fig. 1C) and in the absence
of AFB (Fig. 1D). In rabbit ID3, mucosal thickening
was observed in the vermiform appendix and sacculus
rotundus. Histologically, both sections presented diffuse
intermediate  granulomatous lesions composed of
macrophages and some Langhans-type multinucleated
giant cells with moderate infiltration of lymphocytes
at the interfollicular level in the submucosa (Fig. 1E).
The infiltrate was also composed of macrophages and
scarce giant cells, with abundant amounts of AFB in the
vermiform appendix (Fig. 1F) and moderate amounts of
AFB in sacculus rotundus. In the same animal, an increase
in the size and edematous appearance of mesenteric
lymph nodes was observed. Histologically, multifocal
granulomas composed of Langhans-type multinucleated
giant cells and macrophages were observed without the
presence of AFB. MAP was cultured from the feces of
one of the three infected rabbits (rabbit ID3) at 22 and
28 wpi (Fig. SI [suppl]). Bacteriological cultures from
the vermiform appendix of three rabbits at 28 wpi were
positive. In contrast, the bacteriological cultures from
the lymph nodes of three rabbits were negative despite
the presence of multifocal granulomas. The association
between granulomatous lesions with abundant AFB shown
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Figure 1. Results of the pathological

study: (A) proximal ileum with mucosal thickening, rabbit ID1; (B) multifocal gran-

v R
v &

ulomatous lesions in sacculus rotundus rabbit ID1 (arrows); H-E 4x, bar 200 pm. (C) multifocal granulomatous lesion in
lymph node rabbit ID2 (arrow) H-E, 40x, bar 50 pm; (D) multifocal granulomatous lesion in lymph node ZN negative, 40x,
bar 50 pm; (E) diffuse intermediate granulomatous lesions in associated lymphoid tissue in the vermiform appendix, rabbit
ID3, (arrows) H-E, 40x, bar 20 pum; (F) abundant AFB (arrow) in the cytoplasm of macrophages in lesion in the vermiform

appendix, rabbit ID3, ZN positive, 100x, bar 10 pm.

in this study and the presence of clinical signs has already
been reported in both natural and experimental infections
in rabbits, as well as in ruminants, where clinical signs
are associated with advanced lesions, AFB and positive
bacteriological cultures (Beard et al., 2001b; Maio et al.,
2011). MAP was detected by 1S900 PCR in the WBC
of two of the three infected rabbits at two wpi (Fig. S2
[suppl]), indicative of an early systemic infection state in
subclinical animals (Singh et al., 2010; Badia-Bringué et
al., 2022).

Previous studies in experimental infections using
rabbits have shown that not all of them develop clinical
signs and lesions. These differences are due to age, breed,
MAP strain type, infective dose, experiment duration,
route and repeated inoculation (Mokresh et al., 1989;
Mokresh & Butler, 1990; Vaughan et al., 2005; Begg &
Whittington, 2008). Experimentally infected rabbits with
MAP type C isolates revealed that it takes from 5 to 25
months to show clinical signs. Whereas, in some animals,
lesions were observed as multifocal granulomatous with
rare to moderate AFB in gut tissues and occurred between
5 to 32 months, and those without clinical signs tended
to have focal lesions without AFB (Mokresh et al., 1989;
Vaughan et al., 2005; Arrazuria et al., 2015, 2016). In our
study, intermittent diarrhea was present in only one rabbit
(ID3) at the fifth month and lesions in the intestine and
lymph nodes were observed in three animals at 7 months
post-infection. In experimental infection with MAP K10
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isolate (type C) using the same dose as in this study
(10° CFU), 87% of the infected rabbits developed PTB-
associated lesions (Arrazuria et al., 2016). Furthermore,
the different diagnostic techniques used for the evaluation
of the infection may also contribute to the differences in
the results between studies (Arrazuria et al., 2015, 2016).
In natural conditions, it was determined that infected
cattle eliminate around 10® CFU/g of feces, while the
shedding of infected rabbits was estimated to be about
7.6 x 105 £ 5.2 x 10° CFU/g (Daniels et al., 2001, 2003).
These figures for natural infection doses during extended
periods of sharing pastures with infected cattle whose
strains show the same genetic pattern (Greig et al., 1999)
parallel the infective dose used in this study.

Conclusion

This is the first report of an experimental infection of
rabbits with a MAP isolate from scimitar oryx. Our results
demonstrate that rabbits can be infected with a MAP strain
from oryx and develop PTB-associated lesions, mainly
in the vermiform appendix and sacculus rotundus. We
conclude that rabbits can replicate the clinical signs and
the anatomical and histopathological lesions commonly
observed in MAP-infected cattle. Therefore, rabbits infected
with MAP are a suitable model to evaluate the pathogenesis
of this disease and as vaccine candidates for the control of
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PTB. In addition, our results demonstrated the infectivity
of a MAP isolate from scimitar oryx in rabbits which has
implications for the epidemiology of the disease. Rabbits
and the scimitar oryx can be naturally infected with MAP
and participate in MAP transmission, representing a risk
to the conservation of animals in zoological parks where
diverse animal species are closely housed.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Figure S1. Bacteriological isolation showing colonies compatible with MAP (circle) at
28 wpi in HEYMP medium from the vermiform appendix rabbit ID3 (14 weeks
incubation).
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400 bp
314 bp

100 bp

Figure S2. Amplification of MAP DNA by PCR 1S900. MW lane; Molecular
weight marker 100 bp; lanes 1-2 amplifications products (314 bp) obtained from
blood rabbit ID1 and ID2; lane 3 rabbit ID3 negative result, lane 4 negative control
(water) and lane 5 positive control (DNA MAP colony).
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CAPITULO Il

EVALUACION DEL INMUNOGENO P35 DE MAP EN CONEJOS ANTES Y
DESPUES DE LA INFECCION EXPERIMENTAL CON MAP CEPA C

54



2. JUSTIFICACION
Se ha demostrado que el empleo de vacunas para el control de la PTB tiene

efectos positivos tanto en su uso preventivo como terapéutico, al estimular la
respuesta inmune celular y humoral, reduciendo la mortalidad, disminuir la
excrecion de MAP en heces, reducir la presentacion de animales con cuadro
clinico como diarrea y disminucion de peso, asi como controlar el desarrollo de
lesiones granulomatosas en intestino de los animales inmunizados. Sin embargo,
al emplear a la micobacteria completa, esto genera reaccion cruzada con
antigenos del Complejo tuberculosis y puesto que en México no existe una vacuna
disponible para el control de PTB, crea la necesidad de elaborar inmunégenos
especificos evaluados en un modelo animal econémico para comprender mejor la
patogenia y los mecanismos asociados al control de la paratuberculosis a través
de un modelo animal.

2.1 HIPOTESIS
El empleo de la vacuna P35 en conejos infectados experimentalmente provoca

menor desarrollo de lesiones granulomatosas en intestino, disminucién de la
excrecion de micobacterias en heces debido a que evoca tanto una respuesta
inmune celular como humoral.

2.2 OBJETIVO GENERAL
1) Evaluar la expresion de interleucinas en células mononucleares en sangre, la

excrecion de MAP en heces, asi como evaluar el desarrollo de lesiones
granulomatosas en intestino y linfonodos mesentéricos, en conejos vacunados con
P35 y desafiados con MAP cepa C a través de la via oral.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Obtener el inmunégeno P35 mediante su expresion empleando el sistema de

Despliegue en el fago M13.

2) Evaluar el inmunogeno P35 mediante la expresion de TNFa, IL12, IL 8 e IL10
mediante PCR tiempo real a partir de células mononucleares en sangre y de IFNy
mediante ELISA comercial, en conejos inmunizados con P35 e infectados
experimentalmente con MAP cepa C.

3) Determinar la eliminacién de MAP en heces mediante PCR F57 tiempo real en

conejos infectados experimentalmente con MAP cepa C e inmunizados con P35.
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4) Evaluar el desarrollo de lesiones granulomatosas en intestino delgado y
linfonodos mesentéricos, mediante estudio anatomopatolégico en conejos

inmunizados con P35 e infectados experimentalmente con MAP cepa C.
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RESUMEN

La paratuberculosis es una enfermedad crénica ocasionada por Mycobacterium
avium subesp. paratuberculosis (MAP) y se considera que esta presente en los
hatos y rebafios del pais. La proteina P35 esta presente en MAP pero no en las
micobacterias que integran el Complejo tuberculosis y es considerada
inmunogénica, por lo que se ha evaluado como candidato vacunal. La vacunacion
contra MAP en México ha sido limitada, y poco se conoce del efecto preventivo y
terapéutico en condiciones experimentales controladas. Este estudio se disefid
para evaluar la inmunizacion con la P35 antes y después de la exposicion con
MAP usando conejos como modelo animal. Los conejos se dividieron en cinco
grupos: 1CON testigo negativo (n=3); 2INF testigo infectado y no inmunizados
(n=3); 3M13 inoculados con el adyuvante M13 sin la proteina P35 e infectados con
MAP cepa C (n=4); 4INM-INF inmunizados con P35 e infectados con MAP cepa C
en la semana cuatro (n=4) y el 5INF-INM infectados con MAP cepa C e
inmunizados con P35 en la semana 10 (n=4). Los resultados demostraron que la
P35 estimula la respuesta inmune celular y humoral, disminuyendo la excrecion de
MAP en heces y el desarrollo de lesiones granulomatosas de los conejos
inmunizados debido a la expresion de IFNy, TNFa, IL8 e IL12. Se observo una
mayor expresion de IL8 e IL12 en el grupo 5INF-INM, siendo mayor a las 12
semanas después de la inmunizacion, mientras que para el IFNy fue en la semana
14, mientras que la mayor expresion de TNFa fue a las 14 semanas en el grupo
4INM-INF. Por otro lado, la expresion de IL-10 y la produccion de anticuerpos fue
mayor en la semana 28, coincidente con el menor desarrollo de lesiones en
intestino en los grupos 4INM-INF y S5INF-INM. Los resultados de este trabajo
muestran que los conejos del grupo 5INF-INM, infectados en la semana 4 e
inmunizados con P35 en la semana 10, evocan una respuesta inmune celular
mayor y de forma mas temprana comparada con el grupo 4INM-INF. Aunque se
sugiere realizar mas estudios evaluando distintas concentraciones de la P35 para
determinar el mejor comportamiento inmunogénico e incluso evaluar en conjunto

con otras proteinas inmunogénicas de MAP y que no estén presentes en el
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Complejo tuberculosis, estos resultados sugieren que la P35 puede ser un

adecuado candidato vacunal efectivo para el control de la paratuberculosis.

3. INTRODUCCION
La paratuberculosis (PTB) es una enfermedad infecciosa cronica causada por

Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP) de dificil control y a la
falta de tratamiento, el escaso conocimiento sobre su patogenia, el largo periodo
de incubacion y las dificultades en el diagnostico. La proteina P35 fue
originalmente identificada en Mycobacterium leprae (Winter et al.,1995), mostro
capacidad inmunogénica en sueros de pacientes con lepra (Triccas et al.,1996) y
se sugiridé su proteccion contra la infeccién en estudios con ratones (Martin et al.,
2000). Este antigeno fue posteriormente encontrado en M. avium (Banasure et al.,
2001; Triccas et al., 1998) y MAP (Banasure et al., 2001; Bannantine & Stabel,
2001). Otra caracteristica importante que se observo en la P35, no es detectada
en bovinos infectados con bacterias del Complejo tuberculosis (Mycobacterium
bovis y Mycobacterium tuberculosis), concluyendo que la P35 es una proteina
presente en MAP y no en el Complejo tuberculosis (Triccas et al., 1996). Ademas,
se observé que la P35 participa en la respuesta inmune celular, estimulando
linfocitos T produciendo IFNy, citocina importante asociada al control efectivo
contra microorganismos intracelulares. También se observd el uso de la P35
como antigeno capaz de estimular linfocitos y generar una reaccion de
hipersensibilidad (Banasure et al., 2001; Bannantine et al., 2003; Basagoudanavar
et al., 2004; 2006).

Dentro de las estrategias para el control de la PTB, se recomienda el uso de la
vacunacion (Bastida & Juste, 2011). La vacunacion es considerada una estrategia
de control efectiva con efecto tanto terapéutico como preventivo (Singh et al.,
2014; Arrazuria, et al., 2016). Contribuye a disminuir la morbilidad y mortalidad, asi
como la presencia de signos clinicos y la carga bacteriana eliminada en heces,
provocando ademas como consecuencia aumento en la produccion lactea

(Castellanos & Aranaz, 2009; Bastida & Juste, 2011).
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En los ultimos aflos se han desarrollado vacunas subunitarias empleando
proteinas secretoras como 19, 36-38 y 65 kDa, vacunas de ADN, recombinantes o
con proteinas nativas como Hsp70, 74F, Ag85AA, g85BAg, 85C, SOD; las cuales
generalmente se consideran costosas en su produccion debido a los procesos de
purificacion (Gupta et al., 2016). Por ello, se han evaluado otros sistemas de
produccién empleando distintos vehiculos como el uso de fagos, con la ventaja de
disminuir el costo de produccion, su facilidad y mayor expresion de particulas en
su superficie (Gupta et al., 2019). El sistema de despliegue en fago filamentoso,
tiene las ventajas de que la proteina elaborada es estable y debido a que es
producida con ayuda de un bacteriéfago, las proteinas propias del virus ayudan a
estimular el sistema inmunologico sin necesidad de utilizar adyuvantes
(Manoucharian et al.,, 2001, 2004). Por lo que el objetivo de este trabajo fue
evaluar a la P35 como inmunégeno, antes y después de la inoculacion
experimental por la via oral con MAP cepa C en conejos empleados como modelo

animal.

3.1 MATERIAL Y METODOS )

3.1.1 OBTENCION DEL INMUNOGENO P35 MEDIANTE EL SISTEMA
DESPLIEGUE EN FAGO

Se realiz6 en el Laboratorio C-040 del Departamento de Inmunologia del Instituto
de Investigaciones Biomédicas, mediante la técnica de despliegue en fago, en la
que se empled el fago filamentoso M13 para expresar la proteina P35 unida la
proteina de cubierta cpVIIl del fago. De acuerdo a Manoucharian et al., (2004)
descrito brevemente, con las siguientes modificaciones: A partir de la clona 2 de E.
coli TG1 transformada con el gen de la P35 e insertado en el vector fagémido
pPpG8SAET, se cultivo en 20 ml de medio YT2x (BD Difco ®), las cuales se
colocaron a 37 °C a 0.7 xG durante toda la noche, al dia siguiente se tomo6 1 ml,
mediante choque térmico se liber6 el ADN genomico bacteriano y se realizdé una
PCR con los iniciadores p35-NcOl y p35-SnaBl para verificar mediante
amplificacion y su visualizacidbn en gel de agarosa, de un fragmento con un
tamafno esperado de 1000 pares de bases (pb), posteriormente este fragmento se
secuencidé empleando los iniciadores pYSAET y f80LI, y se analizO mediante el
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programa Generun®, donde se verifico la insercion de secuencia de P35. A partir
de la clona 2, se emplearon 20 ml de cultivo 2xYT con ampicilina a 100 ug/ml,
hasta alcanzar un valor de absorbancia de 0.6, se inoculé con 30ul de fago
M13K07 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO™), se incubé a 37°C sin agitacion,
terminado el tiempo se agitdé a 250 rpm durante otros 30 minutos. El cultivo
anterior se coloc6 con 400 ml de medio 2xYT con 400 ul de carbenicilina a 10
mg/ml y 400 ul de ampicilina, se dejé en incubacién 37°C durante 16 h. Una vez
concluido el tiempo, se centrifugd a 8000 xg durante 20 min a 4°C. Se colecto el
sobrenadante en tubos nuevos y después se precipitd con 1/6 volumenes de
polietilenglicol (20% PEG/ 2 NaCl 5M). Se homogenizo y se incubo durante toda la
noche a 4°C, se centrifug6é a 10000xg durante 10 minutos, se conservo la pastilla y
se suspendio con 20 ml de TBS, se centrifugd a 3000xg durante 5 minutos. Se
titulé el fago en 5 ml de cultivo 2xYT con E. coli TG1 sin transformar, incubandolo
a 37°C hasta lograr un valor de absorbancia de 0.7. Se obtuvo el numero de
particulas virales del fago recombinante P35, multiplicando el factor de dilucién por
el nimero de colonias obtenidas en cada dilucion, usando agar-Luria Bertani con
carbenicilina. Los rendimientos del fago fueron de 1x10* UFC/ml de cultivo de

medio (Manoucharian et al., 2004; Dominguez et al., 2020).

3.1.2 CONEJO COMO MODELO ANIMAL PARA LA EVALUACION DE LA P35

Se emplearon 18 conejos hembras de raza Nueva Zelanda, de 6 semanas de
edad, aparentemente sanos, libres de coccidias y pasteurelosis. Estos conejos se
mantuvieron en adaptacion y observacion, de forma individual en jaulas metélicas
durante 3 semanas en el animalario de la Unidad de Servicios de Diagnéstico y
Constatacion (USEDICO) del Centro de Ensefanza, Investigacion y Produccion
Animal en Altiplano (CEIEPAA) perteneciente a la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM). Durante estas semanas, se realizaron evaluaciones cuarentenarias para
favorecer un periodo de acondicionamiento en los animales antes de iniciar los
experimentos y de acuerdo al protocolo registrado en el Subcomité Institucional

para el cuidado y uso de animales de experimentacién (SICUAE) con ndamero

60



SICUAE.DC-2019/1-2. Previo al inicio de la infeccion con MAP cepa C de Oryx
dammah, se tomaron muestras de heces directamente de la charola recolectora
de excretas, para descartar la presencia de coccidias, mediante la técnica de
Flotacion y Mc Master. Los conejos se mantuvieron en jaulas con rejilla de acero
inoxidable (1 conejo por cada jaula), con piso de malla de alambre con 1.5 cm de
separacion, con suficiente amplitud y altura (60x40x90cm) para permitir el
movimiento y posturas naturales de los conejos.

Los conejos fueron mantenidos en un fotoperiodo de 15 horas luz a una intensidad
de 3 watts por m? y sistema de extraccion de olores. En las jaulas se colocaron
charolas con viruta como material absorbente. El cambio de cama y limpieza se
realiz6 5 veces por semana como minimo. Las jaulas se mantuvieron limpias,
secas Yy en condiciones ambientales aceptables. Todos los dias se observaron los
animales para detectar cambios de comportamiento, enfermedades, heridas o
muerte, datos que se registraron en una bitdcora. También se colocaron letreros
de identificacién con datos de contacto en caso de emergencia del responsable
del proyecto de investigacion. El alimento proporcionado fue alimento balanceado
comercial (Purina®), elaborado para conejos en crecimiento y posteriormente a los
4 meses de edad se proporcion6 alimento para reproductores, el cual se almacend
sobre tarimas y en una bodega ventilada para evitar contaminacién ambiental. El
agua suministrada a los animales era potable y a libre acceso, la cual se cambié
todos los dias. El lavado y desinfeccion de las jaulas se realiz6 una vez por
semana como minimo. Los desechos generados por los animales, cuando no
fueron requeridos para su estudio, fueron removidos y eliminados en bolsas
amarillas, llevadas a contenedores para su incineracién, mientras que los
materiales punzocortantes, fueron depositadas en contenedores especiales y los
materiales contaminados y no biolégicos se colocaron en bolsas rojas para su

incineracion.

3.1.3 TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES PARA LA EVALUACION DE P35

Se establecieron 5 grupos compuestos por conejos, hembras de 6 semanas de

edad, como se indica. A continuacion: el grupo testigo, sin tratamiento (1CON;
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n=3); grupo infectados con MAP cepa C a la semana 4 después del tiempo cero
(TO) (2INF; n=3); grupo inoculados con el fago M13 sin la proteina p35 en el TO e
infectados con MAP cepa C en la semana 4 (3M13; n=4); grupo inmunizados con
P35 en el TO e infectados con MAP cepa C en la semana 4 (4INM-INF; n=4);
finalmente, el grupo infectados con MAP cepa C en la semana 4 e inmunizados
con P35 en la semana 10 (5INF-INM; n=4).

3.1.4 INMUNIZACION CON P35 Y FAGO M13 SIN LA PROTEINA P35

Se inmunizo6 con 0.2mg/ml de fago M13 sin la proteina M13 en TBS al grupo 3M13
empleando la via subcutdnea, en el costado derecho en el TO, con una
revacunacion a las 3 semanas posteriores a la primera inmunizacion. Mientras que
el grupo 4INM-INF se inmunizé con P35 a dosis de 0.2mg/ml TBS via subcutanea,
en el TO y el grupo 5INF-INM a las 10 semanas, en el costado izquierdo con una
revacunacion a las 3 posteriores a la primera inmunizacién, empleando la misma

dosis en ambos grupos.

3.1.5 INFECCION EXPERIMENTAL CON MAP CEPA C

Se infectaron via oral con la cepa MAP, la cual fue obtenida de un rumiante
silvestre Oryx dammah que presentd cuadro clinico compatible con PTB y a la
necropsia present6 enteritis granulomatosa grave difusa con abundantes BAAR y
del cual se obtuvo el aislamiento en HEYM, posteriormente fue caracterizada
mediante PCR y secuenciacién como MAP cepa C (Hernandez et al; 2022). A
partir de esta cepa, se cultivd en medio 7H9 con micobactina durante 5 semanas y
se obtuvieron dosis de 10° UFC diluidas en 1 ml de PBS que se emplearon para
infectar a los conejos de los grupos 2INF, 3M13, 4INM-INF y 5INF-INM durante 3
dias consecutivos, en la semana 4. Los in6culos fueron obtenidos de acuerdo a lo

descrito por Maldonado et al., (2023).

3.1.6 TOMA DE MUESTRAS
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A partir de estos grupos experimentales se tomaron muestras durante un periodo
de 28 semanas, con intervalos de muestreo cada 2 semanas, desde el muestreo
en el TO al muestreo 12. Estas muestras consistieron en 1 ml de sangre completa
con EDTA como anticoagulante y 1 ml de sangre con heparina obtenida a partir de
la vena central de la oreja, asi como 500 ul de sangre completa conservada en
500 pl de TRIZOL ® (USA).

También se tomaron heces, recolectadas de forma individual directamente de la
charola, guardadas en bolsas de plastico, identificadas y almacenadas a -20°C

hasta su procesamiento.

3.1.7 DETECCION DE IFNy EN LEUCOCITOS

A partir de 500 pl de sangre con heparina, se agregé 35 pl de PPD aviar
(Mycobacterium avium subesp avium, PRONABIVE®, México) a una
concentracion de 10 uyg/ml. Una vez homogenizadas, se incubaron a 37°C con 5-6
% de COzdurante 16 h. El plasma se obtuvo mediante centrifugacion a 600 xg/10
min, las muestras fueron congeladas -20°C hasta su procesamiento. Se realizé la
deteccion mediante ELISA comercial (NOVUS BIOLOGICALS a biotechne brand®
Rabbit IFN-gamma colorimetric, USA). Se realiz6 una curva estandar con
diluciones dobles seriadas a partir una concentraciéon de 1000 pg/ml de IFNy, de
las cuales se colocaron 100 pul por pozo, en los pozos restantes se colocaron 100
ul por pozo de los plasmas de los conejos, de acuerdo a las indicaciones del
proveedor. Se realizé la lectura por espectrofotometria empleando un lector de
placas (ELx800 Biotek®) con filtro de 450 nm.

3.1.8 EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE MUESTRAS DE HECES

Se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Garrido y colaboradores en el 2000.
Descrito brevemente: A 1 ml de la interfase de las muestras de heces en
suspension, se centrifugd a 1600 xg / 10 min, se hicieron 3 lavados con 1 ml de
PBS 1X, centrifugando a 1600 xg / 10 min; se hizo un dltimo lavado con 2 ml PBS
1X 'y se centrifugd a 12800xg / 5 min.
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Se agreg6 500 pl de TE-triton 100X, se mezclé y paso a un criotubo de tapa de
rosca (NALGENE®), las muestras se colocaron en nitrégeno liquido durante 5 min,
posteriormente se incubaron a 100°C en estufa de calor seco (Terlab®) durante 5
minutos, este procedimiento se realiz6 3 veces. Después se agregaron 450 ul de
isoticianato de guanidina y 250 pl de acetato de amonio con pH de 6.3, se
mezclaron por inversion varias veces y los criotubos se colocaron en un
criocontenedor a 4°C (NALGENE®) durante 15 minutos. Las muestras se
transfirieron a microtubos de 2 ml, se agregaron 500 pl de cloroformo-alcohol
isoamilico, se mezclaron con un homogeneizador eléctrico por 10 segundos y se
centrifugaron a 2800xg / 5 min; la fase acuosa (500-600 pul) se transfirié a un
microtubo de 2 ml. A la fase acuosa obtenida se agregé 450 ul de isopropanol y se
mantuvo a -20°C durante 18 horas. Al dia siguiente, las muestras se centrifugaron
a 2800xg / 5 min y se eliminé el sobrenadante, se obtuvo una pastilla, la cual fue
lavada dos veces con 1 ml de etanol al 70%, se mezclaron por inversion suave y
se centrifug6 a 2800xg / 1 min; se dejé secar la pastilla a temperatura ambiente y
una vez que no tuvo residuos de etanol se agrego6 30 pl de agua destilada. El ADN

fue conservado a -20°C hasta su uso para la PCRq.

3.1.9 PCRq F57 A PARTIR DE HECES

Para la reaccion de amplificacién se agreg6é 5 ng de ADN y se empled el estuche
comercial Primerdesing Ltd M. avium subsp. paratuberculosis species specific F57
DNA fragment genesig Advanced Kit® (Roche, Alemania), de acuerdo a lo

descrito por Maldonado et al., (2023).

3.1.10 DETECCION DE ARNm PARA LA EXPRESION DE TNF, IL-8, IL-10 E IL-
12 A PARTIR DE SANGRE

3.1.10.1 OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES PERIFERICAS EN
SANGRE

A 500 ul de sangre completa, se aforé con 1 ml de PBS 1X. Se agregé 500 ul de

histopaque (Invitrogen®, USA) con una pipeta de transferencia. Se centrifugaron a
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1.9 xG / 20 min. Se tom¢ la capa leucoplaquetaria y se transfirié a otro tubo nuevo.
Se agrego6 2 ml de PBS, se mezcld y se centrifugd a 1.9 xG / 15 min, se decanto el
sobrenadante y se suspendi6 en 0.5 ml de PBS. Se contaron los leucocitos en la
camara de Neubauer y se obtuvieron alicuotas de 5x10° de células con 500ul de

Trizol y se guardaron en nitrogeno liquido hasta su uso.
3.1.10.2 EXTRACCION DE ARN TOTAL

Se agreg6 500 uyl mas de Trizol, se homogenizaron mediante vortex durante 30
segundos. Se agregd 5 ul de DietilPiroCarbonato (DEPC, Sigma®, EUA) y se
agito en vortex durante 30 segundos mas. Se colocd a 30°C durante 6 min. Cada
2 min se homogeneizaron las muestras en vortex durante 30 seg. Se congelaron
las muestras empleando nitrégeno liquido durante 1 ocasién por 3 min. Se incubo
en bloque térmico a 30°C durante 6 min. Se agregé 200 pl de cloroformo. Se
incubé durante 6 min a 30°C. Se centrifugé a 11.6 xg / 15 min. Se colecté la fase
acuosa y se transfirio a otro microtubo de 1.5 ml. Se agreg6 400 pl de isopropanol,
se incubo a temperatura ambiente por 10 min, se centrifugd a 11.6 xg / 10 min y se
desecho el sobrenadante. Se agregé 750 ul de etanol 70%, se homogenizé y
centrifug6 a 11.6 xg / 10 min. Se retir6 el liquido, se suspendié con 15 pl de agua
con DEPC al 1%. Se conservaron las muestras en nitrégeno liquido, hasta su uso.

3.1.10.3 SINTESIS DEL ADN COMPLEMENTARIO

El ADNc se sintetizé usando 4 unidades de enzima transcriptasa reversa mas
solucion amortiguadora RT 1X (Invitrogen®, EUA), dNTPs (Gibco BLR®, EUA),
iniciadores oligo dT (1 pM,), 1 pg de ARN junto con agua bidestilada estéril en un
volumen final de 20 pl. La reaccion se incubd a 37°C durante 1 h y se inactivo a
95°C/5 min.

3.1.10.4 CUANTIFICACION DE ARNm MEDIANTE PCRq

Se llevd a cabo mediante el equipo Rotor Gene 5 plex HRM Qiagen®, en un
volumen final de 10 pl conteniendo 5 pl de cada sonda, 5 pl de mezcla (Roche®),

1.5 pl de agua bidestilada estéril y 2.5 pl de ADNc. Las condiciones de corrida
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fueron 50 °C/2 min, 95°C/10 min, alineacién 95°C/15 s y extension 60°C/h durante
40 ciclos. La expresion se evalud por duplicado, los cuales se normalizaron con
los niveles de expresion del gen G3PDH y B-actina, utilizando el método doble
delta (2 AA) y ajustado por el método de Pfaffl, 2007. La secuencia de los

iniciadores y sondas empleados son los que mencionan a continuacion:

GEN SECUENCIA SENTIDO SECUENCIA SONDA
ANTISENTIDO
TNFo. 5TAG TAG CAA ACC | 3-CTG AAG AGA ACC | GHEX/AT GAA GCT
CGC AAG TG-3' TGG GAG TAG A5’ CIZEN/A CGG ACA
ACC AGC T/3IABKFQ/
IL-8 5-CTG CTC TCT CTG | 3-AGG TGT GGA GIG | 5Cy5/TG CAG TTC
ACT CTT TGT G-3' TGT CTT TAT G-5' T/TAOIG ACA CGG ATT
GGT ACAG/3IAbRQSp/
IL-10 5-AGA GIC TAG GAC | 3-GGA GCT GAG GTA | 5TexRd-XN/AG
ATC AGT TAG GG-3' TCA GAG GTAA-5’ CAC CTT GGA AAG
CTG  TTG  TAC
CT/31AbRQSp/
IL-12a 5-GTG TGA ACC ACA | 3-AAT AGC ATC CAG | GHEX/AC CAA GAA
CGG AGT ATA A-3' CAT CAC CTC-5' T/ZENIG AGA GTT GCC

TGG CT/3IABKFQ/

B- ACTINA 5-GCA AGT ATT CCG | 3-GGA GGA CCA GCT | 56-FAM/CC TCT CCA
TTT GGATTG G-3 TCATCATAT-T-% C/ZEN/G TTC CAG CAG
ATG TG/3IABKFQ/

G3PDH 5-GGT CGG AGT GAA | 3-TGT AGT GGA GGT | 56-FAM/CT GGC AAA
CGG ATT T-3 CAATGA ATG G-5 G/ZENIT GGA TGT TGT
CGC C/3IABKFQ/

3.1.11 ENSAYO INMUNOENZIMATICO (ELISA P35)

Las muestras de plasma en los conejos se analizaron mediante ELISA indirecto
P35 para la detecciéon de IgG totales de acuerdo al protocolo descrito brevemente:
a una concentracion final de 20 pg/ml de proteina P35 en solucién tampén de

carbonato pH 9.6. Se colocaron en cada pozo 100 pl de proteina P35, se incubo6
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toda la noche a temperatura ambiente. Se lavo la placa 3 veces con 200 pl por
pozo de PBS-Tween 20 al 0.1%. Se agregd 150 ul de PBS-gelatina al 1%, se
incubd 1.5 h. Se lavé la placa 3 veces con 200 ul / pozo de PBS- Tween 20 al
0.1%. Se diluy6 la muestra 1/800 en PBS. Se colocaron 100 ul de la muestra
diluida por pozo. Se dej6 incubar 1.5 h. Se lavé 3 veces con 200 pl / pozo de PBS-
Tween 20 al 0.1%. Se agreg6 100 pl / pozo de anti-IgG anti conejo (Invitrogen®,
EUA) diluido 1/1500 en PBS. Se incubd 1.5 h. Se lavo la placa 3 veces con 200 pl
| pozo de PBS- Tween 20 0.1% y dos veces mas con 200 ul de PBS. Se agreg6
100 pl por pozo de la solucién de citratos y se incubd durante 20 min. Se
obtuvieron los valores mediante espectrofotometria empleando EIx800 Biotek®
con filtro 405 nm. Los resultados se expresan con un indice de absorbancia
relativa calculado al dividir la absorbancia promedio de la muestra menos el valor
de absorbacia del fago M13 sin la proteina P35 entre la absorbancia promedio de

la muestra control positivo.

3.1.12 EUTANASIA DE LOS CONEJOS EN LOS GRUPOS EXPERIMENTALES

Una vez concluidas las 28 semanas de experimentacion, en la semana 29, a los
conejos se les aplicO6 muerte humanitaria mediante sobredosis de barbitarico
(Aranda®, México) a una concentracion de 100mg/kg de peso corporal via
intracardiaca, con la previa sedacién con 5mg/kg de xilacina (PiISA®, México) y 35
mg/kg de ketamina (PiSA®, México), ambas via intramuscular, de acuerdo a la
NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-062-Z0O0-1999. Especificaciones técnicas
para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio y a la NOM-033-
SAG/ZO0-2014. Métodos para dar muerte a los animales domeésticos y silvestres.

3.1.13 ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

En la semana 29 se realizo el estudio anatomopatoldégico mediante necropsia e
histopatologia, durante el cual se hizo la toma de drganos como sacculus
rotundus, apéndice vermiforme del ciego, intestino delgado, linfonodos

mesentéricos, tonsilas, higado, rifién, bazo, pulmén, corazén y encéfalo para
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determinar la presencia de lesiones compatibles con PTB y presencia de MAP

mediante tincion Hematoxilina-Eosina y ZN.

La identificacion de las muestras seleccionadas se describe en el cuadro 4.

IDENTIFICACION REGION ANATOMICA
A apéndice vermiforme

B sacculus rotundus

C duodeno

D1 yeyuno proximal

D2 yeyuno medio

D3 yeyuno distal

El ileon proximal

E2 ileon medio

E3 ileon distal

F ciego, colon, recto

G linfonodos mesentéricos
H higado

I rifién

J bazo

K tonsilas

L pulmon, corazon

M encéfalo

Cuadro 4. Identificacion de muestras tomadas durante la necropsia de conejos
para el estudio histopatologico y cultivo bacterioldgico.

3.1.14 CULTIVO BACTERIOLOGICO

Al momento de la necropsia, se tomaron muestras de los 6érganos anteriormente
mencionados para inocularse en medio Herrold con yema de huevo (HEYM) y 2
mg Micobactina J (IDEXX, EUA) disuelta en 4 ml de etanol absoluto para 1 litro de
medio. Primero, se maceraron de acuerdo al protocolo descrito por Estévez y
colaboradores en el 2007, con las siguientes modificaciones: se elige una seccién
de 15 a 20 cm de intestino, se agrega 1 ml de ampicilina (200 mg/ml, PiSA,
México). Se raspoé la mucosa utilizando una hoja de bisturi estéril, se homogeniza
y se tritura utilizando un Ten Broeck™. Se agregé al macerado, 100 ml de solucion

de PBS con tripsina al 0.5% pH 7.5-8, se mantuvo en agitacion media durante 30
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min. Se centrifugdé a 3220 x g durante 20 min. Se desecho el sobrenadante y el
sedimento se coloc6 con 100 ml de solucion PBS con 20 mg de lisozima (Estévez
et al., 2007). Nuevamente se mantuvo en agitacion media durante 1 h. Se
centrifugd a 3220 x g durante 20 min. Se desecha el sobrenadante y se suspende
la pastilla con 10 ml de HPC al 0.75 %, de esta suspension se tomaron de 8 a 10
gotas y se sembraron en tubos con HEYM, durante un periodo maximo de 50

semanas de incubacion a 37 °C.

3.1.15 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados por medio de un disefio completamente al azar, con
un arreglo de mediciones repetidas empleando PROC MIXED, SAS, 2004. Las
significancias de las diferencias entre grupos para todas las variables fueron
estimadas usando analisis de varianza (ANOVA) y cuando mostro diferencias
significativas se utilizé la prueba de comparacion de medias por Tukey. El modelo
fue el siguiente:

Yi=u + i+ €j 1=1,2,3,4,5@0) j=1,2,3,4()
Donde:
Yij= Variable de respuesta en tratamiento i, repeticion j. IFNy liberado en sangre,
PCRq TNF, IL-8, IL10, IL12 en sangre y PCRq F57 en heces
M = Media general.
ti = Efecto del tratamiento i.
€ij = Error aleatorio €~ N (0, a2)

Se realiz6 una prueba de comparacion de medias por Tukey con un valor de
confianza de 0.05 (Steel & Torrie, 1996). Asi mismo con los promedios obtenidos
en el andlisis de varianza se realizaron las graficas correspondientes para las

variables evaluadas.
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4. RESULTADOS
4.1 PRODUCCION DEL INMUNOGENO P35

De la clona transformada para la expresion de la proteina recombinante P35, se
obtuvo un titulo de 2.1 x 10*3 de particulas de fago con la cual se inmunizé a los

grupos correspondientes.

4.2 EVALUACION DEL INMUNOGENO P35 EN GRUPOS EXPERIMENTALES.
DETECCION DE IFNy EN PLASMA

Los resultados de la concentracion de IFNy obtenidos en los grupos
experimentales se muestran en la figura 1. En esta se aprecia que la
concentracion maxima de IFNy se obtuvo en los grupos experimentales 4INM-INF
y 5INF-INM y mostro diferencias significativas en la semana 14. En el grupo 4INM-
INF, los niveles de IFNy aumentaron posterior a la primera inmunizacion con P35;
sin embargo, esta tendié a disminuir en la semana 24. En el grupo 5INF-INM, en la
semana 10 cuando se realizd la primera inmunizacion, el nivel de IFNy subi6 y
este incremento cuando se hizo la segunda inmunizacion con P35, pero a partir de
la semana 24 los niveles de IFNy bajaron. Finalmente, en el grupo 3M13, donde se
evalué el efecto del fago sin la proteina P35, se observd que tuvo un
comportamiento similar al control negativo, con una concentracion maxima a las

16 semanas (Fig. 1).
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Figura 1. Determinacion de IFNy en sangre de grupos experimentales inmunizados e
infectados con MAP cepa C. 1CON = sin tratamiento; 2INF = infectados con MAP cepa C;
3M13 = inoculados con el fago M13 sin la proteina P35 e infectados con MAP cepa C; 4INM-
INF = inmunizados con P35 e infectados con MAP cepa C; 5INF-INM infectados con MAP
cepa C e inmunizados con P35. (*) diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

4.3 DETECCION DE ARNm DE TNFa EN SANGRE

Los resultados de la concentracion de TNFo obtenidos en los grupos
experimentales se muestran en la figura 2. En esta se aprecia que la
concentracion maxima de TNFa se obtuvo en el grupo experimental 4INM-INF y
mostré diferencias significativas en la semana 12 (9 semanas después de la

revacunacion) (Fig. 2).
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Figura 2. Determinacion de la expresion de TNFa en células mononucleares
en sangre de grupos experimentales inmunizados e infectados con MAP
cepa C. URE= Unidad relativa de expresion. R= Revacunaciéon. 1CON = sin
tratamiento; 2INF = infectados con MAP cepa C; 3M13 = inoculados con el fago
M13 sin la proteina p35; 4INM-INF = inmunizados con P35 e infectados con MAP
cepa C e infectados con MAP cepa C; 5INF-INM infectados con MAP cepa C e
inmunizados con P35. (*) diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

4.4 DETECCION DE ARNm DE IL-8 EN CELULAS MONONUCLEARES EN
SANGRE

Los resultados de la concentracion de obtenidos en los grupos experimentales se
muestran en la figura 3. Se observa que la concentracion maxima de IL-8 se
obtuvo en los grupos experimentales 4INM-INF e 5INF-INM y mostraron
diferencias significativas con respecto a los grupos testigo en la semana 12,

siendo mayor esta diferencia en el grupo 5INF-INM (Fig. 3).
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Figura 3. Determinacion de la expresiéon de IL-8 en células mononucleares en sangre
de grupos experimentales inmunizados e infectados con MAP cepa C. URE= Unidad
relativa de expresion. R= Revacunacion. 1CON = sin tratamiento; 2INF = infectados con
MAP cepa C; 3M13 = inoculados con el fago M13 sin la proteina P35 e infectados con MAP
cepa C; 4INM-INF = inmunizados con P35 e infectados con MAP cepa C; 5INF-INM
infectados con MAP cepa C e inmunizados con P35. (*) diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05).
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4.5 DETECCION DE ARNm DE IL-12 A PARTIR DE CELULAS
MONONUCLEARES EN SANGRE

Los resultados de la concentracion de IL-12 obtenidos en los grupos
experimentales se muestran en la figura 4. En esta se aprecia que la
concentracion maxima se obtuvo en el grupo experimental 5INF-INM y mostro

diferencias significativas en la semana 12 (Fig. 4).
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Figura 4. Determinacién de la expresion de IL-12 en células mononucleares en
sangre de grupos experimentales inmunizados e infectados con MAP cepa C. URE=
Unidad relativa de expresion. R= Revacunacion. 1CON = sin tratamiento; 2INF =
infectados con MAP cepa C; 3M13 = inoculados con el fago M13 sin la proteina P35 e
infectados con MAP cepa C; 4INM-INF = inmunizados con P35 e infectados con MAP
cepa C; 5INF-INM infectados con MAP cepa C e inmunizados con P35. (*) diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).
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4.6 DETECCION DE ARNm DE IL-10 EN CELULAS MONONUCLEARES EN
SANGRE

Los resultados de la concentracion de IL-10 obtenidos en los grupos
experimentales se muestran en la figura 5. La mayor expresion detectada de
ARNmM fue en la semana 28, tanto en el grupo 4INM-INF como en el 5INF-INM, en
el caso del 4INM-INF, ocurrio 25 semanas después de la revacunacion y en el
grupo 5INF-INM, 18 semanas después de la revacunacion. Este mismo nivel de
deteccion se observo a las 28 semanas en los grupos 2INF y 3M13. Se observo
diferencia estadistica significativa entre tratamientos 4INM-INF e 5INF-INM, con

respecto a los demas grupos a las 20 semanas (Fig 5).
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Figura 5. Determinacion de la expresion de IL-10 en células mononucleares en sangre
de grupos experimentales inmunizados e infectados con MAP cepa C. R= Revacunacion.
URE= Unidad relativa de expresion. 1CON = sin tratamiento; 2INF = infectados con MAP cepa
3M13 = inoculados con el fago M13 sin la proteina P35 e infectados con MAP cepa C;
4INM-INF = inmunizados con P35 e infectados con MAP cepa C; 5INF-INM infectados con
MAP cepa C e inmunizados con P35. (*) diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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4.7 CUANTIFICACION DE LA EXCRECION DE MICOBACTERIAS EN HECES

Se encontré que a partir de la semana 18, la menor cantidad de micobacterias
excretadas en heces fue en los grupos 4INM-INF y 5INF-INM con respecto a los
demas grupos experimentales y tienden a incrementar a las 24 semanas. En el
grupo 3M13, los niveles de MAP en heces fueron constantes durante todo el
periodo que duré el experimento, teniendo un nivel mas bajo en la semana 14 y
hubo un incremento maximo de deteccion en la semana 24. En el grupo 4INM-INF,
la menor cantidad de MAP excretada en heces fue detectada en la semana 18,
pero posteriormente, hubo incremento en la deteccion de MAP en heces hasta el
final del experimento. Finalmente, en el grupo 5INF-INM, la cantidad de MAP en
heces disminuy6 en la semana 14, esto posterior a que se realizé la segunda
inmunizacion (11 semanas posterior a la revacunacion). De forma relevante se
observo que solo en este grupo, en la semana 28, se vio una disminucién en la
cantidad de MAP detectada, de al menos 4 veces menor, con diferencia

estadistica significativa con respecto a los demas grupos (Fig. 6)
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Figura 6. Deteccién de MAP en heces mediante PCRq F57 en grupos experimentales
inmunizados con P35 e infectados con MAP cepa C. 1CON = sin tratamiento; 2INF =
infectados con MAP cepa C; 3M13 = inoculados con el fago M13 sin la proteina P35 e
infectados con MAP cepa C; 4INM-INF = inmunizados con P35 e infectados con MAP cepa
C; 5INF-INM infectados con MAP cepa C e inmunizados con P35. (*) diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).

4.8 DETERMINACION DE IgG TOTALES EN PLASMA

En todos los grupos incrementd el nivel de anticuerpos desde la semana 2,
posterior a la primera inmunizacion y una vez que se realizd la infeccion
experimental (semana 4), nuevamente hubo incremento en la produccién de
inmunoglobulinas (IgGs) en plasma y su pico maximo de concentraciéon fue en la
semana 22 en el caso del grupo 5INF-INM, disminuyendo hacia la semana 28.
Mientras que en el grupo 4INM-INF los niveles de 1gGs tendieron a disminuir en la
semana 26 e incrementaron nuevamente hacia la semana 28. El grupo 2INF los
niveles de IgGs se mantuvieron constantes a partir de la semana 4, durante el
periodo que dur6 el experimento (28 semanas). En el grupo 3M13 los niveles de

anticuerpos tendieron a incrementar conforme transcurrian las semanas del
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estudio experimental (28 semanas). Los resultados obtenidos de la concentracion
de IgG totales mostrados en los grupos experimentales inmunizados con P35 e
infectados con MAP cepa C (Fig. 7).
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Figura 7. Deteccion de anticuerpos IgG totales (descrito en densidad éptica)
mediante ELISA P35 en grupos experimentales inmunizados con P35 e
infectados con MAP cepa C. 1CON = sin tratamiento; 2INF = infectados con MAP
cepa C; 3M13 = inoculados con el fago M13 sin la proteina P35 e infectados con
MAP cepa C; 4INM-INF = inmunizados con P35 e infectados con MAP cepa C;
5INF-INM infectados con MAP cepa C e inmunizados con P35.

4.9 ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

Al realizar las necropsias de los grupos experimentales, las lesiones
macroscopicas y microscopicas observadas en cada grupo experimental fueron:
en el grupo 1CON no se observaron lesiones aparentes. En el grupo 2INF
macroscopicamente se observé engrosamiento del intestino delgado con placas
de Peyer prominentes y aspecto granular con linfadenomegalia compatible con
enteritis granulomatosa multifocal a intermedia con presencia de moderados a

abundantes BAAR. El grupo 3M13 también mostré6 engrosamiento intestinal con
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placas de Peyer prominentes y linfadenomegalia compatible con enteritis
granulomatosa focal a mutifocal con presencia de escasos BAAR. En los grupos
4INM-INF y 5INF-INM se observé mucosa intestinal prominente, placas de Peyer
prominentes y linfadenomegalia, a nivel microscopico se observo en 4INM-INF
enteritis granulomatosa multifocal con presencia de células gigantes sin BAAR en
su interior, mientras que en el grupo 5INF-INM se observaron dos conejos con
enteritis granulomatosa focal sin BAAR y dos conejos con enteritis granulomatosa
multifocal con presencia de células gigantes sin BAAR. Los detalles de los

hallazgos mas relevantes son los que se muestran a continuacion en el cuadro 4.
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GRUPO ID ANIMAL HALLAZGOS LESIONES HALLAZGOS MICROSCOPICOS LESIONES CULTIVO BACTERIOLOGICO
MACROSCOPICOS MACROSCOPICAS SR AV Y/ LNIL MICROSCOPICOS SR AV YI/LNIL
SR AV Y/
NI1 - - - - - - - - -
1CON NI2 - - - SCPA - - - SCPA - - -
NI3 - - - - - - - - -
Cl1 X X X ++ + + Enteritis granulomatosa - Hx *(Y)
2INE Engrosamiento de la pared intestinal, difusa intermedia
placas de Peyer prominentes y multibacilar
CcI2 X X - linfadenomegalia del linfonodo + - - Enteritis granunolomatosa - * -
ileocecal multifocal con presencia
moderada de BAAR
CI3 X X X ++ + + Enteritis granulomatosa - *k -
difusa intermedia
multibacilar
M1 X X - + - + Enteritis granulomatosa - - -
3M13 focal sin BAAR
M2 X X X Engrosamiento de la pared intestinal, + - - Enteritis granunolomatosa - * -
placas de Peyer prominentes y multifocal con escasos
linfadenomegalia del linfonodo BAAR
M3 % X X ileocecal + N R Enteritis granunolomatosa | - * R
multifocal con escasos
BAAR
M4 X - - + - - Enteritis granulomatosa - R R
focal sin BAAR
M1 X X - - - - Enteritis granulomatosa - - -
AINM-INE focal sin BAAR
1M2 X - - Palidez y mucosa prominente, placas + - - - - -
de Peyer prominentes y Enteritis granunolomatosa N N _
linfadenomegalia del LNIL multifocal sin BAAR
M3 X X - - - - - - -
iM4 X - - + - + - - -
S5INF-INM IF1 X X - - - - Enteritis granulomatosa - - -
IF2 X N N Palidez y mucosa prominente, placas N N N focal sin BAAR N N N
F3 - - - d-e Peyer promirTentes y " - " - - -
linfadenomegalia LNIL L
IF4 X N N + N N Enteritis granunolomatosa N N N
multifocal sin BAAR

Cuadro 4. Resumen de hallazgos anatomopatolégicos y resultados de cultivo bacteriolégico a partir de tejidos de

postinfeccion.

los grupos experimentales a las 24 semanas

SR = Sacculus rotundus, AV = Apéndice vermiforme, Y/l = yeyuno y/o ileon, LNIL = Linfonodo ileocecal, Y= Yeyuno, - = Sin observacién de hallazgos histopatolégicos, x =

observacién de hallazgos macrosépicos, + = Lesiones granulomatosas tipo Il multifocal, ++ = Lesiones granulomatosas tipo difusa intermedia, SCPA= Sin cambios patoldgicos

aparentes, BAAR= bacilos acido alcohol ressistentes, * = Baja concentracciéon de MAP, ** = Alta concentracién de MAP

53




4.10 CULTIVO BACTERIOLOGICO A PARTIR DE TEJIDO

Se observo el desarrollo de colonias visibles en muestras de apéndice vermiforme
y/o yeyuno en los conejos del grupo 2INF a las 16 semanas de incubacion y en
dos conejos del grupo 3M13 a partir de las 22 semanas de incubacién. Mientras
que en los grupos 4INM-INF y 5INF-INM no se obtuvieron aislamientos
bacterianos, los cuales se revisaron cada semana durante un periodo de 40
semanas. Los resultados son mostrados en el cuadro 4 y la imagen de uno de los

cultivos obtenidos se muestra en la figura 8.

Figura 8. Aislamiento bacteriolégico donde se observan colonias
compatibles con MAP (CIRCULO). A las 16 semanas post incubacion en
medio HEYM a partir de apéndice vermiforme de uno de los conejos del grupo
2INF.

5. DISCUSION

En este trabajo se observé que la inmunizaciéon con P35 tuvo un efecto positivo
sobre la reduccién en el nimero de bacterias eliminadas en heces tanto en el
grupo 4INM-INF como en 5INF-INM, con respecto al grupo infectado 2INF; siendo
menor la excrecion de MAP en el grupo 5INF-INM con respecto al grupo 4INM-
INF, en la semana 14. De forma importante, se vio que la vacunacion disminuye la
excrecion de MAP en heces, sobre todo posterior a la revacunacién con P35. En
otros estudios se ha indicado que esto se asocia a una mayor expresion de
citocinas como IFNy e IL-12, puesto que ocasionan una interaccion entre los

macroéfagos y linfocitos, estimulando la secrecion de citocinas Thl, produciendo el
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reclutamiento de células en el sitio de infeccion, activacion y proliferacion celular,
asi como la produccion de sintetasa inducible de éxido nitrico (Inducible nitrico
oxide synthase, INOS) por parte de los macrofagos para aumentar la capacidad de
la fusidon del fagosoma con el lisosoma, asi destruir a MAP y disminuir la excrecion
de MAP en las heces (Coussens et al., 2004a, 2004b, Juste et al., 2009).

Respecto a los resultados obtenidos en el estudio anatomopatolégico, se
demostré que la inmunizacion con P35 disminuyoé la gravedad de lesiones
presentes principalmente en apéndice vermiforme y sacculus rotundus, tanto en el
grupo 4INM-INF como en 5INF-INM. En el grupo 4INM-INF se observaron lesiones
granulomatosas multifocales sin presencia de BAAR, mientras que en el grupo
5INF-INM, éstas fueron en su mayoria focales a multifocales sin presencia de
BAAR, consideradas lesiones menos graves comparadas con las observadas en
los grupos 2INF y 3M13; ya que en éstos se observaron lesiones granulomatosas
multifocales a difusas intermedias, con presencia de BAAR y con aislamiento
bacteriolégico positivo. Lo anterior, sugiere un efecto positivo de la vacunacion
sobre la progresion de las lesiones que se mantienen limitadas con una
distribucién focal a multifocal y sin presencia de bacilos. Lo anterior asociado a la
mayor expresion de IFNy e IL-12, asi como a la presencia de células gigantes en
las lesiones granulomatosas observadas en los intestinos del grupo 5INF-INM, las
cuales tienen mayor capacidad en la fagocitosis, por lo tanto, se considera que
son mas eficientes para eliminar a MAP. Se ha visto que la participacion de estas
células, son un indicador del control de la progresion de MAP en los tejidos
infectados y sugiere la actividad de una respuesta inmune celular que limita la
multiplicacion de MAP (Pérez et al., 1999; Gonzélez et al., 2005; Maio et al., 2011;
Agullé et al., 2022).

Asi mismo, si bien en los grupos 4INM-INF y 5INF-INM, se observaron tanto
lesiones granulomatosas focales como multifocales sin presencia de BAAR, sin
aislamiento de MAP a partir de las muestras de intestino y linfonodos, esto

posiblemente se asocia por la presencia de células gigantes, debido a una mayor
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actividad microbicida que logra contener y eliminar a MAP, por lo que no se
observaron BAAR dentro de dichos macréfagos. En este caso, se menciona que
en las lesiones de este tipo y sin BAAR, el cultivo bacteriologico tiene una limitada
sensibilidad para el desarrollo de colonias bacterianas a partir de estas muestras
(Alonso-Hearn et al., 2012; Hines et al., 2014).

Los resultados también demostraron que el empleo de P35 estimulé la respuesta
Th1 con la produccion de IFNy y las citocinas TNFa, IL-8, e IL-12 estimulando
predominantemente una respuesta inmune celular. Lo anterior también fue
demostrado por Franceschi y colaboradores en el 2019, al evaluar a la P35 en
cultivo celular. Describieron que esta proteina logré la proliferacion de células T
CD8 asi como TCD4 de memoria, debido a que la P35 conservd las
caracteristicas como proteina nativa y fue presentada en el MHC | y Il por las

células presentadoras de antigeno (Franceschi et al., 2019).

Con relacién a IFNy, en este trabajo se vio que los niveles fueron diferentes en los
tratamientos, 4INM-INF como en 5INF-INM, siendo mayor la expresion en el grupo
5INF-INM (260 pg/ml) comparado también con los controles 1CON (50 pg/ml),
2INF (130 pg/ml) y 3M13 (100 pg/ml) a las 12 semanas. En el tratamiento 4INM-
INF, el aumento de IFNy en la semana 2, puede asociarse a un posible efecto de
la primera inmunizacién con P35 y después a la semana 3, se vio otro un
incremento en la concentracion de IFNy, posiblemente por efecto de la
revacunacion en este grupo. Mientras, que en el tratamiento 5INF-INM, también se
mostrd un incremento en la produccion de IFNy, una vez que los conejos fueron
vacunados y este efecto aumentd cuando se realizd la revacunacion, aunque
dicho efecto fue mas constante y duradero comparado con en el grupo 4INM-INF a
las 12 semanas. Se conoce que el IFNy es un buen indicador de la respuesta Th1,
ya que esta relacionado con la produccion de o6xido nitrico por parte de los
linfocitos T CD4+ para la destruccion de patégenos intracelulares como MAP
(Begg & Griffin, 2005). Ademas se ha visto en borregos infectados y no vacunados

que progresan a la enfermedad clinica, la asociacion de los niveles de IFNy con el
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desarrollo de la enfermedad es porque tienen niveles mas bajos de IFNy, de forma
temprana ydurante un menor tiempo, con respecto al grupo infectados y
vacunados (Purdie et al., 2022), datos similares a los observados en los conejos
inmunizados en este trabajo, donde la inmunizacion tuvo un efecto positivo
aumentando la expresion de IFNy. Sin embargo y de forma contraria, se ha visto
que, en bovinos no esta relacionado un resultado eficaz en la inmunizacion con la
deteccion de niveles elevados de IFNy [0 Jplasma, puesto que en animales con
lesiones focales controladas consideradas como latentes, se han detectado
niveles negativos de IFNy. Dado que en lesiones graves puede haber una
produccion de IFNy elevada, debido a que hay una respuesta de liberacion de
IFNy por parte de células NK, asociado a la circulacién de antigenos de MAP en
sangre. Lo anterior, no necesariamente es indicativo de un efecto protector por
parte de la respuesta inmune celular, puesto que lo que se observa a nivel
periférico no es un reflejo de lo que ocurre a nivel local en el intestino ante una
respuesta inflamatoria. Por lo que se sugiere medir los niveles de IFNy en tejidos
infectados en conjunto con otras interleucinas como TNFa, asi como IL17a.
Ademas, se recomienda realizar estudio anatomopatoldgico para determinar el
tipo de lesiones granulomatosas presentes y su relacion con la produccion de IFNy
(Kohler et al., 2001; Coussens et al., 2004b; Begg et al., 2010; Alonso- Hearn et
al., 2012; Dekuiper & Coussens, 2019; Gupta et al; 2019). Por otra parte, de
acuerdo con lo observado por Arrazuria y colaboradores, al evaluar la vacuna
comercial Silirium® en conejos, tanto el efecto terapéutico como protector, en la
medicion de IFNy, observaron que fue mayor el nivel de deteccion en el grupo
vacunado e infectado comparado con el infectado y vacunado, sobre todo en la
semana 16 post infeccion (Arrazuria et al.,, 2016), datos contrarios a los aqui
obtenidos, donde al final del experimento, después de la semana 24 tuvieron
niveles similares en ambos tratamientos. Los autores sugieren que cuando se
emplea una vacuna completa inactivada, hay un incremento temporal de IFNy en
los animales vacunados e infectados, pero no existe diferencia a los 128 dias

después de la inmunizacién, debido a la variabilidad que existe entre los animales
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no reactores, bajos reactores y altos reactores a la estimulacion y éstas
diferencias ya no ocurren posteriormente para ser detectadas (Arrazuria et al.,
2016).

Finalmente, en el tratamiento 3M13, se observo que, aunque el fago M13 genero
la produccion de IFNy, no alcanzé los niveles detectados en el grupo 5INF-INM.
Sin embargo, se ha demostrado que el M13 tiene un efecto inmunoestimulador, ya
gue su tamafo y complejidad proteica permite procesar al sistema inmune como
antigenos y presentados en el MHC | y IlI, induciendo una respuesta tanto de
CD4+ como CD8+. Y dado que el fago no tiene ninguna modificacién antigénica,
mas que la proteina de fusion expresada en la superficie, conservan los PAMs que
son reconocidos por los PRRs del sistema inmune. Lo que le confiere propiedades
adyuvantes intrinsecas a las vacunas disefiadas con fagos (Slutter & Jiskoot,
2016; Hess & Jewell, 2020).

Con respecto a la expresion de TNFa, en el grupo 4INM-INF hubo una mayor
expresion de TNFa y se observaron lesiones granulomatosas focales en 1/4
conejos y multifocales sin BAAR en intestino de 3/4 conejos, comparadas con los
grupos experimentales 2INF y 3M13, que mostraron lesiones granulomatosas
multifocales a difusas con presencia de BAAR. Aunque el nivel de TNFa fue mayor
en el grupo 4INM-INF, el grupo 5INF-INM tuvo mayor expresion de IFNy, e IL-8 e
IL-12 y presentd lesiones granulomatosas focales con presencia de células
gigantes, por lo que la interaccién en conjunto de las citocinas pro inflamatorias,
puede tener un mayor efecto en la respuesta Thl para lograr el control de MAP,
gue solo tomando en cuenta de forma aislada la expresion de TNFa (Coussens et
al., 2004b). Ademas, se observd que la mayor expresion de esta citocina en
ambos grupos 4INM-INF y 5INF-INM fue en etapas tempranas de la infeccion, ya
que se detect6 a partir de la semana 8. Y la mayor expresion de TNFa en 4INM-
INF y 5INF-INM, con respecto a los controles, puede asociarse que la respuesta
de expresion de TNFa, se debe a la presencia de macréfagos en el sitio de
infeccion, donde esta citocina fue clave en la formacion de la lesion
granulomatosa. Asi mismo, se ha demostrado que sin la actividad de TNFa, MAP

sobrevive en el macréfago al bloquear las funciones bactericidas, siendo un factor
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importante que se asocia la presentacion de lesiones granulomatosas difusas
como en el caso del grupo 2INF (Coussens et al.,2004a; 2004b; Palmer et al.,
2015).

De igual forma, se observo que la mayor expresion de IL-12 se detect6 en el grupo
5INF-INM a las 12 semanas, con respecto a los demas grupos 1CON, 2INF y
3M13. Esto asociado a que en este grupo también se obtuvo la mayor expresion
IFNy, alas 12 semanas. Se ha descrito que la IL-12 es importante para el inicio y
mantenimiento de la respuesta inmune Thl, induciendo una fuerte respuesta en la
produccion de IFNy a nivel sistémica y local, ocasionando la disminucion de la
colonizacion micobacteriana en intestino en animales infectados e inmunizados,
como lo fue en este caso en el grupo 5INF-INM (Park & Scott, 2001; Juste et al.,
2009). Se sabe que la IL-12, favorece la respuesta inmune celular, teniendo un
efecto regulador sobre TNFa, donde tanto la IL-12 como TNFa, tienen un papel
importante sobre el control de las enfermedades provocadas por organismos
patégenos intracelulares, induciendo a los macréfagos en la activacion bactericida
y por lo tanto, menor desarrollo de lesiones granumomatosas en intestino y

disminucion de MAP en heces (Uzzona et al., 2003; Coussens et al., 2004b).

Se ha demostrado que existe un mayor nivel de expresién de IL-8 en lesiones
focales en bovinos (Alonso-Hearn et al., 2019), comparado con los niveles
detectados en lesiones difusas, datos coincidentes con los aqui observados,
donde la IL-8 fue menor en los grupos 2INF e 3M13, los cudles presentaron
lesiones granulomatosas multifocales a difusas intermedias con presencia de
BAAR. La IL-8, fue mayor su expresion fue en el grupo 5INF-INM a las 12
semanas con respecto a los grupos 2INF, 3M13 e 4INM-INF. Mostrando que la IL-
8 contribuye al mantenimiento y control de lesiones focales (Alonso-Hearn et al.,
2019), en conjunto con la participacion de citocinas de la respuesta inmune celular
como IFNy, que ayudan a los macrofagos al menor desarrollo de lesiones
granulomatosas, asociado en este estudio posiblemente por efecto de la

inmunizacién con P35.
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La expresion de IL-8 también fue evaluada en células mononucleares de animales
infectados, cuando se pusieron en contacto con antigenos de vacunas
comerciales en las que se observé una mayor expresion de IL-8, comparado con
las células sin tratamiento. Concluyendo que los neutrofilos participan de forma
inicial y al igual que los macrofagos, disponen de mecanismos efectivos de
proteccion contra MAP durante la PTB (Ladero, 2021). También se observo con el
empleo de MAP 316F viva atenuada como inmundgeno en células mononucleares
en sangre de cabras, que los niveles de IL-8 fueron mayores después del desafio
a las 14 semanas de evaluacion. Se menciona que esta citocina es importante en
una respuesta celular temprana debido a que es quimiotactica para neutrofilos y
linfocitos, la cual tiene relacion directa con la sobreexpresion de IL-la y la
liberacién de especies reactivas de oxigeno por parte de macréfagos activados y
posiblemente de los neutrofilos para contener a MAP mediante su union con el

fagolisosoma (Faisal el at., 2013).

Respecto a la IL-10, en este estudio se observo que aumentd mas de 8 veces en
las semanas 20 y 28, en los grupos 2INF, 3M13, 4INM-INF, 5INF-INM. Se conoce
que la IL10 bloquea las vias MAPK, NF-kB y STAT3, evitando la maduracion del
fagolisosoma y la apoptosis, proporcionando un nicho para la sobrevivencia
persistente de MAP con la disminucién de la produccion de 6xido nitrico, TNFa e
IL-12. Si la infeccién ha progresado, los macréfagos no puedan controlar la
invasion y destruccion de MAP, permitiendo el desarrollo de la enfermedad y
desarrollo de lesiones avanzadas. Por lo que niveles elevados de IL-10 en los
animales infectados, pueden ser un indicador de la progresion de la infeccién
hacia la presentacion clinica de PTB y el aumento en la produccion de
anticuerpos, con una participacion importante como regulador de la respuesta
proinflamatoria, controlando el dafio tisular (Weiss et al., 2005; Stabel, 2006;
Saraiva et al, 2010). Datos consistentes con lo observado en este estudio, donde a
partir de la semana 16 se observo el aumento de IL-10 en todos los grupos
experimentales. En la PTB, niveles elevados de IL-10 se asocian con un estado

de inmunosupresion y eventualmente la presentacion de signos clinicos que se
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traduce en el desarrollo de lesiones granulomatosas difusas multibacilares y que
coincide con el aumento en la deteccion de inmunoglobulinas en sangre. Por
consiguiente, la deteccion de IL-10 a nivel de sangre, es un indicador relevante en
animales infectados, ya que las células mononucleares periféricas tienden a
secretar IL-10 en respuesta a la estimulacion del antigeno, mientras que en tejidos
infectados con MAP se sugiere ademas realizar la deteccion de TGFp, puesto que
se observd que algunos animales tienden a mostrar niveles mas elevados que la
IL-10 (Counssens et al., 2004b; Khalifeb & Stabel, 2004). Finalmente, podemos
mencionar, a pesar de que la IL-10 esta sobre expresada en todos los grupos al
final del experimento, incluyendo en los inmunizados, 4INM-INF y 5INF-INM,
podriamos considerar al observar la disminucion en la eliminacién de MAP en
heces y el menor desarrollo de lesiones granulomatosas en estos grupos, que la
inmunizacion con la P35 provoco la expresion de IFNy, TNFa, IL-8, e IL-12, que en
conjunto fueron capaces de lograr el control de MAP en los animales inmunizados
aun con el desafio al que fueron expuestos (Coussens et al., 2004a; Coussens et
al., 2004b). Concluyendo que la sola medicién de la IL-10 parece no ser el Unico
indicador de inmunosupresion y la sobreexpresién de esta citocina en los grupos
2INF, 3M13, 4INM-INF, 5INF-INM, puede estar asociado al tratamiento de

infeccion con MAP.

Si bien el grupo 3M13 inoculado con el fago M13 sin la proteina P35 e infectado
con MAP cepa C a las 4 semanas, no tuvo un efecto sobre la disminucion en el
desarrollo de lesiones granulomatosas en intestino y en la eliminacion de MAP en
heces, si tuvo una respuesta en la expresion de citocinas de IFNy, TNFa, IL-8, e
IL-12 y aunque menor, con respecto a los grupos 4INM-INF y S5INF-INM, la
expresion de interleucinas el grupo 3M13 fueron mayores a partir de semana 12.
Se ha demostrado que el fago M13 es capaz de evocar una respuesta
inmunoldgica celular y humoral debido a la estimulacion del sistema inmune a
través de la via TLR, asociado a los motivos CpG presentes en el genoma viral del
M13, que sirven como adyuvante al generar una fuerte respuesta inmunoldgica y

expresar los antigenos tanto en el MHC | como I, lo que resulta en una respuesta
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mediada por linfocitos T citotoxicos y produccion de anticuerpos (Hess & Jewell,
2020). Ademas, estimula la respuesta inmune celular Thl con la produccion de
IFNy, generando una respuesta protectora debido a la capacidad del fago para
reclutar y proliferar células T CD4+ y linfocitos T CD8+ (Manoutcharian et al.,
2004, Dominguez et al., 2020).

La deteccion de la respuesta inmune humoral es importante en estudios de
evaluacion de vacunas, puesto que se ha visto que la participacion de los
anticuerpos como en este estudio, se detectd una fuerte respuesta humoral con la
produccion de anticuerpos en el grupo 4INM-INF a partir de las 10 semanas
respecto al grupo 1CON. Mientras que, a las 24 semanas, en el grupo 5INF-INM
se observd la mayor concentracidon de anticuerpos IgG totales con diferencia
significativa respecto al grupo 1CON, ademas se observo una disminucién de la
cantidad de MAP en heces y tejidos, en conjunto con la respuesta inmune celular
tuvo un efecto protector contra las infecciones por MAP (Ladero, 2021). En este
estudio se evalu6 la producciéon de anticuerpos IgG totales en plasma en todos los
grupos experimentales y se observo que los niveles de anticuerpos de los grupos
vacunados fueron significativamente mas altos que los grupos no vacunados.
Estas diferencias en cuanto a la intensidad de la respuesta inmune humoral
pueden estar asociados con la exposicién previa al antigeno liberado por los
macrofagos infectados que estimulan los linfocitos T cooperadores y que a su vez
activan a las células B a diferenciarse y producir inmunoglobulinas IgM e 1gG1
(Coussens et al., 2004a). También se apreciéo que en el grupo 3M13 hubo una
respuesta de produccién de anticuerpos, posiblemente asociado al disefio del
ELISA empleado en este estudio, donde se utiliz6 como antigeno adherido a la
placa de poliestireno al fago M13 mas la P35 y a que los conejos del grupo 3M13,
fueron inmunizados con el fago M13 sin la P35 y posteriormente se infectaron con
MAP cepa C; por lo que se detectaron en el ELISA tanto los anticuerpos
producidos contra M13, P35 y contra MAP cepa C, dando como resultado la mayor
produccion de anticuerpos medidos en este grupo, con respecto a los grupos

1CON y 2INF. Aunque hay sugerencias de que la inmunidad humoral puede ser
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importante en el control de M. tuberculosis, el papel de esta inmunidad contra la
infeccion por MAP en rumiantes no se ha resaltado su importancia para su control.
Se sabe que la eficacia de los anticuerpos ocurre cuando el microorganismo
intracelular esta fuera de la célula, mientras tanto las células B modulan la
respuesta inmune a través de los linfocitos T con la presentacion de antigenos y
produccién de citocinas. Estas observaciones han contribuido a demostrar que la
respuesta inmune efectiva esta determinada por los efectos colaborativos entre la
inmunidad celular y la humoral (Bastida & Juste, 2011, Kozakiewicz et al., 2013).
De acuerdo con Pooley, se ha demostrado que en un estado clinico de PTB la
respuesta proinflamatoria o Thl disminuye y comienza a predominar la respuesta
Th2, que es caracterizada por la produccion de IgG1l. Mientras que, un nivel bajo
de anticuerpos al inicio de la infeccibn en sueros de borregas infectadas y
vacunadas, puede estar asociado a la eliminacion de MAP o a la disminucion de la
estimulacién antigénica de forma crénica, resultados que concuerdan con lo
observado en este estudio (Pooley et al., 2019). Aunque no se ha dado relevancia
al control de la infeccién por MAP en la respuesta inmune humoral, se ha visto un
posible efecto protector que potencializa la respuesta inmune celular, ya que las
células B participan en la activacion y modulacion de los linfocitos T, también
interactdan con las células presentadoras de antigenos mediante unién al receptor
CD40 y union al factor de activacion de células B, produciendo células de
memoria, anticuerpos y formando complejos inmunes que regulan la funcién de los
macrofagos, siendo mas importante la actividad de las células B en el sitio de la
infeccion, como en el caso de PTB. Ademas, las bacterias opsonizadas tienen
mas probabilidad de interactuar con el receptor Fc en monocitos y macrofagos,
aumentando el trafico de bacterias intracelulares al lisosoma (Walters et al., 2003;
Elgueta et al., 2009; Kozakiewicz et al., 2013; de Silva et al., 2015, Everman et al.,
2015; Pooley et al., 2019). Por lo que podemos concluir que la P35 expresada en
el fago M13 es capaz de evocar la respuesta inmune humoral en los conejos

inmunizados antes y después del desafio.
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Aunque la vacunacion contra MAP es recomendada antes de los primeros 6
meses de vida, previo a que el animal entre en contacto con la micobacteria y
lograr un efecto preventivo (animales no infectados, pero con el riesgo de
infectarse posteriormente), también poco se conoce sobre el efecto terapéutico de
la vacunacion contra PTB en condiciones experimentales (Arrazuria et al., 2016),
en donde puede haber 2 escenarios, 1) animales infectados sin cuadro clinico y 2)
animales infectados con cuadro clinico; en este caso, se ha visto un menor
numero de animales donde se ha logrado la regresion de lesiones granulomatosas
en intestino y de los signos clinicos (Reddacliff et al., 2006; Bull et al., 2007;
Alonso-Hearn et al., 2012; Purdie et al.,, 2022). Por lo que, en este estudio se
evalué la vacunacién antes y después de la infeccion con MAP cepa C empleando
al conejo como modelo experimental. Ya que, aunque de forma tradicional se ha
visto que se requiere primero la vacunacion antes de una exposicion al agente
infeccioso para mimetizar una infeccion natural con el inmundgeno e incrementar
la respuesta inmunoldgica para evitar la infeccion. Sin embargo, en casos de
infeccion cronica como en el caso de PTB, se ha observado que la respuesta
inmune adquirida puede no ser suficiente para combatir el agente infeccioso, dado
que se ha visto una mejor proteccién en animales adultos previamente infectados
de forma natural o experimental. Por consiguiente, la inmunizacion después de
dicha infeccion puede ser mas eficiente que en los animales que fueron
previamente inmunizados, situacién que ocurre en una infeccion natural donde se
plantea que una exposicién previa y repetida ante el antigeno que favorece la
activacion de linfocitos T citotoxicos de memoria (Berzofsky et al., 2004; Gupta et
al., 2019). Sin embargo, se ha demostrado que la vacunacién en rumiantes e
implementada tanto de forma preventiva como terapéutica, ha sido eficiente para
reducir la eliminacion de MAP en heces, retraso en la presentacion del cuadro
clinico, logrando reducir las pérdidas econOmicas y transmision de MAP
(Whittington et al; 2019).

Finalmente, de acuerdo a los resultados observados sobre el comportamiento

inmunoldgico en el grupo 5INF-INM con respecto al grupo 4INM-INF, hubo una
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respuesta inmunolégica mayor y mas temprana por la expresion de citocinas Thl
como IFNy, TNFa, IL-12 e IL-8, posiblemente asociado a la exposicion previa con
MAP vy activacion de linfocitos T citotéxicos de memoria con la inmunizacion de
P35 expresada en el fago M13 (Berzofsky et al.,, 2004; Gupta et al.,, 2019.,
Franceschi et al.,, 2019). Tomando en cuenta la carga bacteriana en heces y
tejidos, asi como cultivo, este estudio fue consistente con el estudio de Arrazuria y
colaboradores, donde también observaron que la vacunacion después de la
infeccion fue mas eficiente que la vacunacion antes de la infeccion (Arrazuria et
al., 2016). Ademés, al emplear al conejo como modelo animal para evaluar la
respuesta inmune celular y humoral, comparado los rumiantes se tiene la ventaja
de reducir el tiempo experimental, ya que han sido disefiados en un lapso mayor a

2 afios (Alonso-Hearn et al., 2012).

6. CONCLUSIONES GENERALES

En este estudio podemos concluir que los conejos son adecuados para emplearse
como modelo para realizar infecciones experimentales y el empleo de MAP cepa
C origen orix, es capaz de desarrollar lesiones granulomatosas en intestino y
linfonodos, mostrando su capacidad de infeccion interespecie, lo que permitiria
estudios posteriores sobre patogenia, epidemiologia y evaluaciones con
candidatos vacunales para el control de la PTB.

Sin embargo, se requiere de mas estudios, donde se evallan otros candidatos
vacunales presentes en MAP y que no generen interferencia con el diagndstico de
la tuberculosis bovina, para favorecer el control y prevencidén de la presentacion
clinica en animales con infeccién natural. Existen escasos trabajos recientes
donde se emplea al conejo como modelo animal para evaluar dichos
inmunogenos. El conejo tiene las ventajas de ser un hospedero natural
reproduciendo el cuadro clinico de PTB, es facil de mantener y comparado con el
empleo en pequefios rumiantes, debido al largo periodo de incubacién de MAP,
los experimentos se vuelven menos costosos. Por lo que, el conejo puede ser una
eleccion como modelo animal para evaluaciones de patogenicidad y vacunacion
en PTB.

91



El empleo de la proteina P35 de MAP como inmundgeno en modelo animal conejo
desarroll6 una respuesta inmunoldgica tanto celular como humoral que se vio
reflejada en la menor eliminacion de la cantidad de MAP en heces y menor
desarrollo de lesiones granulomatosas en intestino en los grupos inmunizados con
P35 antes y después de la infeccion, comparado con los grupos controles, por lo
gue se recomienda su uso en animales infectados naturalmente con MAP. Con
relacion a los resultados obtenidos en este estudio se sugiere la evaluacion de

este inmundgeno en casos de infeccidn natural por paratuberculosis.

Aunque no estd bien estudiado el efecto terapéutico de las vacunas contra MAP
en animales previamente infectados, en este estudio se observé que el uso de la
proteina P35 como inmundgeno es capaz de estimular la respuesta inmune celular
y humoral, conteniendo el desarrollo de la infeccion y de las lesiones, favoreciendo
la eliminacion de MAP en heces favoreciendo el control de la PTB.
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