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RESUMEN

BLASQUEZ VAZQUEZ VERONICA. Comparacion de un antigeno derivado de
Mycobacterium avium con el antigeno protopldsmico de Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (PPA-3) para el diagnéstico de paratuberculosis mediante
ELISA (bajo la direccion de Dr. MVZ Gilberto Chavez Gris y M. en C. MVZ Edith

Maldonado Castro).

El estudio evalué como antigeno las proteinas en suspension del filtrado de cultivo
M. avium subsp. avium (Maa) cepa D4 en el diagnéstico de paratuberculosis,
como alternativa para el diagnéstico nacional, ya que ademas tiene menor costo y
mayor disponibilidad en el mercado. Los objetivos fueron estandarizar la
concentracion del antigeno filtrado de Maa, compararlo con el antigeno PPA-3 y
proponer un protocolo empleando el antigeno de Maa como alternativa en el
diagnostico de PTB mediante la prueba de ELISA indirecto. Se sensibilizaron las
placas con el antigeno PPA-3 a una concentracion de 0.04 mg/ml y con el
antigeno de Maa a 0.1, 0.2 y 0.3 mg/ml. Mediante analisis estadistico con pruebas
de correlacion de Pearson y Spearman con un intervalo de confianza del 95%, se
determind que la mayor concordancia se encuentra en la concentracion de 0.3
mg/ml y un punto de corte de 0.90 D.O., con un valor de Kappa de 0.83. Los
valores de sensibilidad y especificidad reportados para PPA-3 son de 47% y 86%
respectivamente (132); aunque la asociacion estadistica que existe entre éste y el
antigeno de Maa es alta, para establecer los valores de sensibilidad y
especificidad para el antigeno filtrado de Maa se requiere de pruebas mas
especificas en la deteccién de animales positivos, como aislamiento o Reaccion

en Cadena de la Polimerasa (PCR).



INTRODUCCION

1. Etiologia

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) pertenece al género
Mycobacterium, familia Mycobacteriaceae, orden Actinomycetales, clase
Actinomycetes (1). Es un bacilo aerobio de 1-2 um de longitud y 0.5 um de ancho,
se desarrolla a 37°C, es acido-alcohol resistente dado por sus caracteristicas en
la pared celular, la cual es relativamente resistente al agua y rica en &cidos
micolicos, también presenta peptidoglicano, arabinogalactano , glucolipidos y
lipopolisacéaridos (lipoarabinomanano o LAM) que forman la capa mas superficial
de la bacteria, siendo LAM muy importante en la patogénesis de la
paratuberculosis debido a que es el principal componente antigénico de superficie
de las micobacterias, comparandose con el lipopolisacarido con actividad
endotéxica de las bacterias Gram negativas (antigeno O) ya que provoca una
importante respuesta antimicrobiana en los macréfagos. (1,2,3). Se le considera
capaz de ejercer un efecto inmunomodulador sobre componentes de la respuesta
inmune, ya que bloguea el aumento citoplasmatico de calcio responsable de la
fusién del fagosoma con el lisosoma en los macrofagos y en pruebas in vitro
inhibe la presentacion de antigenos proteicos por las células presentadoras de
antigenos, suprime la activacion de LT e impide la activacion de macréfagos
mediada por IFN -y (3). El alto porcentaje de lipidos que componen la pared
celular de las micobacterias podria explicar la tendencia de éstas a producir un

crecimiento en forma de agregados bacterianos y también la propiedad de acido-



alcohol resistencia (4). Se han descrito microorganismos con una pared celular
deficiente que no se tifien por coloracion acido resistente denominados
esferoplastos, aislados a partir de tejidos de pacientes con la enfermedad de
Crohn y en animales con la enfermedad de Johne. La presencia de esferoplastos
en animales con paratuberculosis puede representar una forma evolucionada de
supervivencia con pérdida de la capa estructural externa de la bacteria para evadir
la respuesta inmune del hospedador y permitir la supervivencia dentro de él (5).
Map esta clasificado dentro del complejo Mycobacterium avium-intracelullare
(MAC) constituido por M. avium incluyendo sus subespecies (Mycobacterium
avium susbsp avium, M. avium subsp. silvaticum y Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis) y M. intracelullare .Map se diferencia de las otras subespecies
por su dependencia a micobactina para su crecimiento in vitro (1). La micobactina
es un ionoforo que facilita el transporte del hierro a través de su compleja pared
celular, aunque esta demostrado que Map puede crecer perfectamente sin aporte
exdgeno de este compuesto si el medio contiene suficiente hierro y otros
nutrientes disponibles (6,7). La mayoria de las cepas de Map son no
fotocromégenas y el crecimiento de algunas se estimula con piruvato. Carece de

fosfatasa alcalina y es resistente a la D-cicloserina y la ansamicina (8)

1.1 Complejo Mycobacterium avium
En 1990, Thorel y cols. propusieron la taxonomia oficialmente aceptada en la
actualidad, apoyandose en los estudios previos de caracterizacion genética y

fenotipica, y en su trabajo de taxonomia numérica dividi6 al complejo



Mycobacterium avium en las subespecies Mycobacterium avium susbsp avium
(Maa), Mycobacterium. avium subsp. silvaticum (Mas) y Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (Map), garantizando asi la representacion de la homologia
observada entre ellas, considerando propiedades distintivas de cada una. Las
diferencias mas marcadas de las tres subespecies son las relativas a sus
requerimientos de cultivo, su poder patégeno y su rango de hospedadores. Maa se
aisla frecuentemente de muestras ambientales y crece sin necesidad de
micobactina. Es la causante de tuberculosis en aves, puede ocasionar infeccién a
un amplio espectro de animales y en humanos las principales patologias son
infeccion pulmonar en adultos, adenopatias submandibulares en nifios y
septicemia en pacientes con SIDA. Mas causa enteritis cronica en terneros
aunque se ha aislado principalmente en casos de tuberculosis aviar; no se ha
aislado en el ambiente y es incapaz de crecer en medio con huevo. Para su
aislamiento primario requiere el aporte externo de micobactina en el medio de
cultivo. El distintivo mas practico de Map es su dependencia de micobactina para
crecer in vitro y su extremadamente baja velocidad de crecimiento. Afecta
principalmente a rumiantes causando enteritis cronica y parece estar implicada en
la enfermedad de Crohn en humanos. (9). Segun Hurley y cols., existe una
identidad genética entre un 95-100% entre las distintas subespecies de M. avium
y de un 72% entre éstas y M. intracellulare (10). Bannantine y cols. realizaron
estudios comparativos de un total de 2°658,271 pares de bases de Map, se

encontré que solo 27 secuencias codificantes (genes) en Map estan ausentes en



Maa (11). Posteriormente encontraron que en la secuencia gendémica de Map tiene

un 97% de identidad con Maa en algunas regiones (12).

1.2 Requerimientos para su desarrollo

Los requerimientos nutricionales para el cultivo de Map son similares a los del
resto de micobacterias y generalmente no necesitan factores de crecimiento, pero
algunos componentes como detergentes, triglicéridos, acido palmitico y oleico,
albumina sérica bovina, yema de huevo o didxido de carbono, pueden potenciarlo.
La fuente de carbono mas utilizada tradicionalmente es el glicerol, aunque el
piruvato puede ser el elegido en algunas circunstancias. También se pueden
utilizar hidrocarburos. La aspargina es la fuente de nitrégeno preferida, sin
embargo, ésta puede ser sustituida por glutamina, glutamato, acido aspartico, o
sales de amonio. Entre los minerales, los macroelementos que requieren en
grandes cantidades son potasio, magnesio, azufre y fbosforo. Mientras, los
microelementos y oligoelementos mas destacables son hierro, zinc, manganeso y

molibdeno (8,13).

1.3 Resistencia y persistencia.

Map es resistente a las condiciones ambientales y puede sobrevivir en las
pasturas por mas de un afio. También se ha encontrado a la bacteria viable hasta
por una semana en la orina, y hasta por 44 semanas en las heces bovinas, 55
semanas en ambientes secos y sombrios, 48 semanas en agua de presa no

expuesta a luz solar y es capaz de sobrevivir e incluso replicarse en el interior de



protistas ambientales (14,15,16). Soporta tratamientos como la pasteurizacion de

la leche y queso, asi como clorado del agua(17).

2. Patogenia

2.1 Entrada e invasion de Map en el hospedero

En la patogenia de paratuberculosis influyen varios factores entre los que
destacan los genéticos y el estado inmunolégico del hospedero (18). El principal
mecanismo de entrada de Map en el hospedero es por transmisién fecal-oral
aungque también existen otras vias de infeccion como se mencionara mas adelante
(19). Los animales generalmente se infectan durante las primeras etapas de vida,
antes de los 4 meses de edad y tiene un periodo de incubacién variable, que
oscila entre 6 meses y 5 afios. Sin embargo, los animales afectados con
paratuberculosis presentan signos clinicos a partir de los 2 afios de edad en el
caso de ovinos y caprinos (20); en bovinos lecheros pueden llegar a manifestarse
generalmente en la segunda o tercera lactacion, debido al estrés originado durante
la lactancia (21). La animales jovenes son mas susceptibles a la infeccion debido a
gue, a nivel intestinal, cuentan con extensa superficie de tejido linfoide asociado a
mucosa intestinal, que va reduciéndose gradualmente con la edad, siendo el punto
de entrada de la bacteria al organismo (22). Después de su ingestién por el
hospedador, Map es endocitada por las células M que recubren las cupulas de las
placas de Peyer tanto del ileon como del yeyuno. En este proceso de endocitosis
participan la proteina de membrana de 35 kDa de la bacteria, los puentes de unién

de fibronectina entre la proteina de acoplamiento de fibronectina (FAP) de Map y



las integrinas de las células M (23,24,25). Posteriormente, la bacteria es
transportada a través de las células M, de manera libre o en vacuolas dentro de
ellas y después se introducen en fagosomas de macréfagos sub e intra-epiteliales
adyacentes a las placas de Peyer (22,26). El macrofago intestinal es la célula
blanco de la infeccibn por la micobacteria ya que estas células fagocitan y
procesan antigenos para presentarlos a los linfocitos T (LT) (27). Experimentos in
vitro, han demostrado que a pesar de que los macréfagos son capaces de
controlar la propagacion de Map, grandes cantidades de la micobacteria son
citotoxicas y provocan su apoptosis (28). Map es capaz de sobrevivir inhibiendo la
acidificacion del fagosoma, lo que impide su fusion a fagolisosoma, soporta las
enzimas lisosémicas, el oxido nitrico y los demas mecanismos bactericidas que
producen los macrofagos, debido a su envoltura celular lipidica (26,28,29). Se ha
demostrado, que los esferoplastos pueden persistir en el organismo durante largos
periodos de tiempo y que pueden resistir la fagocitosis mejor que las formas
completas, por lo que su funcién podria ser la de mantener una infeccidn
subclinica, permaneciendo en células presentadoras de antigeno del epitelio
intestinal y en determinado momento transformarse a la forma completa dando

lugar a la forma clinica de la enfermedad (30).

2.2 Respuesta inmune del hospedador
Se considera que la inmunidad de proteccién contra Map esta dada principalmente
por la respuesta inmune celular, la cual depende de las interacciones entre las

células T y las células presentadoras de antigeno infectadas (31). Sin embargo, la



infeccion es capaz de inducir a una respuesta humoral la cual no es crucial en los
procesos de contencion de la infeccion, pero es de ayuda para realizar el
diagnostico de la infeccidn sobre todo en fases avanzadas de la enfermedad. (20).
Los macréfagos son muy importantes para que se desencadene una respuesta
inmune. Estas células fagocitan y procesan antigenos para presentarlos a los LT.
Estos linfocitos cuentan con receptores altamente especificos que reconocen a los
antigenos en asociacion con glucoproteinas de las membranas de los macréfagos,
con la subsecuente sintesis y liberacion de interleucina 1 (IL-1) por parte de los
macroéfagos. Posteriormente, esta IL-1 estimula a los LT para producir interleucina
2 (IL-2), la cual impulsa la propagacion de los LT CD8 + citotdxicos y los
CD4+Linfocitos cooperadores tipo 1 (Thl), y estos ultimos, liberan mas IL-2, IFN-y,
TNF-a y factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF),
con el objetivo de activar el efecto bactericida de los macréfagos (32,33,34).
Sustancias como el TNF-a activan la formacion de granulomas alrededor de la
infeccion micobacteriana y de esta forma se aisla el foco de infeccidon, conteniendo
a la bacteria y previniendo la diseminacion a otros oOrganos (35). Estos
mecanismos de defensa constituyen la respuesta inmune de tipo tuberculoide
mediada por Thl, caracterizada por fuerte respuesta celular , pobre respuesta
humoral, altos niveles de IFN- vy, de IL-2 asi como baja cantidad de bacilos en el
interior de los macréfagos(19). Cuando el sistema inmune no contuvo la infeccion,
las micobacterias proliferan y se produce un cambio progresivo en el tipo de
respuesta. En esta fase, los linfocitos CD4+ cooperadores tipo 2 (Th2) producen

IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que suprimen la respuesta de tipo Thl promoviendo la



proliferacién de LB y la produccion de anticuerpos. En este periodo la respuesta
celular declina y aumenta la respuesta de tipo humoral a medida que Map se
multiplica (27). Esta respuesta no es efectiva frente a microorganismos
intracelulares como es el caso de Map, por lo tanto en la fase lepromatosa
mediada por Th2 no se detiene la progresion de la infeccion, el desarrollo de la
patologia ni la proliferacion bacteriana. En este momento, los animales presentan
un elevado nivel de anticuerpos séricos y escasa reactividad a las pruebas de
inmunidad celular (36). Estos mecanismos de defensa constituyen la repuesta
inmune de tipo lepromatoide (Th2) en el que los niveles tanto de IFN-y como de IL-
2 son bajos y presenta gran cantidad de bacilos en el interior de los macrofagos.
(19).Por otra parte, existe un estado en el cual la produccion de anticuerpos se
puede ver afectada a causa de la pérdida de respuesta inmune ante la infeccion;
esta actividad supresora es denominada anergia o “paralisis inmune”, debida
probablemente a que con altas cantidades de antigeno no hay suficientes células
presentadoras de antigeno, por lo que alcanza a los receptores de los LT
colaboradores directamente y en ausencia de coestimulacién, los vuelven
anérgicos (27). Se presenta cuando los animales son viejos o la infeccion esta en
su etapa final, de manera que estos animales pueden estar excretando el bacilo y

no ser detectados con las pruebas serologicas (27,37).

3. Cuadro clinico

La manifestacion clinica de paratuberculosis es la pérdida progresiva de peso y

condicion corporal, debido a la insuficiente absorcion de proteinas a nivel
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intestinal y a las altas concentraciones de TNF-a que provocan un catabolismo
tisular (38,39,40). En ganado bovino, ademés de una pérdida crénica y progresiva
de peso, se caracteriza por diarrea crénica intermitente que no responde al
tratamiento (41). En ovinos y caprinos la diarrea s6lo aparece en la fase final de
la enfermedad, cuando las lesiones afectan ampliamente al intestino, y muchas
veces aparecen como un sutil reblandecimiento de las heces (19,39). También
pueden observarse la disminucion de la produccion lactea y el deterioro del pelo o
la lana en ovinos, sin embargo no pierden el apetito. Otros signos que pueden
presentarse en las fases mas avanzadas de la enfermedad son mucosas palidas,
edema submandibular, fiebre intermitente, alteracion de algunos valores
hematicos y séricos, sangre en heces, anemia, caquexia extrema y atrofia
muscular . Finalmente el animal queda postrado y muere (42). La progresion de la
enfermedad se divide en cuatro fases (43):

Fase I. Infeccidon silente: Caracterizada por la ausencia de signos clinicos y se
encuentra fundamentalmente en ganado joven, aunque en ocasiones también se
ha descrito en adultos.

Fase Il. Fase subclinica. Se encuentra principalmente en animales jévenes
portadores de Map. Durante esta fase los animales no presentan signos clinicos
de la enfermedad pero en ocasiones pueden presentar anticuerpos circulantes. La
gran mayoria de los animales son negativos al cultivo en heces, aunque a pesar
de esto los animales excretan en heces una baja carga bacteriana de manera

intermitente.
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Fase lll. Fase clinica. Esta solo se desarrolla tras varios afios de infeccion por
Map. Los signos clinicos iniciales y caracteristicos de esta fase son la disminucion
de la produccion lactea, pelo hirsuto, pérdida de peso y diarrea.

Fase IV. Fase clinica avanzada. Tiene lugar solo unas semanas después de
presentada la fase anterior, durante las cuales los animales entran en estado de
letargo, debilidad y emaciacion. Esta fase se caracteriza por edema
submandibular debido a la hipoproteinemia, caquexia y diarrea. Los animales
mueren por deshidrataciéon grave o son mandados al rastro por la baja o nula

produccion y pérdida de peso.

4. Lesiones

4.1 Lesiones macroscopicas

A la necropsia de animales con avanzados signos clinicos los hallazgos
anatomopatolégicos son comunes a todos los procesos que ocasionan pérdida de
peso y condicion corporal progresiva como fuertes parasitosis y desnutricion entre
otros (44). Puede observase falta de depositos grasos, atrofia de la masa
muscular, edemas y ascitis (45). Las lesiones granulomatosas especificas se
producen en intestino y en los nodulos linfaticos regionales (46). Los nédulos
mesentéricos yeyunales e ileocecales presentan un incremento en su tamanio,
tumefaccion y aspecto edematoso, al corte la zona medular adquiere un color café
verdoso, la presencia de lesiones en otras zonas es menos frecuente. Pueden
aparecer granulomas en el higado y linfonodos asociados, deplecion linfoide del

timo, o lesiones arterioscleréticas en corazon o aorta (42,47). En ovinos y cabras
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los vasos linfaticos que conectan la serosa con los linfonodos, pueden aparecer
visiblemente inflamados o dilatados, dando un aspecto tortuoso a modo de cordon
retorcido con aspecto blanquecino. Este aspecto es debido a las acumulaciones
granulomatosas focales de células epitelioides y linfocitos. En los bovinos la lesién
caracteristica es el engrosamiento intestinal difuso que se observa como
engrosamiento de la pared, principalmente la del ileon con la mucosa plegada en
rugosidades transversas gruesas, como las circunvoluciones que presenta la
corteza cerebral. Estos cambios son debidos a las lesiones granulomatosas tanto
en la mucosa como en la submucosa intestinal (46). En pequefios rumiantes las
lesiones intestinales se asemejan a las del ganado bovino, aunque el
engrosamiento de la pared y los pliegues suelen ser menos evidentes. Las
lesiones pueden ser pequefios nodulos, tumefaccion de la mucosa, linfangitis y
linfangiectasia que son muy marcadas especialmente en cabras, especie en la que
puede observase calcificacion de las lesiones. Los nodulos linfaticos presentan un
aspecto similar al de los bovinos, pero con caseificaciones y calcificaciones
parecidas a las descritas en tuberculosis con mayor frecuencia en caprinos.
(45,48). En algunos casos de ovinos el intestino puede aparecer coloreado de un
tono naranja-amarillento, debido a la presencia masiva de bacilos pertenecientes a

cepas pigmentadas de Map (49,50).
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4.2 Lesiones microscopicas

La lesion clasica es una enteritis granulomatosa que se torna mas evidente en los
ultimos tramos de intestino delgado, primeros segmentos del intestino grueso,
linfonodos y vasos linfaticos asociados. Se observa un infiltrado celular compuesto
por macrofagos, linfocitos, células epitelioides y plasmaticas. Los macrofagos
aparecen normalmente llenos de bacilos, acompafiados frecuentemente de células
gigantes también con numerosas bacterias en su interior. Estos agregados
celulares afectan la lamina propia de la mucosa, la submucosa o la totalidad de las
capas intestinales provocando la atrofia por fusion de vellosidades y la oclusion de
las criptas de la mucosa intestinal (46,48). Las lesiones muestran una gran
variabilidad, de focales a difusas, y dependen de factores como la dosis infectante,
el estado inmunoldgico la susceptibilidad/resistencia del hospedador, y el tipo de
cepa implicada. La clasificacion de lesiones focales o multifocales estan
relacionadas con formas iniciales, latentes o subclinicas con baja carga
micobacteriana, y en difusas o graves con alta carga micobacteriana en los tejidos.
Esta variedad de lesiones ha provocado que se realicen diferentes clasificaciones
de acuerdo a la especie afectada, la gravedad de las lesiones y los tipos celulares
implicados. Gonzalez y cols. realizaron la clasificacion mas completa para bovinos
en 2006, Pérez y cols. en 1996 realizaron una clasificacion de lesiones de PTB

para ovinos, Corpa y cols. en 2000 para caprinos (48,51,52).
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5. Epidemiologia

5.1 Hospederos

Map afecta principalmente a rumiantes domeésticos como ovinos, bovinos y
caprinos, monogastricos tales como caballos, cerdos y primates (53). También
afecta a rumiantes salvajes como ciervos, bisonte, bufalo , muflon, alpaca y
antilope (54,55,56,57,58,59). En el caso de animales no rumiantes salvajes Map
se ha descrito en distintos hospedadores como: comadreja, conejo salvaje,
cuervo, liebre, oso, zorro, etc (60,61). También se ha descrito infectando
protozoarios para sobrevivir a las condiciones ambientales, donde desarrolla una
condicion de vida intracelular dependiente de los mismos mecanismos de
virulencia expresados durante la infeccion del macréfago, su célula blanco en la

infeccion del hospedero animal (62,63).

5.2 Transmision

La infeccidn ocurre principalmente via fecal-oral a partir de heces excretadas por
animales infectados a través de la leche cuando se contamina con heces que
contienen micobacterias o cuando la madre elimina micobacterias en leche,
aunque también se menciona la infeccidn transplacentaria (32,64). Los animales
recién nacidos, que son los mas susceptibles, pueden ingerir grandes cantidades
de Map a través del calostro, leche, o al mamar de las ubres sucias. La razon de
gue animales jévenes sean mas susceptibles a la infeccién, reside en la extensa
superficie que abarcan las placas de Peyer intestinales, que va reduciéndose

gradualmente con la edad ya que es el punto de entrada de la bacteria al
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organismo (22). El riesgo de infeccion es muy grande en explotaciones intensivas
donde existe un contacto frecuente entre recién nacidos y animales eliminadores.
Map ha sido aislada de tejidos fetales como membranas placentarias, cotiledones,
y tejidos maternos como endometrio y mucosa uterina entre otros, aunque estos
se presentan principalmente en casos de madres clinicamente enfermas (32). El
semen de toros afectados por la enfermedad puede contener la bacteria
provocando infeccién intrauterina en hembras receptoras, que al mismo tiempo

puede ser trasladada al cigoto e infectar al embrion (65).

5.3 Distribucion y prevalencia

La PTB es una enfermedad ampliamente distribuida por todo el mundo,
reconocida como una importante enfermedad emergente en varios paises siendo
reportada en aproximadamente 60 de ellos incluyendo a México y en el 30% de
estos paises la enfermedad ha sido introducida por bovinos u ovinos importados
de E.U.A. e Inglaterra respectivamente (20,66,67). Sin embargo, la prevalencia
real de esta enfermedad puede estar enmascarada por las dificultades que plantea
su diagnostico. Las técnicas utilizadas en la deteccion de animales infectados en
general no son muy sensibles, a lo que hay que afadir el largo periodo de
incubacion desde la infeccion hasta la aparicion de signos, y la variabilidad del
curso de la enfermedad entre animales (68). En nuestro pais, los estudios llevados
a cabo en el rastro, se han determinado prevalencias del 1.2 a 8.4 % para ganado
caprino y del 0.8 a 4.4 % en ganado ovino (20). En el estado de Guanajuato, en un

estudio epidemiolégico de tipo transversal, se encontr6 una prevalencia de
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paratuberculosis ovina de 42.42% (28/66) a nivel explotacion y de 4.33%
(60/1385) a nivel individual, con base en los sueros analizados por inmunodifusion
en gel de agar (69). En otro estudio realizado en 2005 con bovinos en el mismo
Estado, se encontrd una seroprevalencia a nivel de establo del 29% (33/115) y de
29% en animales de diferentes establos (33/411) Los sueros fueron evaluados con
un ELISA comercial (70). En el afio 2009, por medio de ELISA se determiné una
prevalencia de paratuberculosis bovina de 63.16% (120/190) a nivel de establos y
de 31.37% (256/816) en animales de diferentes establos en el Estado de San Luis

Potosi (71).

6. Importancia econémica

Las pérdidas econdmicas derivadas de esta enfermedad son cuantiosas y se
deben tanto a causas directas como a causas indirectas e inaparentes. Las
pérdidas directas se asocian a disminucion de la produccion lactea, mayor
susceptibilidad a otras enfermedades, infertilidad, disminucion del valor de los
animales en el rastro, costos por tratamientos ineficaces y consumo de alimento
de animales con baja conversidon alimenticia. Las pérdidas indirectas se deben a
restricciones en el mercado ganadero, movimiento de los animales, asi como
instauracion de medidas preventivas. Entre las pérdidas inaparentes se
encuentran las pérdidas de potencial genético por matanza temprana y algunas
explotaciones infectadas que venden pie de cria permanecen cerradas, lo que
limita la mejora genética (66). En un estudio realizado en 2005 sobre el impacto

econdmico de la PTB en bovinos lecheros del centro del pais, se calculé que este
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ascendia a $10,345.00 pesos por vaca al afio, donde el mayor impacto se asoci6 a

la pérdida en la produccién lactea (72).

7. Diagn@stico

7.1 Deteccidn directa de Map (Cuadro 1)

7.2 Pruebas que detectan la respuesta inmune del hospedador
7.2.1 Inmunidad celular (Cuadro 2)
7.2.2 Inmunidad humoral (Cuadro 3)

7.3 Sensibilidad y especificidad desde enfoque epidemioldgico (Cuadro 4)
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CUADRO 1

7.1 Diagnostico basado en la deteccidn directa de Map

Técnica

Principio

Ventajas

Desventajas

Tincién directa

Tincion Ziehl —Neelsen y
H-E de frotis de heces o
tejidos (73).

Util, rapida y barata
(68).

-No tifie esferoplastos
-No permite la diferenciaciéon de otras
bacterias acido-alcohol resistentes (74)

Inmunhistoquimica

Union especifica entre
anticuerpos marcados y
los antigenos que éstos
reconocen, aplicado sobre
cortes histolégicos (47).

Util en deteccién de
esferoplastos o]
cuando la presencia
de bacilos es minima
(47,75)

Puede dar reacciones cruzadas en caso
de infecciones con otras micobacterias
dependiendo del tipo de anticuerpo
utilizado (47).

Cultivo

Cultivo de muestras como

-Proporciona

-Técnicamente dificil de realizar.

bacterioldgico heces, linfonodos | diagndstico definitivo | -Alto costo
mesentéricos o raspados | -Unica prueba | -Largo tiempo en espera de resultados
de mucosa intestinal y | considerada como | (73).
leche, en medios sdlidos o | 100% especifica
liquidos (73,76). (73).
-Prueba de
referencia en
muchos paises (77)
Reaccion en Amplifica de forma | -Ventaja sobre | -Presencia de inhibidores de la PCR
cadenade la especifica cantidades | cultivo por velocidad | sobre todo en muestras de heces
polimerasa (PCR). | minimas de ADN por la|de obtencion de | producen falsos negativos (79).
accion de la  ADN | resultados, -Requiere mayor infraestructura en el
polimerasa, haciendo que | automatizacion y | laboratorio
sean detectadas con | precios competitivos
facilidad. Detecta la | (76).

secuencia de insercion
especifica de Map 1S900
(78,79).
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Cuadro 2
7.2.1 Diagnostico basado en la deteccién de lainmunidad celular del hospedero
Técnica Principio Cantidad minima de | Ventajas Desventajas
anticuerpos que
detecta
Prueba de | Se basa en la -Los antigenos
intradermo- hipersensibilidad cutanea utilizados dan
rreaccion de tipo retardado en el resultados poco
animal infectado (73). especificos por que
0.02 pg/ml la sensibilizacion al
-Facil realizaciéon complejo M. avium
esta muy extendida
-Interpretacion
complicada por falta
de estandarizacion en
la lectura de Ila
prueba (80)
Prueba de | Se basa en la deteccion de -Util ante respuestas | -Reacciones
interferon la citocina IFN-y que iniciales de  tipo | cruzadas con otras
gamma liberan los LT celular o infecciones | micobacterias
sensibilizados durante un mas avanzadas de | -Elevados costos
periodo de incubacién de 0.0005 pg/ml tipo tuberculoide o | (83).
18-36 horas con antigeno focal (82).

especifico de Map o Maa.
Se emplea la técnica de
ELISA tipo emparedado
para su realizacion (81).

-Recomendada para
animales de 1-2 afios
de edad (83).
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Cuadro 3
7.2.2 Diagndstico basado en la deteccion de a inmunidad humoral
Técnica Principio Cantidad minima de anticuerpos | Ventajas Desventajas
gue detecta
Prueba de Se basa en la -Es adecuada en |-Técnica
fijacion del activacion del casos de animales | laboriosa
comple- complemento por la clinicamente -No
mento via clasica, en donde 0.05 pg/ml sospechosos recornendada
directa. es necesaria la - A menudo es|‘para detectar
presencia de una Clase de inmunoglobulina solicitada por | animales en
reaccion antigeno detectada: IgG paises que | fase subclinica.
anticuerpo para iniciar importan  ganado | -Falsos positivos
la reaccion (84). (73). por reacciones
cruzados con
otras bacterias
acido-alcohol
resistentes (85).
Inmunodi- Se basa en la unién -Util para confirmar | -No detecta a
fusion antigeno-anticuerpo la enfermedad en | animales en
en gel de|en gel de agar, rumiantes fase subclinica
agar enfrentando al suero 30 pg/ml domésticos (85).
(IDGA) problema con un clinicamente -Menos sensible
control positivo y un Clase de inmunoglobulina sospechosos que ELISA (27-
antigeno  especifico detectada: IgG (73). 58%)
de Map soluble -Técnica respectivamente
(comunmente PPA-3). econdémica,sencilla | (86).

(73).

y rapida.
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Cuadro 3

7.2.2 Diagndstico basado en la deteccion de a inmunidad humoral

Técnica Principio Cantidad minima de | Ventajas Desventajas
anticuerpos que
detecta

Ensayo de | Se basa en la union -Automatizacion. - Baja sensibilidad

inmunoadsorcion
ligado a enzimas
(ELISA) indirecto

especifica de
antigeno-anticuerpo,

detectada por la
adicion de un
conjugado que
contiene

antiglobulina ligada
guimicamente a una
enzima, que al
unirse al complejo
Ag-Ac y tras afadir
un sustrato para la
enzima, produce un
cambio de color,
medido en D.O,que
es proporcional a la
cantidad de complejo
fijado (87).

0.0005 pg/ml

Clase de
Inmunoglobulina
detectada: IgG

-Elevado numero de
muestras para
analizar (73).

- Se eliminan
reacciones cruzadas
con anticuerpos
correspondientes a
Nocardia spp,
Corynebacterium
spp.y otras
micobacterias
saprofitas (88)

(14-30%) con
relacién a la “prueba
de oro” cultivo
(100%) (89,90).
-Requiere mayor
infraestructura en el
laboratorio.
-Presenta mayor
sensibilidad que
prueba de IDGA 'y
fijacion del
complemento ya que
detecta cantidades
mas bajas de
anticuerpos (86)




22

Cuadro 4

7.3 Sensibilidad y especificidad desde el enfoque epidemioldgico

Diagndstico basado en la deteccion directa de Map

PRUEBA

SENSIBILIDAD

ESPECIFICIDAD

Tincién directa

De 15% con respecto al
cultivo (91).

De 85% con respecto al
cultivo (91).

Cultivo bacteriolégico

De 90-100% en
infecciones clinicas y 30-
70% en infecciones
subclinicas

-De 95% con mezclas de
muestras  fecales de
ovinos con infecciones
clinicas y de 50% en
ovinos con infecciones
subclinicas(92).

-Aproximada al 100%

(73).

Reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR).

-De 87% en leche de
vaca colectada
individualmente (93)*.
—De 66% en sangre de
ovejas clinicamente
afectadas (94)*.

-De 70% en heces de
vaca (95)*.

*Con relacién al cultivo

-De 95% en muestras de
leche de vaca colectadas
individualmente (93)*.

-Aproximada all100% en
sangre de ovejas
clinicamente  afectadas
(94)*.

-De 85%
vaca (95)*.
*Con relacion al cultivo

en heces de

Diagnostico basado en la deteccion de la inmunidad celular del hospedero

Prueba de intradermo-
rreaccion

De 28% en bovinos en
relacion con el cultivo
(82)

De 88.8% a 93.5% en
bovinos a diferentes
puntos de corte de la
medicion (80).

Prueba de in IFN-y

De 75-100%, en la etapa
subclinica, en relacién
con el cultivo(82).

En bovinos varia de 67-
94% dependiendo de los
criterios de interpretacion,
(73,80).
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Pruebas diagndésticas basadas en la deteccidén de a inmunidad humoral

PRUEBA

SENSIBILIDAD

ESPECIFICIDAD

Prueba de fijacion del
complemento  directa
(FC).

-De 50% en ovinos
respecto al cultivo (96).

-De 38% en bovinos
respecto al cultivo (105).

-De 80% en ovinos
respecto al cultivo (96).

-De 95% en bovinos
respeCto al cultivo (105).

Inmunodifusién en gel
de agar (IDGA)

-De 38% en animales con
lesiones paucibacilares y
56% con lesiones
multibacilares, respecto a

-De 90% en animales con
lesiones paucibacilares y
98% con lesiones
multibacilares, respecto a

histopatologia (97). histopatologia (97).

Ensayo de | -De 48% en suero de |-De 84% en suero de
inmunoadsorcion ovinos con infeccion | ovinos con infeccidn
ligado a enzimas subclinica y de 96% con | subclinica y de 95% en
(ELISA) indirecto infeccion clinica, respecto | suero  con  infeccion

a histopatologia (98). clinica respecto a

-De 14-30% en suero y
leche de bovinos con
relacion con el cultivo
(89,90).

histopatologia (98).

-De 85-95% en suero y
leche de bovinos com
relacion con el cultivo
(89,90)

7.4 Prueba de ELISA indirecto.

Se basa en la unién especifica de los anticuerpos presentes en muestras
biologicas (suero, plasma, leche) con los antigenos (por ejemplo la proteina
protoplasmica cepa 18 de Map conocido como PPA-3) de Map que estan fijados a
microplacas de poliestireno (87,68). La presencia de anticuerpos unidos se detecta
por la adicién de una solucion que contiene antiglobulina ligada quimicamente a
una enzima (conjugado). Al

unirse este conjugado al complejo antigeno-

anticuerpo, éste conjugado se unira de forma con covalente al complejo y tras
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afiadir un sustrato para la enzima, se produce un cambio de color, cuya densidad
optica (D.O.) es proporcional a la cantidad de complejo fijado (27). Para eliminar
las reacciones cruzadas con anticuerpos inespecificos contra Nocardia spp,
Corynebacterium spp.y otras micobacterias saprofitas, los sueros se adsorben con
Mycobacterium phlei (88).Por esta razén a especificidad de la prueba no baja del
90% (99). La técnica de ELISA se caracteriza por presentar una mayor
sensibilidad con valores del 58% en comparacién con las técnicas de FC e IDGA
con valores de 38 y 27% respectivamente, en cuanto a la deteccion de animales
subclinicamente infectados que actuan como portadores de la enfermedad (86).
La mayor sensibilidad que presenta ELISA en relacion con la prueba de IDGA y
FC, se debe a que es capaz de detectar bajas cantidades de proteina
(anticuerpos) con valores de 0.0005 pg/ml vs 0.05 pg/ml y 30 pg/ml que detectan
FC e IDGA respectivamente. Segun Pérez y cols., en ovinos y caprinos la prueba
de ELISA presenta una sensibilidad entre el 48-96% y una especificidad del 84-
95%. Como en las otras pruebas de deteccion de inmunidad humoral antes
mencionadas, generalmente la sensibilidad de ELISA aumenta con el grado de
excrecion de bacterias en heces y el grado de difusion de las lesiones, debido a
gue aumenta la cantidad de antigenos circulantes (83). En comparacion con el
cultivo la sensibilidad general del ELISA puede ser de un 14-30% (90,100). Esta
marcada diferencia podria deberse a que los animales en estados tempranos de
la enfermedad, aun si excretaran la bacteria en heces, no necesariamente pueden
ser detectados por la prueba de ELISA, ya que pueden pasar varios meses, 0

afos, antes de que el nivel de anticuerpos circulantes sea suficiente para
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desencadenar una reaccién positiva, permaneciendo la respuesta humoral bajo el
limite de deteccion de las pruebas serolégicas actualmente disponibles (100).
Como ya se mencion6é anteriormente la prueba también se puede aplicar a
muestras de leche incluso como indicador de la estimacion de la prevalencia de
rebafios utilizando muestras de leche de tanque (101). En comparacion con los
resultados de ELISA con suero sanguineo, la sensibilidad relativa (21.2% en
ELISA con muestras de leche y 23.5% con muestras de suero), es menor aunque
parece mantener una concordancia aceptable esto se atribuye a las diferentes
subclases de inmunoglobulinas y su origen, debido a que la inmnogobulina
predominante en suero, calostro y leche de vaca es IgG que ademas se clasifica
en tres subclases: IgG1, 1gG2 e IgG3. La subclase IgG1 es la predominante en
calostro y leche, pero unicamente constituye 50% de IgG en suero
aproximadamente. Aunque una gran proporcion de IgG de calostro es derivado de
un transporte de esta inmunoglobulina en suero, la mayoria de IgG es producido
por el plasma de las células residentes en la glandula mamaria (102). En cuanto a
los resultados del cultivo se refiere, para algunos, los resultados de ELISA en
leche muestran una concordancia superior que los del ELISA en suero (103). Se
ha observado que la positividad aumenta en suero al final de la lactacién, en leche
al principio de la misma, y tanto en suero como en leche a partir del segundo parto
(104). Entre las principales ventajas de esta técnica destacan la automatizacion y
el elevado numero de muestras que es capaz de analizar (73). En la actualidad es
una de las pruebas que mas se emplea para la determinacion del nivel de

infeccion en los rebafios. Sin embargo, el caracter multifacético o espectral de la
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enfermedad, hace imposible la adopcion de una técnica de referencia Unica, y Si
se pretende obtener un diagnostico de gran sensibilidad y especificidad, debe

aplicarse una combinacion de técnicas, y hacerlo de manera repetida si es posible.

8. Tratamiento y control

Debido al alto costo y a la ineficacia de los tratamientos disponibles, actualmente
no se recomienda el uso de ningun tratamiento contra la paratuberculosis en
ganado, a pesar de que ofrezcan buenos resultados in vitro (105). En 1996, St.
Jean estudié en mayor detalle la respuesta de Map a los tratamientos terapéuticos
y recomienda la aplicacion de isoniazida (20mg/kg) cada 24 horas durante toda la
vida productiva del animal y sin embargo los signos clinicos empeoran; también
recomienda incluir rifampicina y en casos agudos la administracion de un
aminoglucosido (amikacina) durante 3-8 semanas (106). El tratamiento de la
paratuberculosis es paliativo y no curativo por lo que solamente esta indicado
cuando se trata de ejemplares genéticamente irremplazables, teniendo en cuenta
gue los animales tratados pueden suponer un importante foco de contagio pues
aunque su situacion clinica puede mejorar durante el suministro de los farmacos,
la excrecion de micobacterias en heces continda (107,108). La primera medida
aplicable a tener en cuenta y de cumplimiento constante durante cualquier plan de
control de la paratuberculosis, es llevar correctamente un manejo encaminado a
evitar la introduccién y la transmision de la enfermedad en el rebafio (108). Son
especialmente importantes las costumbres de manejo que afectan a la reposicion

de animales, los partos, los terneros, los animales con infeccion detectada, la
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higiene y el manejo de las heces (109). La introduccion de nuevos animales
deberia hacerse con las maximas garantias de que los animales sean negativos a
PTB, aunque en realidad esto no se realiza en el pais (110). Las vias de
transmision fecal-oral y lactea deberian ser contenidas evitando o restringiendo el
contacto entre madres y crias, y entre adultos y jévenes en general, evitando el
contacto de las heces con los animales, los alimentos y la bebida, realizando
tratamientos efectivos del calostro y de la leche (o usar preparados artificiales),
manteniendo unas buenas medidas higiénicas generales, ademas de eliminar o
aislar a los animales con signos clinicos. La mayoria de estas medidas son
econOmicamente  sostenibles 'y rentables, y su adopcidon reduce
considerablemente la prevalencia del rebafio, aunque no siempre funcionan,
principalmente por incumplimiento de alguna (111). Otras medidas aplicables son
medir la tasa de infeccion del rebafio mediante pruebas seroldgicas (por ejemplo
ELISA) en los animales mayores a un afio; pues se considera que por cada caso
clinico se encuentran entre 5 a 10 animales infectados; emplear compuestos
fendlicos para la desinfeccion periddica de los corrales; desinfectar las heces con
cal hidratada al 20% pH 11.0 para disminuir la viabilidad de la bacteria (20). Otra
opcidén es la vacunacion, pues segun los hallazgos inmunopatoldgicos, reduce la
tasa de sacrificios por paratuberculosis, disminuye la incidencia de la enfermedad
clinica, y en ovinos, bovinos y caprinos limita la extension y gravedad de las
lesiones, (112). Se puede decir que la vacuna no evita la .infeccién con Map, pero
la incidencia de casos clinicos se ve reducida, ademas de ser una medida muy

econdmica. Favorece la aparicion de respuesta celular y humoral tempranas,
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controlando la evolucién de las lesiones a tuberculoides, provocando su
focalizacion, reduciendo la cantidad de bacilos presentes en las mismas, asi como
la cantidad que se excreta en las heces (113). Sin embargo éstas respuestas
interfieren al mismo tiempo con las pruebas serolégicas de diagndéstico.
Normalmente se recomienda administrar la vacuna durante el primer mes de vida
con el fin de proteger al animal antes de ser infectado y de minimizar la
interferencia con el posterior diagnostico de tuberculosis. Hasta el momento los
ensayos de revacunacion no han mostrado una mayor proteccién, y la vacuna se
administra solo una vez en la vida del animal, lo que parece ser suficiente (114).
Diferentes trabajos experimentales y de campo demuestran que la vacunacion ha
proporcionado mejores resultados en ovinos que en bovinos.. Esto se debe en
parte a que los ovinos son resistentes a la tuberculosis, con lo que la vacunacion
de paratuberculosis en esta especie no se ha visto restringida, ya que en México,
los ovinos y caprinos no se encuentran incluidos en la campafna de control de
tuberculosis y no existen por lo tanto las interferencias en las pruebas diagnosticas
de las campafias de control de la tuberculosis (intradermorreaccion) aplicadas
principalmente en ganado bovino, permitiendo asi un amplio seguimiento, en
contraste de los resultados obtenidos de mudltiples trabajos (115). Entre los
inconvenientes que puede ofrecer esta inmunizacion es la presentacion de un
nodulo postvacunal que puede debridar en algunos casos, asi como la
presentacion de serologia falsa positiva que al parecer persiste por un afio y la

sensibilizacién continua a pruebas de intradermorreaccion (20).
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JUSTIFICACION

Debido a que el antigeno propuesto presenta mayor disponibilidad y menor costo
en el pais, el estudio planted evaluar como antigeno las proteinas en suspension
del filtrado de cultivo de M. avium subsp. avium en el diagnéstico de PTB , como

alternativa para el diagnéstico nacional.

HIPOTESIS

La deteccion de animales infectados con paratuberculosis mediante la prueba de
ELISA, al emplear el antigeno de Maa comparado con el antigeno PPA-3 tendra

una alta correlacion en sus resultados.

OBJETIVOS

1. Estandarizar la concentracion del antigeno de Mycobacterium avium subsp

avium para su utilizacién en la prueba de ELISA.

2. Comparar los resultados obtenidos en la prueba de ELISA al emplear el

antigeno de Maa y PPA-3 en casos de paratuberculosis.

3. Proponer un protocolo en el diagnostico de PTB mediante ELISA empleando el

antigeno de Maa.
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MATERIAL Y METODOS

|. Procedencia de las muestras.

a. Se utilizé un banco de sueros almacenados a -70°Cen la USEDICO (Unidad de
Servicios de Diagnéstico y Constatacion) perteneciente al CEIEPAA (Centro de
Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccién Animal en Altiplano). Estos
sueros fueron tomados de dos rebafos, uno de ovinos con 105 individuos y otro
de caprinos conformado por 212 individuos con antecedentes clinicos,
bacteriologicos, anatomopatoldgicos y serolégicos a paratuberculosis. La edad de
los animales de los cuales se obtuvieron las muestras fue de 1 a 4 afios de edad.
El CEIEPAA pertenece a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM, ubicado en el Km. 8.5 de la Carretera Federal Tequisquiapan—Ezequiel

Montes Municipio de Tequisquiapan, Qro.

b. Se remitieron a la USEDICO sueros de 74 caprinos de una produccion particular
ubicada en Fuentezuelas, Municipio de Tequisquiapan, Qro., de los cuales se
desconocia la prevalencia de paratuberculosis y no se habian descrito casos

clinicos de paratuberculosis.

c. Se remiti6 a USEDICO un grupo de 49 muestras de sangre provenientes de
dos rebafios de ovinos distintos de: Carretera Villa de Reyes- San Felipe Km 16,

San Felipe, Guanajuato y Autopista México- Qro. Km 189, El Marquez,
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Querétaro, de los cuales se desconocia el estatus de la enfermedad. La edad de

los animales de los cuales se obtuvieron las muestras fue de 1 a 3 afos.

Il. Procesamiento de muestras

Los tubos con sangre completa se mantuvieron en reposo a temperatura ambiente
(15-25°C) para la adecuada formacion del coagulo (1-2 horas). Se centrifugaron a
4500 rpm durante 5 minutos y posteriormente se separaron los sueros del tubo por
medio de una micro-pipeta. Una vez obtenidos los sueros de las muestras
sanguineas, se realizaron alicuotas en viales con 100 ul cada uno, se identificaron
adecuadamente separandolos por grupos de animales y se mantuvieron en

congelacion a -70°C hasta su posterior utilizacion.

[ll. Antigenos utilizados en la prueba de ELISA

a) Proteina protoplasmica liofilizada cepa 18 de Map conocido como PPA-3
(Laboratorios Allied Monitor). Se utilizd la concentracion estandarizada a 0.04

mg/ml (116).

b).Proteinas en suspensién de un filtrado de cultivo de M. avium subsp. avium
cepa D4, de seis semanas de crecimiento no inactivado con 2mg/ml de proteina
(donado por Productora Nacional de Bioldgicos Veterinarios — PRONAVIBE). Este
antigeno se emple6 a las siguientes concentraciones: de 0.1 mg/ml, 0.2 mg/ml y

de 0.3 mg/ml.
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IV. Procedencia de los sueros controles

-Controles positivos. Se obtuvieron de sueros de ovinos y caprinos diagnosticados

con PTB mediante histopatologia y cultivo bacterioldgico.

-Controles negativos. Se obtuvieron de sueros de ovinos y caprinos negativos

mediante histopatologia y cultivo.

V. Elaboracion de la prueba de ELISA con el antigeno PPA-3y el Maa

Las pruebas fueron realizadas en la USEDICO-CEIEPAA mediante la técnica de

ELISA indirecto (116).

ELISA (antigeno PPA-3). Previamente se sensibilizé la microplaca con el

antigeno PPA-3 a una concentracion de 0.04mg/ml diluido en solucién
amortiguadora de carbonato pH 9.6 (dilucién 1:250) para depositar 100 ul de
antigeno por pozo en las placas de ELISA. Posteriormente las placas se agitaron
por un lapso de 1 hora (h) y después se incubaron durante 12 h a 4 °C. Al dia
siguiente se realizo el lavado agregando 200 pl de la solucién de lavado PBS-TG
pH 7.4 (Phosphate buffered saline- Tween gelatine) a cada pocillo repitiendo esta
operacion tres veces. Se almacenaron las placas a - 20°C por un periodo de 15
dias. Los sueros problema y sueros problema se adsorbieron con una suspension
de M. phlei (5g / 1000 ml de solucién salina al 0.85%) guardando una relacién 1:1;
para lo cual se colocaron 100 pl de suspension de M. phlei y 100 pl de suero,
después se agito la placa a temperatura ambiente (t.a) durante 1 h, al término de

este lapso se incubd cada placa 12 h a 4°C. En las placas fijadas previamente
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con el antigeno de Maa, se depositaron 5 pl de suero de la muestra sospechosa, y
95 ul de PBS-TG respectivamente. En cada una de las placas se coloc6 por
duplicado el control positivo y negativo, posteriormente las placas fueron
incubadas en camara humeda durante 2 h, se lavaron tres veces con 200 ul de
PBS-TG. Finalmente se afiadieron 100 ul de conjugado anti IgG caprino marcado
con peroxidasa de rabano (HRP Zymed ™) a una dilucion de 1:4500; las placas se
incubaron durante 2 h en camara humeda a t.a.. Una vez transcurrié el tiempo, las
placas fueron lavadas 3 veces con PBS-TG 200 ul por pozo y posteriormente se
afiadieron 100ul de solucion reveladora compuesta por solucién amortiguadora de
citrato 0.05 M ,pH 4 mas , 2-2" azino-di-(3-etilbenzothiazol- sulfona-6) — (diamonio)
(ABTS) y 10ul de peroxido de hidrogeno mas 120ul de agua destilada a una
(1:25). Se incubd la placa durante 15 minutos en agitacion constante y envuelta en
papel aluminio para protegerla de la luz. Se realizo la lectura de las placas en un
espectrofotometro de 8 canales (ELX-800, BIO-TEK Instruments., Inc.) y
empleando un filtro de 405 nm. Los resultados obtenidos de las lecturas de las
placas se valoraron mediante la obtencion de un cociente que resulto de la division
del valor medio de Densidad Optica (DO) obtenida, entre el valor medio del control
positivo de cada placa. El punto de corte >0.8 determindé a la muestra como

positiva (116).

ELISA (antigeno Maa). Previamente se sensibilizé la microplaca con el antigeno

de Maa a una concentracion de 0.1, 0.2 y 0.3 mg/ml diluido en solucion
amortiguadora de carbonato pH 9.6 para finalmente depositar 100 pl de antigeno

por pozo. Posteriormente las placas se agitaron por un lapso de 1 h y se incubaron
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durante 12 h a 4 °C. Al dia siguiente realizé el lavado agregando 200 pl de la
solucién de lavado PBS-TG pH 7.4 a cada pocillo tres veces. Se almacenaron las
placas a -20°C por un periodo de 15 dias. Los sueros problema y los sueros
control se adsorbieron con una suspension de M. phlei (5g /1000 ml de solucion
salina al 0.85%) guardando una relacion 1:1; se colocaron 100 pl de suspension
de M. phlei y 100 pl de suero, después se agité la placa a t.a .durante 1 h y al
término de este lapso se incubd cada placa a 12 h a 4°C. En las placas fijadas
previamente con el antigeno de Maa, se depositaron 5 ul de suero de la muestra
sospechosa y 95 pl de 100 de PBS-TG. En cada una de las placas se coloco por
duplicado el control positivo y negativo, posteriormente las placas fueron
incubadas en camara humeda durante 2 h, se lavaron tres veces con 200 pl de
PBS-TG. Finalmente se afiadieron 100 ul de conjugado anti IgG caprino marcado
con peroxidasa de rabano (HRP-Zymed™) a una dilucién de 1:4500; las placas se
incubaron durante 2 horas en camara humeda a t.a.. Una vez transcurrido el
tiempo,las placas fueron lavadas 3 veces con PBS-TG 200 ul por pozo y
posteriormente se afiadieron 100ul de solucion reveladora compuesta por soluciéon
amortiguadora de citrato 0.05 M pH 4.0, mas 2-2" azino-di-(3-etilbenzothiazol-
sulfona-6) — (diamonio) (ABTS) y 10ul de perdxido de hidrégeno mas 120ul agua
(1:25). Se incubd la placa durante 15 minutos en agitacion constante y envuelta en
papel aluminio para protegerla de la luz. Se realizo la lectura de las placas en un
espectrofotometro de 8 canales (ELX-800, BIO-TEK Instruments, Inc.) empleando
un filtro de 405nm. Los resultados obtenidos de las lecturas de las placas se

valoraron mediante la obtencién de un cociente que resulté de la divisién del valor



35

medio de Densidad Optica (DO), entre el valor medio del control positivo de cada
placa. Se establecieron diferentes puntos de corte los cuales fueron > a: 0.80,

0.85,0.90,0.95y 1.0.

VI. Andlisis estadistico

Una vez obtenidos los resultados, se elaboraron bases de datos y mediante
pruebas de correlacion y concordancia se determiné la concentracion y el punto de
corte establecido para la utilizacion como antigeno de M avium subsp. avium en

ELISA indirecto para el diagnostico de paratuberculosis.

Se realizaron dos repeticiones de la prueba de ELISA con el antigeno PPA-3 a
una concentracion de 0.04mg/ml y 2 repeticiones con el antigeno de Maa a
concentraciones de 0.1, 0.2 y 0.3 mg/ml con cada muestra de suero. Los valores
de D.O. obtenidos fueron registrados en una base de datos de Excell™. Estos
datos fueron procesados mediante pruebas de correlacion de Pearson y Sperman
y a través de estos se determind la concentracion (variable independiente) y el
punto de corte (variable dependiente) del antigeno de Maa asi como la correlaciéon

y la concordancia que existe entre Maa y PPA-3.

Se utilizaron dos tipos de diagndstico:

1. Diagnéstico por punto de corte (DI-PC) Se saco el promedio de las D.O. de

las dos repeticiones y se dio como positivo cuando el promedio fuera mayor
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o igual al punto de corte correspondiente y negativo el que diera por debajo
de este. Es decir, no se tomo en cuenta cada repeticion, si no el promedio
de las dos.

Diagnostico clinico (Di-CL). Se consideraron todas las D.O. de cada
repeticion a los diferentes puntos de corte y en el caso de que en las dos
repeticiones dieran positivo se dio como positivo, si daban las dos negativo
se daban como negativo y las demas combinaciones (negativo/positivo,

positivo/negativo) se consideraron como sospechosas.



37

RESULTADOS

A partir de pruebas de correlacién de Pearson entre la D.O. promedio del antigeno
PPA-3 y el antigeno de Maa, se determin6 que la concentracion de 0.3mg/ml-0.80
PC fue la que presentd mayor asociacion con el antigeno comercial PPA-3 (r=
0.78, P<0.001), por lo que fue usada como referencia para determinar la relacion

del antigeno PPA-3 y el antigeno Maa.

A partir de esta informacion se realizé una correlacion de rangos de Spearman
para determinar la asociacion entre el diagnostico clinico (Di-CL) y el diagnostico a

partir del punto de corte (Di-PC) de 0.3-0.80 del antigeno de Maa y PPA-3.

La correlacion de rangos fue mayor entre los Di-CL PPA-3 con 0.3mg/ml- PC-0.80

= 0.67 (P<0.001). (Cuadro 5y 6)

Cuadro 5
Correlacion de Sperman para los diagnésticos basados en diferentes PC

Di-PC- Di-PC-0.3- Di-PC-0.3- Di-PC-0.3- Di-PC-0.3- Di-PC-0.3-

PPA3 0.80 0.85 0.90 0.95 1.00

Di-PC- 1 0.53 0.53 0.56 0.50 0.48
PPA3

Di-PC-0.3- 1 0.83 0.67 0.52 0.42
0.80

Di-PC-0.3- 1 0.80 0.63 0.50
0.85

Di-PC-0.3- 1 0.79 0.61
0.90

Di-PC-0.3- 1 0.79
0.95

Di-PC-0.3- 1

1.00




38

Cuadro 6
Correlacion de Sperman para los diagnésticos basados en el Di-CL

Di-CL- Di-CL-0.3- Di-CL-0.3- Di-CL-0.3- Di-CL-0.3- Di-CL-0.3-

PPA3 0.80 0.85 0.90 0.95 1.00
Di-CL- 1 0.67 0.67 0.62 0.54 0.48
PPA3
Di-CL- 1 0.87 0.80 0.65 0.57
0.3-0.80
Di-CL- 1 0.88 0.72 0.61
0.3-0.85
Di-CL- 1 0.81 0.70
0.3-0.90
Di-CL- 1 0.83
0.3-0.95
Di-CL- 1
0.3-1.00

Mediante pruebas de concordancia se estimé el grado de semejanza del
diagnostico basado en el punto de corte de la prueba de ELISA utilizando el

antigeno de PPA-3 Y Maa (Cuadro 7)

Cuadro 7
Concordancia del diagnostico basado en el PC
entre PPA3 y Antigeno de Maa

Concordantes No Porcentaje
concordantes
Di-PC- 342 97 77.9
0.3-0.80
Di-PC- 353 86 80.4
0.3-0.85
Di-PC- 366 73 83.4
0.3-0.90
Di-PC- 364 75 82.9
0.3-0.95
Di-PC- 363 76 82.7

0.3-1.00
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Mediante pruebas de concordancia se estimé el grado de semejanza del
diagnostico basado en el diagndéstico clinico de la prueba de ELISA utilizando el

antigeno de PPA-3 y Maa (Cuadro 8).

Cuadro 8
Concordancia del diagnostico basado en el Di-CL
entre PPA3 y Maa

Concordantes No Porcentaje
concordantes
Di-PC- 275 164 62.6
0.3-0.80
Di-PC- 297 142 67.7
0.3-0.85
Di-PC- 312 127 71.0
0.3-0.90
Di-PC- 299 140 68.1
0.3-0.95
Di-PC- 299 140 68.1
0.3-1.00

El coeficiente de correlacion del método de Pearson fue de 0.78 con una
concentracion de 0.3mg/ml, por lo que segun la escala para la interpretacion de
coeficientes de correlacién segun el rango de valores de Espindola ,entra en el
rango de correlacion alta (Coeficiente 0= relacion nula, 0-0.2= relacion muy baja,
0.2-0.4= relacién baja, 0.4-0.6= relacién moderada, 0.6-0-8 relacion alta, 0.8-0.1=
relacion muy alta, 1= relacion perfecta) (117). Se estableci6 que la mayor
concordancia se observé en la concentracion de 0.3mg/ml a un punto de corte de

0.90 a partir de intervalos de confianza al 95%, presentando un valor de Kappa (K)
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basado en el diagndéstico clinico de 0.83 donde K =1 representa una concordancia
perfecta, mas alla de la intervencién al azar. Para la mayoria de los casos, valores
menores a 0.40 la concordancia se estima como pobre, valores >0.40 y hasta 0.75
la concordancia se estima de regular a buena y valores >0.75 y hasta 0.99 se
estiman como concordancia de buena a excelente (118). Por lo tanto los

resultados de concordancia obtenidos son clasificados en el rango de bueno.
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DISCUSION

El andlisis estadistico de este estudio arrojé un valor de concordancia del 83% a
una concentracion de 0.3mg y un punto de corte de 0.90 D.O., lo que significa un
alto nivel de acuerdo entre ambas pruebas de ELISA, al utilizar el antigeno PPA-3
y Maa. Si bien, la concordancia no evalla la validez o la certeza sobre una u otra
observacion con relacion a un estandar de referencia dado, sino cuan acordes
estan entre si estas observaciones sobre el mismo fendmeno (119). El valor de
correlacion se determiné mediante el coeficiente de correlacion de Pearson y de
Spearman, debido a que es recomendable utilizar este ultimo cuando los datos
presentan valores extremos, ya que estos afectan en gran medida el coeficiente
de correlacion de Pearson, o ante distribuciones no normales. El procedimiento de
Correlacion de Spearman proporciona resultados que son ligeramente diferentes a
los de Pearson, por lo que la interpretacion de los coeficientes para ambas
pruebas es practicamente la misma, es decir, valores donde +1 concordancia o
discordancia perfectas (120). Si consideramos que el empleo del antigeno PPA-3,
es uno de los de mayor uso a nivel mundial y en el cual se basa el diagndstico de
paratuberculosis en hatos y rebafios, pero es poco disponible en México; por lo
anterior el contar con una alternativa para el uso de otro antigeno, como el de
Maa, genera una expectativa de su empleo a un menor costo con alta
disponibilidad en el pais sin la necesidad de importacién. La concentracion del
antigeno de Maa que se determind en este trabajo (0.3 mg/ml) podria verse como

una desventaja debido a que esta es 7.5 veces mayor a la requerida por PPA-3
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utilizando el mismo protocolo de ELISA, sin embargo su disponibilidad nacional y
el menor costo en su produccidn genera una alternativa mas viable para
emplearse en el diagnéstico de paratuberculosis. Otras ventajas que puede
representar el uso del antigeno de Maa son su facil obtencién a gran escala en
condiciones de laboratorio ya que no requiere alta infraestructura e insumos
costosos; éste antigeno también puede ser liofilizado, lo que permitiria su facil
conservacion y transporte manteniendo las caracteristicas estructurales como
estabilidad de las proteinas. La prueba de ELISA indirecta con el empleo del
antigeno PPA-3 presenta una sensibilidad de 47% y un 86%.de especificidad
(116); estos valores podran ser establecidos en el ELISA empleado con antigeno
de Maa al comparar la prueba con otros meétodos diagndsticos con mayor
sensibilidad y especificidad como los son el cultivo (prueba de oro) y la PCR. La
utilizacion de Maa como antigeno en el diagndéstico de paratuberculosis mediante
ELISA puede explicarse debido al alto grado de identidad genética de mas del
97% entre éste y Map. A través de una matriz de homologia de ADN de mas de 2
millones de nucledtidos del genoma de Maa y Map. Bannantine y cols.
demostraron que las dos subespecies, son altamente similares, con solo unas
pocas secuencias presentes en un genoma pero ausentes en el otro. No obstante,
estos resultados contrastan con las diferencias fenotipicas que cada uno muestra
(12). Trabajos de Paustian y cols. distinguen a Map de las diferentes subespecies
del complejo MAC, a partir de hibridaciones gendémicas comparativas que
demuestran que existen 210 y 135 marcos de lectura abierta (Open Reading

Frames- ORF’s) correspondientes a dos diferentes aislamientos de Maa
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clasificandolos como divergentes de la cepa K10 de Map. Estos resultados
evidencian la diferencia genética existente entre Map y Maa (121).Para la rapida
diferenciacién de Map de las subespecies del complejo M. avium (M. avium subsp.
avium y M. avium subsp. intracelulare) se utiliza la deteccion de la secuencia de
insercion especifica mediante técnicas moleculares. Las otras dos subespecies de
M. avium (Maa y Mas) parecen también tener 1 o 2 secuencias unicas (IS901 e
IS902), aunque estas no siempre se evidencian (97). Basado en un estudio
realizado por Chiodini en el que se propone el cambio de nombre del antigeno de
Map cepa 18 a Maa cepa 18, Nielsen concluy6é que el PPA-3 es un derivado crudo
de una cepa de Maa y que éste no da resultados menos especificos ni sensibles
gue otro antigeno derivado de la cepa VRI 316 de Map. Estos resultados pueden
explicarse debido a que puede que no se detecte anticuerpos contra epitopes
especificos especificos para Map o Maa (122,123). Este estudio puede
representar un antecedente en el uso de Maa como antigeno para el diagnéstico
de PTB mediante ELISA. Sin embargo, no se ha esclarecido en su totalidad el
origen real de la cepa del PPA-3, por lo que en la actualidad se sigue utilizando
PPA-3 como antigeno de Map. En los dltimos afios se ha recurrido a la
elaboracién por medio de tratamientos fisico-quimicos de antigenos de cultivos de
Map no purificados similares al PPA-3 por medio de tratamientos fisico-quimicos
de cultivos de Map y hoy en dia se pueden encontrar algunos comercializados en
kits de diagnéstico, por diferentes laboratorios como IDEXX™ | CSL™ | etc.
(124,125). En México se han probado diferentes antigenos como alternativa en el

diagndstico nacional, por motivos de disminucion de los costos y los problemas de
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disponibilidad de otros antigenos comerciales; tal es caso del antigeno
protoplasmético de Map cepa 3065 de origen nacional descrito para el diagnostico
de paratuberculosis en ganado bovino, el cual presentd una sensibilidad y
especificidad relativas de 79.31% y 82.25% respectivamente y un valor de
concordancia de 0.2763 con relacion al cultivo (126). En la busqueda de
antigenos mas sensibles se han probado diferentes candidatos, entre los que
podemos encontrar a las proteinas constitutivas AhpC y AhpD, la secretada de 14
kDa, proteinas de choque térmico y proteina de 35 kDa (127,128,129,) que son
proteinas de secrecion o proteinas inmunogénicas de Map, las cuales se ha
reportado que estimulan mejor al sistema inmune de animales infectados y por lo
tanto, serian de gran interés en el mejoramiento de técnicas diagnosticas basadas
en serologia (130). Con base en este trabajo se pueden realizar estudios futuros
en los que se trabaje con proteinas de secrecion de Maa para la elaboracién de
nuevos antigenos que mejoren la sensibilidad de la prueba. Existen estudios que
determinan la existencia de proteinas antigénicas, como las proteinas de choque
térmico GroES, que presenta un 100% de identidad con Map en su secuencia
codificante y GroEL que ademas de ser una proteina de choque térmico, tiene
importancia en la estimulacion de la respuestas inmune celular y humoral contra
las micobacterias; presenta una homologia del 98.8% con Map y de 89.6% con M.
tuberculosis, situacién que limita el uso de esa proteina por las reacciones
cruzadas que existen entre Map y el bacilo causante de tuberculosis (131,132).
Otra de las limitantes por la cual no se lleva a cabo el diagndstico de la PTB en el

ganado en México, es por la baja disponibilidad de antigenos y kits comerciales



45

costosos, cuyo tiempo de entrega es demasiado largo al ser productos
importados. Por esta razon, es importante el realizar estudios con antigenos
disponibles en el pais, que sean evaluados como candidatos para la realizacién
del diagnéstico de la enfermedad sin dependencia del extranjero, asi como la
disminucién en los costos de produccion y precio de venta. La paratuberculosis es
una enfermedad que causa grandes pérdidas econémicas en la ganaderia, por lo
gue, se requieren de pruebas diagnosticas sensibles, especificas, rapidas,
econbmicas y altamente disponibles. Ademas, se hace indispensable que estas
técnicas diagnosticas sean de facil implementacion en los laboratorios, y que
puedan ser utilizadas para desarrollar estudios de tipo epidemiolégico sobre la
enfermedad en diversas especies de animales domeésticos y silvestres, para poder
determinar las medidas necesarias para su control. Los resultados obtenidos en el
presente estudio, permiten recomendar el uso de ELISA con el antigeno filtrado de
Maa como una alternativa para el diagnostico de la paratuberculosis en pequefios
rumiantes domésticos y se sugiere como prueba tamiz en hatos donde se
desconozca la situacion de la enfermedad. Segun la OMS, una prueba tamiz se
define como el uso de una prueba sencilla en una poblacion saludable, para
identificar a aquellos individuos que tienen alguna patologia, pero que todavia no
presentan signos. El objetivo de una prueba tamiz no es realizar un diagndéstico
exacto, sino solamente identificar a los individuos o grupos que tengan una alta
probabilidad de estar enfermos. A pesar de que ELISA no sea capaz de detectar a
todos los animales infectados, nos muestra la magnitud de la enfermedad en un

hato o rebafo, pudiendo implementar programas de control mediante la
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eliminacion o segregacion de los casos positivos y confirmarlos mediante otras
pruebas y reducir la exposicion de los animales jovenes que son los mas
susceptibles a infectarse con Map. También es necesario considerar que el
diagnéstico de la enfermedad se debe llevar a cabo con una prueba seroldgica y
en conjunto con pruebas confirmatorias como lo son el cultivo o la PCR. Sin
embargo por la automatizacion, el menor tiempo de entrega de resultados y los
precios competitivos que la PCR presenta sobre el cultivo, en la actualidad se ha
convertido en la técnica diagnOstica mas utilizada para confirmar casos de
paratuberculosis en rumiantes domésticos, apoyandose en técnicas

discriminatorias, rapidas y de menor costo como ELISA.
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CONCLUSIONES

1. La concentracion del antigeno de Mycobacterium avium subsp. avium que se
determind fue de 0.3 mg/ml con un punto de corte de 0.90 D.O utilizando el

protocolo de ELISA realizado en este trabajo.

2. La alta correlacion (r= 0.78) y buena concordancia (K=0.83) que presenta la
prueba de ELISA utilizando el antigeno de Mycobacterium avium subsp, avium en
relacion con el antigeno comercial PPA-3, asi como el alto grado de homologia
genética entre ambas subespecies de cada antigeno, permiten recomendar el uso
del antigeno propuesto en la prueba de ELISA como alternativa para el
diagnostico de paratuberculosis en pequefios rumiantes, considerando su uso

como prueba tamiz.



48

ANEXO 1

Reactivos empleados en larealizacién de la técnica de ELISA

-Solcion amortiguadora de carbonato
Carbonato de Sodio (Merck, Darmsdat, Germany)
Agua destilada

Ajustar el pH a 9.6

-Suspension de M. phlei
M. phlei
Solucion salina (NaCl al 0.85%)

-Amortiguador citrato 0.05 M
Solucién A: Acido citrico monohidratado
Agua destilada
Solucion B: Citrato sodico tribasico

Agua destiliada

5.3¢g
1000 ml

59
1000 ml

22.97 g

1000 ml

29.4 g
1000 ml

Mezclar 600 ml de Solucién A + 479 ml de Solucion B, agregando agua destilada

c.b.p. 2 L.

Ajustar el pH a 4 al momento de utilizarlo

-Antigeno
Antigeno PPA-3 (Lab. Allied)
Antigeno de Maa. (PRONAVIBE)

Solucién amortiguadora de carbonato

0.04 mg/ml

2mg/ml

1ml
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-PBS-TG (Phosphate buffered saline- Tween gelatine)

NaCl 849
KCl 029
Fosfato dibasico de sodio (Golden Bell. Mexico.México) 144 ¢
Fosfato monobésico de Potasio (Baker. Edo de Méx, México) 0.24¢
Agua destilada c.b.p.1L

AjustarelpHa 7.4
Tween 80 (Merck. Hohenbrunn,Germany ) 0.5ml

Esterilizar en autoclave a 125°C/25 minutos

Gelatina (Bloxon. México) 1lg
-Sustrato ABTS

ABTS (Sigma, Mo. USA) 5.48 mg

Amortiguadorcitrato 50 ml

Anadir 19 ul de la solucion : 1:25 H202 ( 10 pl H202 de 30% v/v en 120 pl de agua
destilada)
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ANEXO 2

Lista de abreviaturas
ABTS: 2-2" azino-di-(3-etilbenzothiazol- sulfona-6) — (diamonio)
Ag-Ac: antigeno-anticuerpo

CEIEPAA: centro de ensefianza, investigacion y extension en produccion animal
en altiplano

D.O.: densidad 6ptica

Di-CL: diagndstico clinico

Di-PC: diagnéstico por punto de corte

ELISA: Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas
E.U.A.: Estados unidos de América

FAP: proteina de acoplamiento de fibronectina

FC: fijacion del complemento

g: gramos

GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
h: hora

H-E: tincion hematoxilina-eosina

IDGA: Inumunodifusion en gel de agar

IF —y: interferon gamma

IL-1: interleucina-1

IL-2: interleucina-2

IL-4: interleucina-4

IL-5: interleucina-5

IL-6: interleucina- 6
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IL-10: interleucina-1

K: kappa

kDa: kilodalton

Km: kilémetro

L: litro

LAM: lipoarabinomanano

LB: linfocitos B

LT: linfocitos T

M: molar

Maa: Mycobacterium avium susbsp avium

MAC: Mycobacterium avium-intracelullare

Map: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
Mas: .Mycobacterium avium subsp. silvaticum

mg: miligramo

ml: mililitro

pl: microlitro

M. phlei: Mycobacerium phlei

nm: nanémetro

OMS: organizaciéon mundial de la salud

ORF’s: marcos de lectura abierta

PPA-3: proteina protoplasmica cepa 18 de M. avium subsp. paratuberculosis
PBS-TG: amortiguador fosfato salino- tween gelatina
PC: punto de corte

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
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PRONVIBE: productora nacional de biologicos veterinarios
PTB: paratuberculosis

Qro: Querétaro

r: correlacion

SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida

t.a: temperatura ambiente

Th1: linfocitos cooperadores tipo 1

Th2: linfocitos cooperadores tipo 2

TNF-a: factor de necrosis tumoral

USEDICO: unidad de servicios de diagndstico y constatacion
°C: grados Celsius

>: mayor que, igual que
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