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RESUMEN

El presente estudio reporta por primera vez el aislamiento y tipificacion molecular de
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (Map) en ganado bovino y ovino,
asi como la seroprevalencia de la paratuberculosis (ptb) ovina, en el Valle de Mexicali.
Para el primer estudio se muestrearon 6 animales, 5 de origen ovino y uno de origen
bovino, provenientes de dos ranchos distintos, los cuales tenian antecedentes de
animales enfermos con signos compatibles con la ptb. A estos animales se les tomaron
muestras de sangre para la obtencion de suero y posterior andlisis serolégico, y de
heces para la realizacion del cultivo bacteriolégico. Los resultados de la serologia
mostraron que 3 ovinos y un bovino, reaccionaron positivos al ELISA comercial
utilizado, con una razén S/P superior al 70%. Mediante el cultivo bacteriolégico se
obtuvieron 3 aislamientos de Map, dos de origen ovino y uno de origen bovino que
fueron identificados como Map segun la PCR 1S900 y f57, y caracterizados como Tipo
C, mediante el ensayo 1S1311 PCR-REA. Para el segundo estudio, se analizaron 690
sueros de origen ovino provenientes de 44 rebafios, mediante la técnica de EVELISA
segun Eda (2006). Con un punto de corte S/P = 0.4, establecido a partir de 2 SD arriba
del promedio de los controles negativos, se encontré una prevalencia total del 13.5%
(93/690). Los resultados obtenidos en el presente trabajo, confirman la presencia de
Map y de la ptb en la region, contribuyendo con valiosa informacion acerca de su
distribucién en el pais, asi como con el suministro de nuevos datos de prevalencia de la
enfermedad en ganado ovino. El andlisis molecular sugiere la presencia, circulacion y
transmision del tipo C de Map entre el ganado bovino y ovino; sin embargo no se
descarta la presencia de otros tipos de Map en la region, por lo tanto se requiere de
mas estudios que incluyan una mayor cantidad de animales, asi como la utilizacion de
técnicas de subtipificacion, para lograr un mejor conocimiento acerca de la
biodiversidad, las dinamicas de transmision y fuentes de infeccibn de Map en Baja

California.

Palabras clave: Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis, cepas de Map,

Etanol-vortex ELISA, prevalencias, paratuberculosis ovina, México.



ABSTRACT

The present study reports for the first time the bacteriological isolation and molecular
typing of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (Map) in cattle and sheep
and the seroprevalence of paratuberculosis (ptb) in sheep in the Mexicali Valley. For the
first study, a total o six samples were collected; five from sheep and one bovine. The
animals were located in two different farms showing records of sick animals with
symptoms of disease consistent with ptb. From all animals, blood samples were
obtained for serology and feces for bacteriological culture. The results from serology
showed that the bovine sample and three ovine sera reacted positive with an S/P ratio
>70% using a commercial ELISA kit. The bacteriological culture produced three Map
isolates, two from sheep and one from bovine, which were identified as Map using
IS900 and f57 PCR and classified as Type C using thelS1311 PCR-REA assay. For the
second study, 690 sera from sheep obtained from 44 farms were analyzed by EVELISA
following the protocols from Eda (2006). A cut-off value (S/P = 0.4) was set 2 SD above
the mean optical density of the negative control sera to obtain an overall seroprevalence
of 13.5% (93/690). The results obtained in this study confirm the presence of Map and
ptb in the region and contribute with valuable information of its distribution in the country
as well as provide new data for the prevalence of the disease in sheep. The molecular
analysis suggests the presence, distribution and transmission of Map Type C in cattle
and sheep but does not rule out the presence of other types of Map in the region
therefore, it is required to do additional studies that include more animals and the
utilization of sub typing molecular techniques to achieve a better knowledge about the
biodiversity, the transmission dynamics and the sources of Map infection in Baja

California.

Keywords: Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis, Ovine Johne’s

Disease, strains of Map, Ethanol- vortex ELISA, prevalence, Mexico.



CAPITULO 1

Introduccion



INTRODUCCION GENERAL

La paratuberculosis (ptb) también conocida como enfermedad de Johne, es una
infeccion del tracto intestinal, cronica y progresiva causada por Mycobacterium avium
subespecie paratuberculosis (Map). Este microorganismo pertenece al género
Mycobacterium y es parte del complejo Mycobacterium avium (MAC) (Thorel et al.,
1990, Inderlied et al.,, 1993). Aunque los miembros de MAC estan estrechamente
relacionados entre si, Map se distingue por la dependencia a la micobactina, la lentitud
en su crecimiento, la resistencia a condiciones adversas, y genotipicamente a la
presencia de multiples copias de la secuencia de insercién 900 (IS900) (Green et al.,
1989, Cocito et al., 1994,).

Map infecta principalmente a rumiantes tanto domésticos como silvestres (Greig et al.,
1999, Pavlik 2000), aunque las especies en donde mas se ha estudiado la ptb es en
rumiantes domésticos, debido a la importancia econ6mica que estos animales
representan. Aunque la ptb tiene una distribucion mundial, la realidad sobre la
verdadera prevalencia de la enfermedad, esta enmascarada por las dificultadas en el
diagnodstico de la infeccion (Fecteau y Whitlock, 2010). No obstante, se ha reportado
gue esta enfermedad ocasiona un gran impacto econémico a la industria pecuaria,
debido a que afecta directamente a las explotaciones ganaderas, disminuyendo la
produccion de carne y leche, asi como también la fertilidad del ganado, el sacrificio
prematuro de los animales, el aumento de la susceptibilidad a otras enfermedades
infecciosas, la pérdida del potencial genético y la devaluacion de los animales
sacrificados para su venta (Kennedy y Bennedictus 2001, Kudahl y Nielsen 2009).

El departamento de agricultura de los Estados Unidos (United States Department of
Agriculture, USDA), ha estimado que aproximadamente el 22% del ganado vacuno
lechero y el 8% del ganado de carne esta afectado por la ptb, con pérdidas que han
sido estimadas en méas de $250 millones de dolares anuales, tan solo en la industria
lactea (Wells 1998, Whitlock et al., 2000). En otros paises como Meéxico, las pérdidas

econdmicas por la ptb en ganado lechero, han sido calculadas en 800 délares/vaca al



afio (Consejo Técnico Consultivo Nacional de Salud Animal, CONASA 2010). Distintos
programas de control han sido disefiados para erradicar la enfermedad o al menos
para disminuir su impacto econOmico, sin embargo estos no han sido lo
suficientemente eficaces, debido en gran parte a la naturaleza crénica de la
enfermedad, a la gran resistencia de Map a las condiciones adversas, al largo periodo
de latencia, no es una enfermedad de declaracion obligatoria en la mayoria de los

paises, y principalmente a las dificultades en el diagndstico de la infeccién temprana.

Diferentes técnicas son utilizadas para la detecciéon de la ptb las cuales incluyen,
técnicas histopatolégicas, bacteriolégicas (cultivo) y los ensayos moleculares e
inmunolégicos. La utilizacibn en conjunto de algunas de estas pruebas puede
aumentar la posibilidad de detectar animales infectados, como por ejemplo el ELISA 'y
el cultivo fecal, ya que las dos miden diferentes aspectos de la enfermedad (respuesta
indirecta de los anticuerpos a la infeccibn y excrecibn de la bacteria viva,

respectivamente) (Rossiter et al., 1996).

El cultivo de Map es considerado como la técnica confirmatoria de la ptb, esta prueba
detecta a la mayoria de los animales en avanzado estado de la enfermedad, en donde
alcanza una sensibilidad y una especificidad del 100%, pero solo a unos cuantos
animales en las fases iniciales de la infeccion (Whitlock et al., 2000, OIE 2008). A su
vez, el ELISA es la técnica mas utilizada en el diagndstico de la ptb por ser una prueba
rapida y de bajo costo; sin embargo a pesar de que presenta alta especificidad (>95%),
la sensibilidad varia dependiendo del estadio en el que se encuentra el animal (5—-30%)
dificultando el diagnéstico temprano de la infeccién, aspecto clave en el control de la
enfermedad (Jorgensen et al., 1978, Collins 2002, Nilesen y Toft, 2008). Diferentes
variaciones al método del ELISA se han evaluado para detectar anticuerpos contra
Map, en donde la sensibilidad y especificidad estimadas varian ampliamente dentro y
entre las pruebas (Nielsen y Toft 2008). Uno de los pasos cruciales en el ELISA son
las preparaciones antigénicas ya que dependiendo de esto, la prueba se puede afectar
directamente en cuanto a su sensibilidad y especificidad. El EVELISA, es un test de

ELISA que utiliza como antigeno un extracto obtenido de la superficie celular de Map,



por medio de solventes organicos; con el cual se han obtenido resultados
prometedores, debido a que ha permitido detectar infecciones tempranas de Map
mucho tiempo antes que el ELISA comercial o el cultivo fecal, con una sensibilidad del
97.4% y una especificidad del 100% (Eda et al., 2006, Scott et al., 2010).

La utilizacién de las pruebas moleculares para la deteccion y tipificacion de Map, han
sido de gran ayuda epidemiolégica ya que permiten obtener un mejor entendimiento
sobre el origen de la infeccidn, la identificacién de factores de riesgo, la caracterizacion
del patogeno y la evaluacion de programas regionales para el control de la ptb. La
identificacion de la secuencia 1S900 descubierta por Green (1989), posibilitd un gran
avance en el conocimiento genético de Map; desde entones esta secuencia ha sido
utilizada como diana en diferentes técnicas de diagndstico como la PCR 1S900 vy el
ensayo de Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (IS900-RFLP), con el
cual se logro diferenciar por primera vez los dos grandes grupos de cepas de Map, las
bovinas o Tipo C (Cattle) y las ovinas o Tipo S (Sheep) (Pavlic et al.,, 1999). Otras
técnicas como la 1S1311 PCR-REA, también son empleadas para lograr esta misma
diferenciacion, con ventajas como la mayor rapidez en los resultados y el menor costo
econdémico (Whittington et al., 1998, Marsh et al., 1999).

El empleo de pruebas de deteccion de Map, en combinacion con estrategias que
permitan reducir el impacto de la enfermedad en un hato, son aspectos necesarios para
su control. En México existen evidencias histopatolégicas, serolégicas, bacteriol6gicas
y de biologia molecular de infecciones por Map, en distintas especies de ganado
(Dominguez-Punero 2002, Chavez-Gris et al., 2004, Favila-Humara et al., 2010), en 16
estados del centro y sur del pais (CONASA 2010). Estos antecedentes hacen
necesario el desarrollo de estudios que permitan la identificacion del ganado afectado
por estado y especie animal, ya que a partir de esta informacién, sera posible el
establecimiento de diferentes estrategias que contribuyan a incrementar la
productividad de los sectores bovino, ovino y caprino. En Baja California, estado
situado al noroeste de Meéxico, no se conocian reportes sobre aislamiento e

identificacion molecular de las cepas de Map circulantes en la region; por lo tanto los



resultados obtenidos en el presente estudio, contribuyen con el conocimiento sobre su
distribucion en el pais, asi como también con la informacién de nuevos datos de
seroprevalencia de la ptb en ganado ovino, en un estado del territorio Mexicano, que no
esta incluido dentro del mapa de los estados afectados por la enfermedad de Jonhe. Lo
anterior permitira el disefio y la implementacion de mejores medidas de prevencion y

control de la enfermedad.



CAPITULO 2

Revision de literatura



2.1 Género Micobacterium

El género Mycobacterium fue propuesto por Lehmann y Neumann (1896), el cual se
clasifica dentro de la familia Mycobacteriaceae, suborden Corynebacterinae, orden
Actinomycetales, subclase Actinobacteridae, clase Actinobacteria, division Firmacutes,
y superreino Bacteria (Stackebrandt et al., 1997). Esta division se basé en dos
caracteristicas presentes en todos los miembros de este género: la morfologia (bacilos,
inmoviles) y la 4&cido-alcohol resistencia (Lehmann y Neumann, 1896). Las
micobacterias se desarrollan en condiciones aerobias y la temperatura Optima de
crecimiento esta entre los 30 y 45 °C (Wayne y Kubica, 1986, Levy-Frebault y Porteals,
1992). Como fuente de carbono utilizan glicerol o piruvato, son protoétrofas para todos
los aminoacidos y producen exoquelina y micobactina, dos sider6foros necesarios para
metabolizar el hierro (elemento indispensable para su crecimiento). Los bacilos son
morfolégicamente rectos o ligeramente curvados de 1-10 um de largo y 0.2-0.6 uym de
ancho, inmdviles y considerados Gram positivos a pesar de la escasa penetracion del
colorante cuando son tefidos por medio de la técnica Gram, efecto ocasionado por los
acidos micolicos presentes en la compleja envoltura celular de la que estan provistos
(Wayne y Kubica, 1986).

2.1.1 Clasificacion de las micobacterias

Actualmente, los requisitos minimos necesarios para la inclusién de una especie dentro
del género Mycobacterium son la acido-alcohol resistencia, la presencia de &cidos
micolicos con 60-90 atomos de carbono y un 61-71% de GC en su genoma (Levy-
Frebault y Portaels, 1992). Adicionalmente, estas especies también se clasifican segun
el tiempo requerido para la formacion de colonias visibles en medio sélido en,
micobacterias de “crecimiento rapido” y micobacterias de “crecimiento lento”, en el
primer caso la aparicion de colonias visibles se produce en un periodo inferior a siete
dias y en el segundo caso, este periodo es mayor a siete dias (Wayne et al., 1986,
Shinnick et al., 1994). A su vez, las especies de “crecimiento lento” se subdividen en
tres grupos diferentes en base a la produccién de pigmentacion (Timpe y Runyon,

1954): fotocromégenas (Grupo | de Runyon), escotocromogenas (Grupo Il de Runyon)



y no fotocromégenas (Grupo Il de Runyon). Aunque esta clasificacion no es de
importancia taxondémica si lo es a nivel clinico, debido a que las micobacterias de

crecimiento lento son patdgenas para el hombre y los animales.

En la primera década del siglo XX, se comenzaron a desarrollar nuevas técnicas para
la clasificacion de micobacterias, permitiendo la identificacion de nuevas especies
dentro del género Mycobacterium. Las técnicas de tipado genético basado en la
secuencia de regiones hipervariables presentes en el genoma altamente conservado
de genes como 16SARNr y hsp65 (65- KDa heat shock protein), son ampliamente
utilizadas en la actualidad para tipificar y subtipificar distintas especies de
micobacterias. (Telenti et al., 1993, Ringuet et al., 1999). Otros tipos de analisis
utilizados son los estudios de patrones de acidos micdlicos caracteristicos de cada

especie, mediante diferentes técnicas de cromatografia (Tortoli 2003).

2.1.2 Envoltura celular

La pared celular de las micobacterias esta constituida por una capa interna y una capa
externa que rodean a una membrana plasmatica, cuya composicion es similar en todas
las micobacterias. La capa externa esta formada por lipidos y proteinas, los lipidos
estan asociados a la pared celular a través de acidos grasos de cadena corta y larga
gue complementan las cadenas largas y cortas de la capa interna. Los lipidos y
polisacaridos asociados con la parte externa de la pared celular son: el
lipoarabinomanano (LAM), lipomanano, lipidos tioceroles como el dimicocerosato,
dimicolil-trealosa y sulfolipidos especificos en el caso de M. tuberculosis (Hett y Rubin,
2008). ElI compartimento interno estd constituido por peptidoglicano (PG),
arabinogalactano (AG) y acidos micolicos (AM), los cuales estan unidos
covalentemente y constituyen el denominado complejo PG-AG-AM. Este complejo es
insoluble y se caracteriza por conformar la estructura esencial de la pared celular,
ademas de ser el blanco a donde van dirigidas la mayoria de los agentes
antimicrobianos (Hett y Rubin, 2008) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de la composicidon de la pared celular de las micobacterias.

2.2 Complejo Mycobacterium avium

El Complejo Mycobacterium avium o MAC, también denominado como Complejo
Mycobacterium avium-intracellulare o MAIC. Son un grupo de micobacterias de
crecimiento lento pertenecientes al grupo de “Micobacterias no tuberculosas” (NMT) o
“Micobacterias atipicas” (Inderlied et al., 1993). Este grupo de bacterias crecen en
rangos de temperatura entre los 20 y 37°C, son acido alcohol resistentes y producen un
pigmento amarillo en ausencia de luz. EI complejo M. avium incluye a los siguientes

microorganismos:

Mycobacterium avium subespecie avium (M. a. avium),
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (Map),
Mycobacterium avium subespecie hominissuis (M. a. hominissuis),
Mycobacterium avium subespecie silvaticum (M. a. silvaticum) y
Mycobacterium intracelullare (M. intracelullare) (Inderlied et al., 1993).
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En la dltima década se han descrito nuevos miembros de MAC como
Mycobacterium chimaera (Tortoli et al., 2004),

Mycobacterium colombiense (Murcia et al., 2006),

Mycobacterium arosiense (Bang et al., 2008),

Mycobacterium vulneris (van Ingen et al., 2009)

Mycobacterium bouchedurhonense,

Mycobacterium marseillense y

Mycobacterium timonense (Ben Salah et al., 2009).

Las especies pertenecientes a MAC se caracterizan por tener una similitud nucleotidica
superior al 90%. Map esta mas estrechamente relacionado con M. avium, con el cual
presenta una identidad >99%, distinguiéndose de M. avium por la presencia de 15-18
copias de la secuencia de insercion 900 (1S900) (Green 1989). A pesar de la similitud
genotipica entre las cepas de MAC, fenotipicamente sus miembros difieren
ampliamente en términos de su tropismo por el huésped, fenotipos microbiol6gicos,
enfermedad y patogenicidad (Motiwala et al., 2006).

2.3 Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis
2.3.1 Caracteristicas generales

Map es el agente causal de la paratuberculosis o enfermedad de Johne, su
denominacion actual se debe a Thorel (1990). Map es un parasito intracelular obligado,
hidrofobo, Gram positivo, aerébico, inmdvil, no forma esporas, su tamafio oscila entre
1-2 um, normalmente forma colonias rugosas de morfologia cocobacilar, carecen de
fosfatasa alcalina (Thorel et al., 1990) (Figura 2A), la mayoria de las cepas son
fotocromogenas y requieren de micobactina para su crecimiento (Snow et al., 1970).
La gruesa pared celular que recubre a este microorganismo esta compuesta por 60%
de lipidos; lo que le confiere la acido-alcohol resistencia. En extensiones de heces y de

tejidos los bacilos tienden a agruparse en grumos, supuestamente debido a la
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disposicion que adoptan al replicarse dentro de los macrofagos que infectan (Thoen et
al., 1979). (Figura 2B).

Figura 2. Imagenes de los bacilos de Map observados al microscopio A. Micrografia
electrénica de barrido que muestra la gruesa pared celular de caracter lipidico de Map.
(Fuente: Centro de Pruebas de Johne, Escuela de Medicina Veterinaria de la
Universidad de Wisconsin (Wisconsin, EE.UU.) 2B. Agrupaciones de bacilos de Map
en el intestino delgado de un caso tipico de paratuberculosis bovina. (Fuente: Moredun
Research Institute of London).

La pared celular de Map esta implicada en los mecanismos de restriccion de absorcion
de nutrientes, ocasionando baja actividad metabdlica que conlleva a una velocidad de
crecimiento en condiciones optimas, 24 veces inferior que la de bacterias como
Escherichia coli (Juste et al., 1993). Esta propiedad en combinacion con la gruesa
pared celular, son algunos de los factores que le proporciona a Map, su gran

resistencia a las condiciones adversas (Ratledge 1982).

Segun Vaerewijck (2005) otros factores que propician la supervivencia de Map en el
medio ambiente son: la concentracion de materiales biodegradables, la cantidad de
nutrientes, las interacciones microbioldgicas (clumbs), la resistencia a desinfectantes,
los factores ambientales como turbidez, suelos con pHs bajos (la solubilidad del hierro

aumenta cuando el pH del suelo disminuye y este organismo necesita de este elemento
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para su metabolismo) (Johnson et al., 1997), la latencia, la aerosolizacion y la
formacion de biopeliculas (biofilms) (Rowe y Grant., 2006, Pavlik et al., 2009).

Algunos ejemplos especificos de la supervivencia de Map en el medio ambiente son:
largos periodos en heces (246 dias), 55 semanas en ambientes secos sombrios y en
agua de presa no expuesta a luz solar (Whittington et al., 2004, 2005); temperaturas de
congelacion (Juste et al., 1990a) y tratamientos de pasteurizacién y cloracién (Whan et
al., 2001, Grant et al., 2002a). No obstante a pesar de la resistencia que Map presenta
para sobrevivir en condiciones extremas, se ha encontrado que este organismo es
susceptible a factores como: la luz solar, la desecacion, pH superiores a 7 (Manning y
Collins 2001), elevadas concentraciones de calcio y a las temperaturas de ebullicién
(Schroen et al.,, 2003, Whittington et al.,, 2004, 2005). Asi como también a
desinfectantes como: amonio (3%), formol (5%), compuestos cresélicos (1:32), fenol
(1:40), hipoclorito célcico (1:50), cloro (2ug/ml) y etanol (Merkal et al., 1982b, Chiodini
et al., 1984a, Bohn et al., 1994, Katayama et al., 2003).

2.3.2 Dependencia a la micobactina

El hierro es uno de los metales especialmente requeridos para el crecimiento de las
micobacterias patdgenas; este metal es quelado por los sideréforos (micobactinas y
exoquelinas). Las micobactinas son agentes internos secuestradores y las exoquelinas
son vectores externos. En el caso de Map, la dependencia a la micobactina se ha
utilizado ampliamente como una caracteristica taxonémica de este microorganismo
debido a que la mayoria de las micobacterias son capaces de sintetizarla. Las
micobactinas son lipidos de elevado peso molecular estrechamente relacionados entre
si y asociadas a la célula, son producidas por las micobacterias cuando existen
limitadas cantidades de hierro en el medio. Debido a que sus estructuras son altamente
hidrofébicas, las micobactinas estan confinadas a la membrana celular en donde su
funcién es facilitar el transporte de este mental a través de la compleja pared celular.
Las exoquelinas son imprescindibles en la captacion del hierro, estas pequefias

moléculas estan presentes en el fluido extracelular y se liberan en altas
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concentraciones cuando hay deficiencia de hierro; se han identificado exoquelinas tanto
liposolubles como hidrosolubles y su funcién en las micobacterias es adquirir el hierro
presente en el hospedador en forma de ferritina a través de la pared celular bacteriana
(Ratledge 2004). Una vez es quelado el hierro, este pasa al interior del citoplasma
mediante un transporte transmembranal (Snow et al. 1969); en donde tiene lugar el
intercambio del metal quelado con la micobactina, la cual sera la responsable de la

formacion de un deposito de hierro en el interior de la célula.

Aunque la dependencia a la micobactina es ampliamente utilizada como un rasgo
caracteristico que distingue a Map, algunos estudios han demostrado que esta
dependencia no es especifica de este microorganismo, ya que también ha sido
observada en otras especies como M. silvaticum y algunos aislamientos primarios de
M. avium (Thorel et al., 1991, Coicito 1994). De igual manera, otros estudios han
demostrado que Map también puede crecer sin aporte externo de micobactina, lo cual
es posible si el medio contiene suficiente hierro y otros nutrientes disponibles (Merkal et
al., 1974, Juste et al., 1993).

Por otro lado se ha reportado que la incapacidad que tienen algunas micobacterias
como Map y algunas cepas de M. avium de crecer sin el suministro adicional de
micobactina no dependeria de la imposibilidad real de ser sintetizada, sino de la
represion en la capacidad de producir este compuesto, derivada de su condicion como
parasito en el interior del macréfago de donde obtiene directamente los nutrientes que
necesita (Lambrecht y Collins 1993), asi como también de la utilizacion de proteinas
guelantes del hospedador (Merkal et al., 1974). Sin embargo, estudios posteriores
derivados de la secuenciacion del genoma completo de Map, sugirieron que la
imposibilidad de Map en producir la micobactina se podria deber al truncamiento del
gen mbtA-J, el cual se cree que es el gen responsable de la iniciacién de la produccion
de micobactina en Map. Esta diferencia podria ser entonces, el factor limitante en la
produccion de dicho siderdéforo, (Li et al., 2005), aunque esto aun no ha sido probado.
Por lo anterior, el suplemento de micobactina en los medios de cultivo de Map, se sigue

considerando como un método eficaz para su aislamiento.
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2.3.3 El genoma de Map

La secuenciacion del genoma completo de Map, fue publicada por Li et al., (2005) la
cual fue realizada a partir de la cepa referencia K-10, un aislado de origen bovino. El
conocimiento de la secuencia del genoma de Map, ha posibilitado grandes avances en
todos los campos de investigacion de Map como estudios gendémicos comparativos con
relacion a otras micobacterias, blancos de diagndstico, evolucion molecular de Map

como patogeno, elementos genéticos especificos, etc.

El genoma de Map esta insertado en un cromosoma circular de 4.829.781 pb que
codifica para 4.350 marcos de lectura abiertos u ORFs, del inglés open reading frames,
45 tRNAs, y un operon rRNA. El andlisis in silico ha identificado mas de 3.000 genes
con homologos en M. tuberculosis, y 161 regiones gendmicas Unicas que codifican 39
genes de Map desconocidos hasta el momento. El genoma esta caracterizado por la
relativa alta proporcion de guanina y citosina (69%) asi como abundantes secuencias
de insercion (IS) y miembros de la familia PE/PPE (dominios de prolina-acido glutamico
y prolina-prolina-acido glutamico respectivamente), estos Uultimos, estan implicadas

como factores de virulencia y patogénesis en las infecciones por Map (Li et al., 2005).

En el genoma de Map, se han identificado 58 secuencias de insercion, incluyendo 17
copias de 1S900, 7 a 10 copias de 1S1311 y 3 copias de ISMav2 (Li et al., 2005), 3
copias de ISMpal (Olsen et al., 2004), y 6 copias de ISMap02 (Stabel et al., 2005).
Map no contiene la 1S1245, caracteristica del complejo avium (Johansen et al., 2005).
Otros genes o dianas de interés especificos son el locus 251 (Bannantine et al., 2002,
Motiwala et al., 2003), el hspX (Ellingson et al., 1998, 2000) y el F57 (Poupart et al.,
1993) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion circular de los elementos IS y secuencias repetitivas en el
genoma de Map. Las lineas de color rojo representan los SSRs (Repeticiones de
secuencias cortas), las de color azul representa los VNTRs (Repeticiones en tandem
de numero variable), las del circulo negro representan las escalas, los lineas de color
gue estan por fuera del histograma son las secuencias de insercion (1: 1S900; 2:
IS1311; 3: ISmav2; 4: IS MAPO1; 5: MAPO2; 6: MAPO3; 7: MAPO4; 8: MAPO5; 9:
MAPO6; 10: MAPQ7; 11: MAPOS; 12: MAP09; 13: MAP10; 14: MAPO11; 15: MAP12; 16:
MAP13; 17: MAP14; 18: MAP015; 19: MAP16; 20) (Fuente: Motiwala, 2006).

Adicionalmente, el conocimiento del genoma de Map est4 proporcionando nueva
informacion acerca de regiones genéticas Unicas de la bacteria, que ademas de servir
para la identificacion y el diagnéstico, permitiran revelar los procesos genéticos de la
interaccion patégeno-hospedador (Li et al., 2005, Marsh et al., 2006, Bannantine et al.,

2006).
2.3.4 Secuencias de insercion (Insertion sequences, IS)

Las secuencias de insercién son repeticiones de ADN dispersas, relacionadas con

elementos genéticos moéviles presentes en multiples copias (Hatfull y Jacobs, 2000). La
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movilidad de estos elementos constituye una fuente de flexibilidad genética, siendo
responsables a su vez, de una gran variedad de reestructuraciones cromosémicas
ademas de deleciones (Mahillon y Chandler, 1998). La utilizacion de las secuencias de
insercion en pruebas de diagnostico, proporciona discriminacion entre distintas
especies, debido a la tendencia de estos elementos transponibles para insertarse al
azar y ocupar varios sitios en el genoma. En algunos casos la localizacion de estos
elementos de insercion, en lugares definidos del genoma son lo suficientemente
estables para ser utilizados como marcadores para la tipificacion de especies y para
fines epidemiologicos (Dombek et al., 2000). En el caso particular de Map las
secuencias de insercion mas comunmente utilizadas para su identificacion vy tipificacion
son las secuencias IS900 e IS1311, las cuales estan descritas detalladamente en el

apartado de Diagndstico molecular de Map, pagina 38.

2.3.5 Diversidad de las cepas de Map

Observaciones fenotipicas asi como estudios epidemioldgicos y moleculares, han
evidenciado la heterogeneidad en los distintos aislamientos de Map. Los cuales se han
clasificado ampliamente en dos grandes grupos o tipos de cepas, las bovinas y las
ovinas. Esta diferenciacion fue realizada por primera vez mediante el andlisis de
Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (restriction fragment length
polymorphism analysis, RFLP) en combinacién con la hibridizacion de 1S900, (1S900-
RFLP) (Collins et al., 1990, Pavlic et al., 1999). Inicialmente la denominacion de los
tipos de Map, se hizo de acuerdo a las especies en las cuales fueron aisladas en:
cepas ovinas o Tipo “S” (Type sheep) asiladas de ganado ovino, cepas bovinas o Tipo
“C” (Type cattle) obtenidas de animales de origen bovino, y Tipo intermedio o “I”
aisladas de pequefios rumiantes (Collins et al., 1990). Posteriormente se encontré que
los tipos de Map pueden también ser aislados de diferentes especies y que por lo tanto,
las especies de origen no son necesariamente un indicador adecuado del tipo de cepa.
Por lo tanto se propuso denominar a estas cepas como: Tipo | (que corresponde al Tipo
S), Tipo Il (correspondiente al Tipo C) y Tipo lll (o Tipo Intermedio) (Stevenson et al.,

2002, de Juan et al., 2005).
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Los avances en las técnicas de tipificacion molecular han hecho posible la
diferenciacion genética entre los distintos aislamientos de Map, asi como la
identificacion de otras cepas de este organismo. Mediante la utilizacién del ensayo
1S1311 PCR-REA, se logro identificar ademas de las cepas ya descritas, otro tipo de
cepa obtenida a partir de muestras de bisontes, denominandosele Tipo B (Type bison),
(Whittington et al., 2001, Sohal et al., 2009). Un estudio reciente de comparacion
gendmica de Map, ratifico la division de Map en los dos grandes grupos propuestos
inicialmente, los Tipos | y Il pero debido a que en este estudio no se encontrd
diferencias que delimitaran al tercer grupo, es decir al Tipo Ill o intermedio, se hizo un
agrupamiento que incluyé a las cepas del Tipo Il con las cepas del tipo |,
conformandose el Tipo I/lll. Esta agrupacion es consistente con la observacion de que
las cepas del tipo | y las del tipo Il comparten rasgos fenotipicos similares asi como las

preferencias por el huésped (Alexander et al., 2009).

A nivel epidemioldgico parece existir cierta tendencia de los tipos de Map a asociarse
con aspectos como la transmisién, preferencia por el huésped y susceptibilidad a la
infeccion; sin embargo las distintas metodologias empleadas en los diferentes estudios
publicados sobre aislamiento y tipificacion de Map, han hecho dificil el entendimiento
de estas asociaciones. No obstante, existen evidencias fenotipicas y genotipicas que
diferencian a las cepas de Map. Fenotipicamente se distinguen por el tiempo en que
tardan en crecer, el tipo de medio de cultivo en donde se pueden aislar (estos aspectos
se ampliaran en el apartado de El cultivo de Map, pagina 32) y otra caracteristica
aunque poco comun, es la pigmentacion que presentan algunas cepas de origen ovino

y que no ha sido observada en las cepas bovinas (Stevenson et al., 2002).

A nivel genotipico se han encontrado algunas diferencias entre las cepas del Tipo | y Il.
Un estudio realizado por Dohmann et al., (2003), encontré6 que estos dos tipos de
cepas no tienen locus tipo-especificos Unicos, y que las cepas del tipo Il parecen haber
sufrido mas deleciones y rearreglos de regiones gendmicas que las del tipo I. En las

cepas del tipo | se han encontrado 3 regiones especificas denominadas pig-RDA10,
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pig-RDA20 y pig-RDA30, las cuales no tienen ninguna homologia con el genoma de
Map-K10 (la cual perteneciente al Tipo Il), pero si una alta homologia con secuencias
de M. avium (Dohmann et al., 2003). En la actualidad se adelanten distintos estudios
para conocer si estas diferencias podrian estar implicadas en la capacidad de infeccién,

susceptibilidad, rango de huéspedes, etc.

Con respecto a las preferencias por el huésped, se ha encontrado que las cepas que
mas amplio rango de huéspedes presentan son las del Tipo Il, ya que han sido
comunmente aisladas de diferentes especies de animales, tanto rumiantes como no
rumiantes (Greig et al., 1999, Florou et al., 2008), asi como de muestras humas de
pacientes con enfermedad de Crohn (Bull et al.,, 2003, Paustian et al., 2008). En
cambio, las cepas del Tipo | han mostrado tener mayor restriccion por los huéspedes a
los que infectan ya que se han asilado mas comunmente de ovinos y caprinos (Sevilla
et al., 2007), sin embargo se han reportado asilamiento de este tipo, en ciervos rojos
(de Lise 1993), gamos (Machackova et al., 2004) y el ratébn domestico (Florou et al.,
2008. Otros reportes muestran que los ovinos también son susceptibles a las cepas del
Tipo Il (Stevenson et al., 2009) ocasionandoles la enfermedad (ptb). El tipo B (bisonte),
no ha mostrado especificidad por su especie ya que ha sido aislado de ovejas y cabras
(Sevilla 2005), bafalos (Yadav et al., 2008) y antilopes (Kumar et al., 2008).

La distribucion geogréfica de las cepas de Map, estd probablemente influenciada por
factores tales como: el movimiento de animales de una region geografica a otra, la
virulencia de las cepas (las cepas del Tipo | son mas virulentas que las cepas del tipo
Il, Verna, (2007)) y los sistemas de manejo en los ranchos. A pesar del gran avance
gue se ha tenido con respecto a la epidemiologia molecular de Map, es necesario
profundizar en el conocimiento de su genoma, lo cual proporcionara informacion mas
detallada sobre los rasgos fenotipicos, epidemiol6gicos y patogénicos observados entre
las distintas cepas. El analisis molecular de la secuencia del genoma de Map ha
permitido la identificacibn de polimorfismos especificos en las cepas de este
microorganismo, los cuales podrian estar asociados con las diferencias relacionadas

con la virulencia y patogenicidad (Marsh et al.,, 2005, Castellanos et al., 2009,
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Alexander et al., 2009). Futuros estudios son requeridos para determinar el impacto
funcional de estos polimorfismos en las cepas de Map

2.4 Epidemiologia de la paratuberculosis

La epidemiologia de la ptb esta ligada a las caracteristicas bioldégicas de Map tales
como el lento desarrollo, el parasitismo obligado, la alta resistencia ambiental, la
posibilidad de infecciobn congénita y la transmision a través del medio ambiente
contaminado. La implicacion de este microorganismo en la ptb, fue descrita por primera

vez por Johne y Frothingham (1895).

Aunque la ptb afecta principalmente a rumiantes domésticos, esta enfermedad también
ha sido descrita en rumiantes no domésticos como ciervos, bufalos, bisontes, muflones,
cimarrones, cabras de montafia etc. (Mackintosh et al., 2004, Sivakumar et al., 2005,
Whitlock et al.,, 1999, Richards et al., 1983). Asi como también a especies
monogastricas como: conejos, caballos, cerdos, mulas, perros, pollos, primates y el
hombre (Hermon- Taylor y El-Zaatari, 2004; Committee on Diagnosis and Control of
Johne's Disease, 2003).

Mycobacterium paratuberculosis, ha sido sefialado como agente etiolégico de la
enfermedad de Crohn en humanos (Dalzeil et al., 1913, Rosenfeld et al., 2010),
enfermedad que consiste en una inflamacion crénica del intestino (ileon y el area
ileocecal) (Anderson et al., 1980, Chiodini et al., 1997). Lo anterior es debido a que
Map ha sido aislado en muestras de tejidos intestinales y de sangre periférica de estos
pacientes (Hulten et al.,, 2001, Naser et al., 2004, Bentley et al., 2008), asi como de
leche materna de mujeres que padecen la enfermedad (Nacer et al., 2000b), en donde
también ha sido identificado por medio de PCR (Bull et al., 2000, Autschbach et al.,
2005). Sin embargo, otros autores son escépticos a esta asociacion debido a que han
encontrado resultados contradictorios como por ejemplo, la extrema dificultad y en
algunos casos la imposibilidad de aislar la bacteria a partir de muestras de estos

pacientes (Collins et al., 2000), el aislamiento de Map en individuos sanos (Bull et al.,
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2003, Sechi et al., 2005), la identificaciébn de genes relacionados con la predisposicion
a la enfermedad (cuestionando la implicacion de micobacterias en la enfermedad de
Crohn), entre otros. Lo anterior ha hecho que la etiologia de dicha enfermedad sigua
siendo desconocida hasta el momento. No obstante, diferentes estudios han mostrado
la posibilidad de que la enfermedad de Crohn presente causas multifactoriales en
donde factores ambientales, genéticos e inmunoldgicos, estén contribuyendo con su
desarrollo (Rosenfeld et al., 2010) y la infeccion por Map sea tan solo un factor, mas

no la causa suficiente para ocasionarla.
2.4.1 Transmision

La ruta de transmision principal es la fecal-oral a través de la ingestion de heces, leche
o calostro contaminados por Map, siendo los neonatos y los animales menores a un
afo, los que presentan el mas alto riesgo de adquirir la infeccién (Chiodini et al., 1993,
Coicito et al., 1994, Sweeney 1996). Se ha establecido que la dosis infectiva es
aproximadamente de 1 x 10° bacilos (Brotherston et al., 1961) y teniendo en cuenta
gue el numero de bacilos viables eliminados en heces de animales infectados es de
10°-10® UFC/g (Jorgensen 1982, Whittington et al., 2000c,) una minima contaminacién

fecal del ambiente es suficiente para producir la infeccidén de los animales susceptibles.

El consumo de muestras ambientales contaminadas como agua o pasto también son
fuentes de infeccion (Sweeney 1996, Manning et al.,, 1998). Otras posibles vias de
entrada de Map al organismo son: la intravenosa (Kluge et al., 1968), la intrauterina
(Merkal et al., 1982a, Lambeth et al., 2004), por semen de toros afectados con ptb
(Glawischnig et al., 2004) y la depredacion, la cual también ha sido considerada como
fuente de infeccion en el caso de los animales carnivoros, esto debido a que el
porcentaje de aislamiento de Map en los depredadores es del 62%, en comparacion
con el 10% de aislamiento de Map en las presas (Greig et al., 1997, 1999). La alta
prevalencia de Map en algunas especies de animales no rumiantes de vida salvaje y su

interaccién con rumiantes domeésticos susceptibles, aumentan la posibilidad de que
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estos jueguen un papel en la epidemiologia de la enfermedad (Biet et al., 2005).
(Figura 4)

Los miembros de MAC se han encontrado en un amplio rango de huéspedes de
distintas especies domesticas y silvestres (Thorel et al., 1997, Biet et al., 2005) asi
como también en humanos inmunocomprometidos (Mendoza et al., 2009). En el caso
particular de Map, este también ha sido aislado de insectos (Fischer et al., 2004b),
lombrices (Fischer et al., 2003a), nematodos (Whittington et al., 2001) y amebas de
vida libre (Mura et al., 2006). Demostrando que todas estas especies juegan un papel
importante en la epidemiologia y en la transmision de enfermedades entre las distintas

especies de animales (Figura 4).

En el ser humano, una posible via de transmision puede ser la ingestion de alimentos
contaminados con Map, principalmente por la leche y sus derivados, en particular si
esta proviene de animales que estén eliminando grandes cantidades del bacilo en las
heces (Sweeney 1996). Una vaca seropositiva puede eliminar un promedio de 42,33 +
19,67 UFCs por 100 ml de leche (Herman et al., 2006). La mayoria de los estudios
realizados enfatizan el rol de la leche como principal vector de transmision, ya que la
pasteurizacion segun las evidencias reportadas, no lograria eliminar totalmente las
células viables de Map presentes en este alimento. Otros productos lacteos y carnicos,
asi como el agua podrian también trasmitir esta micobacteria al humano, aunque la

implicacion de estos productos todavia no es clara (Grant et al., 2005).
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Figura 4. La ilustracion muestra las posibles vias de transmision de los miembros de
MAC, entre el medioambiente, los animales salvajes, el ganado y el humano. (Figura
adaptada de Biet et al., 2005). La transmision vertical se da por via intrauterina y la
horizontal por contaminantes del medio ambiente (heces, aerosoles, etc.)

2.4.2 Prevalencia de la paratuberculosis

La ptb presenta una distribucion mundial y es reconocida como un serio problema de
salud animal ya que afecta a distintas especies de rumiantes de importancia
agropecuaria como ganado de carne y de leche, ovinos y caprinos (Whittington et al.,
2000b). Esta enfermedad tiene el mayor impacto econémico en el ganado vacuno de

leche, donde el sacrificio prematuro reduce considerablemente la produccién de este
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producto asi como el valor de la canal. El departamento de agricultura de los Estados
Unidos (United States Department of Agriculture, USDA), ha estimado que en este
pais, aproximadamente el 22% del ganado vacuno lechero y el 8% del ganado de
carne estd afectado por la ptb, ocasionando grandes pérdidas que han sido estimadas
hasta en $ 250 millones de délares anuales tan solo en la industria lactea (Whitlock et
al., 2000, Hendrick et al., 2005, Tiwari et al., 2008). Sin embargo, los verdaderos
efectos econémicos ocasionados por la ptb asi como las prevalencias a nivel mundial,

son dificiles de estimar por las siguientes razones:

1. La mayoria de los animales infectados son asintomaticos,

2. Los animales en estadios clinicos y que presentan disminucién en la produccién,
son sacrificados antes de que se les realice el diagndstico definitivo de la
enfermedad, y

3. Las dificultadas en el diagndstico de la infeccion temprana (baja sensibilidad de las

técnicas de deteccién) (Fecteau y Whitlock, 2010).

En ganado ovino, la prevalencia de la ptb es desconocida mundialmente, debido a que
no es de notificacion obligatoria en muchos paises, su estudio presenta menor prioridad
en comparacion con la ptb en ganado bovino, las dificultades en el aislamiento de Map,
la falta de técnicas de diagndstico lo suficientemente sensibles y especificas. En
resumen el alto costo de la deteccion de la enfermedad en comparacién con el bajo
valor comercial que estos animales tienen. La ptb ovina se ha reportado en paises de
Norte América, Suramérica, Australasia, paises del este, Asia, Africa y Europa, en
donde la prevalencia de la enfermedad difiere entre el 2-32% (Bakker et al., 2000;
Sergeant 2001; Nielsen y Toft, 2009). Aunque en rebafios ovinos la prevalencia de Map
no ha sido estudiada detalladamente, algunos estudios reportan una tasa de mortalidad
gue va del 5-15% por afio (Reddacliff et al., 2006).

En ganado caprino la prevalencia de la ptb también ha sido dificil de estimar, por
razones similares a las mencionadas en el caso de la especie ovina. El principal

problema que ocasiona la ptb en esta especie se relaciona con las pérdidas
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econdmicas debido a la baja produccion de leche e infertilidad, asi como al aumento en

el sacrificio de los animales infectados a temprana edad (Kostoulas et al., 2006).

2.4.2.1 Prevalencia de la paratuberculosis en México

En México, la ptb es una enfermedad de gran impacto econémico ya que junto con la
tuberculosis bovina, la brucelosis y la infeccion por garrapatas, contribuye a la

disminucién en la produccién ganadera.

En un estudio realizado en el 2005, sobre el impacto econdémico de la ptb en bovinos
lecheros del centro del pais, se calcularon pérdidas de $10,345.00 pesos por vaca al
afio, con una prevalencia del 8.87% en una poblacion de casi 30,000 bovinos, siendo la

disminucién en la produccién de leche el factor mas desfavorable (CONASA, 2010).

Por otro lado, la utilizacibn de pruebas diagnosticas como anatomia patoldgica,
serologia, bacteriologia y técnicas de biologia molecular como PCR y RFLP (Chéavez-
Gris et al., 2004, Estévez-Denaives et al., 2007, Favila-Humara et al., 2010), han
permitido detectar la enfermedad en 16 estados del pais y en distintas especies de
rumiantes, encontrandose prevalencias del 9% en ganado bovino, 19.72% en caprinos
y 36% en ovinos, en pruebas realizadas en mas de 7000 muestras (CONASA 2010)
(Figura 5). Sin embargo, a pesar de estos datos la prevalencia real de la
paratuberculosis en el pais sigue siendo desconocida y aun no han llevado a cabo

programas de control de la enfermedad (Favila-Humara et al., 2010).
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Figura 5. Casos de Paratuberculosis en México 2004—2009 (ELISA). Fuente: Dr. Gilberto
Chéavez Gris. FMVZ/CEIEPAA, USEDICO, UNAM. 172 Reunién Anual del CONASA.

2.4.3 Signos clinicos de la paratuberculosis

La ptb se caracteriza por ser una enfermedad que progresa a través de varios estadios,
tardando varios afios antes de que se manifiesten los signos clinicos caracteristicos
(Olsen et al., 2001). Las fases en las que se desarrolla la ptb, son similares para las
especies bovinas, ovinas y caprinas, aunque la presencia de algunos signos como la
diarrea, es menos frecuente en pequefios rumiantes, asi como la aparicién de la
enfermedad, la cual se da en animales mas jovenes (Stehman 1996). Las fases o

estadios en las que se ha dividido la ptb son cuatro:
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Fase I. Infeccion silenciosa. Esta fase se caracteriza por la ausencia de signos clinicos
de la enfermedad y la no excrecién del microorganismo. Esta etapa de infeccion se
encuentra presente fundamentalmente en terneros y novillas, aunque en ocasiones

también se ha descrito en ganado adulto.

Fase Il. Fase subclinica. La mayoria de los animales infectados en una explotacion
estan en esta fase. Los cuales no muestran signos evidentes de la enfermedad,
aunque si lesiones microscopicas (Pérez et al., 2000), también pueden presentar
anticuerpos circulantes o respuestas inmunes celulares alteradas. En esta fase los
animales comienzan a perder productividad, en el caso de los bovinos se disminuye la
produccion de leche que puede variar entre el 4-14% (Wilson et al.,, 1997),
adicionalmente en esta etapa se observa la aparicion de sintomas inespecificos como
la disminucion de la fertilidad y la mastitis (Valentin-Weigand et al., 1999). La gran
mayoria de los animales son negativos al cultivo de heces, aunque estos pueden

comenzar a excretar la bacteria de manera intermitente con una baja carga microbiana.

Fase lll. Fase clinica. Esta fase soOlo se desarrolla tras varios afios de infeccién por
Map, en bovinos puede comenzar entre 3-4 afios y en pequeios rumiantes el inicio de
la enfermedad puede empezar antes de los 2 afios; en ambos casos esta fase coincide
con los partos y el inicio de la lactancia (Manning y Collins., 2001, Garcia Marin et al.,
1994). Los signos clinicos caracteristicos que se presentan son: diarrea intermitente
gue afecta especialmente a los bovinos, la cual no responde a tratamientos, y que se
puede relacionar con la baja capacidad de la mucosa intestinal de retener nutrientes.
En ovinos y caprinos no es comun la presencia de diarrea, aunque esta puede
aparecer en algunos casos en la fase final de la enfermedad, cuando las lesiones
afectan ampliamente el intestino. Muchas veces estas heces son de consistencia
pastosa o reblandecida (Carrigan et al., 1990, Garcia Marin et al., 1994). Otros signos
caracteristicos son: pérdida de peso, emaciacion y caquexia, los cultivos fecales de
estos animales son positivos y usualmente presentan incrementados titulos de

anticuerpos detectables por pruebas seroldgicas.
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FASE IV

A esta fase pertenecen los animales en estado clinico avanzado, cuyas caracteristicas
principales son, debilidad, emaciacion, diarrea acuosa profusa, caquexia extrema,
edema intramandibular y deshidratacion, que conducen a la muerte del animal
(Choidini et al., 1984, Pérez et al., 2000,).

2.5 Patogénesis de la enfermedad

La principal via de infecciobn por Map es la oral, a través de su ingestion. El sitio de
infeccidon primaria de esta bacteria son las mucosas intestinales, aunque algunos
estudios hayan indicado que son las amigdalas y los ganglios retrofaringeos, (Payne y
Rankin 1961, Lugton 1999), sin embargo estas parecen ser transitorias y desaparecen
sin ocasionar trastornos (Garcia Marin et al., 2000). La mayor susceptibilidad a la
infeccion por Map, se presenta en animales menores a 1 afio, posiblemente debido a la
extensa superficie que abarcan las placas de Peyer intestinales en animales jovenes, la

cual va reduciéndose gradualmente con la edad.

El blanco de Map son los tejidos linfoides del hospedador asociados a las mucosas del
tracto gastrointestinal superior del intestino, donde es endocitado por las células M
epiteliales (mediado por receptores de integrina y fibronectinas (Sigurdardottir et al.,
2005, Secott et al. 2004)), que recubren las cupulas de las placas de Peyer del ileon y
yeyuno, y posteriormente es fagocitado por los macrofagos subepiteliales e
intraepiteliales (Momotami et al., 1988, Lugton 1999). No obstante, parece ser que las
células M no son el Unico sitio de entrada de Map, al menos en cabras, ya que se ha
encontrado que en esta especie de animales, la entrada de Map a la mucosa intestinal
esta restringida a los enterocitos yeyunales no asociados a las placas de Peyer
(Sigurdardottir et al., 2005).

Map se localiza y reside preferentemente en los fagosomas o endosomas inmaduros

de los macréfagos del hospedador, con predominio de aquellos asociados a las placas
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de Peyer ileales y yeyunales (Momotani et al., 1988, Pérez 1992, Corpa et al., 2000).
Los macrofagos epiteliales activados, estimulan a las dos subpoblaciones celulares
(Thl y Th2) de las células T ayudadoras (T helper, Th) que a su vez estimulan
diferentes tipos de respuestas inmunes en el huésped. La infeccion por Map parece
seguir los patrones observados en M. tuberculosis, M. bovis y M. leprae; estos patrones
implican una respuesta inmune inicial de tipo celular (Th1) o tuberculoide, en donde la
produccién de citoquinas causan la formacién de un granuloma intestinal para contener
la infeccion (Coicito et al., 1994, Lugton, 1999). La respuesta Thl también se
caracteriza por la produccion de gama interferon (INFg), una de las primeras citoquinas
detectables en infecciones por Map, asi como la interluquina 2 (IL-2) y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), estas citoquinas dirigen las funciones inmunitarias

mediadas por células que son necesarias para contener la infeccion intracelular.

Los bacilos de Map, son capaces de sobrevivir intracelularmente inhibiendo la
acidificacion del fagosoma e impidiendo su maduracion a fagolisosoma (Cheville et al.,
2001). Map es resistente a la degradacién por las enzimas lisosdmicas, el 6xido nitrico
y demas mecanismos bactericidas que producen los macréfagos, debido entre otros
mecanismos, a su envoltura celular lipidica (Zhao et al., 1997, Harris y Barleta 2001,
Tessema et al., 2001). Durante la etapa subclinica temprana de la infeccién por Map, la
actividad de la respuesta celular Thl parece predominar. Esta etapa puede durar
meses o afios, durante el cual los bacilos permanecen microscopicos dentro de los
macrofagos y granulomas; las células T de memoria y su respuesta es requerida para
controlar la diseminacion y el dafio del tejido ocasionado por la infeccién; debido a esto
se cree que este tipo de respuesta es protectora. A medida que la enfermedad avanza,
la respuesta inmune celular disminuye, reflejando un cambio en el tipo de respuesta de
Thl a Th2 (Chiodini 1996). Cuando los animales entran a la etapa de infeccién
lepromatosa o Th2, comienzan a manifestar signos clinicos inespecificos de la
infeccion por Map, tales como pérdida de peso, en algunos casos diarrea y excrecion

intermitente de la bacteria (Koets et al., 1990).
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El cambio de respuesta inmune de Thl a Th2, se ha asociado con la progresion de la
ptb del estado subclinico al clinico (Stabel 2010). Th2, estimula la produccion de las
citoquinas reguladoras IL-4, IL-5 e IL-10, las cuales activan la respuesta inmune
humoral caracterizandose por la expansion de los linfocitos B, la secrecion de
inmunoglobulinas y el control de la respuesta mediada por Thl. A diferencia de la
respuesta celular, el tipo de respuesta humoral no es protectora y no detiene la
progresion ni la patologia de la infeccion. En la etapa avanzada de la enfermedad, la
afluencia de células inflamatorias hace que la pared intestinal del animal se engrose
hasta hacerlo no funcional, ocasionando deficiencias en la absorcion de nutrientes que
desencadena una enteropatia (Patterson et al., 1967). A medida que la infeccion
progresa, los fagocitos infectados diseminan las micobacterias por otros érganos del
cuerpo, los cuales son transportados por los vasos sanguineos y linfaticos (Merkal
1984, van der Giessen et al., 1995, Lugton 1999). Se han observado lesiones que
contienen infiltraciones de macréfagos llenos de bacilos de Map en 6rganos como:
riion, higado, glandula mamaria, etc (Pavlik et al., 1990). Los animales infectados en
fase clinica avanzada de la enfermedad, usualmente sucumben a la infeccién en pocas

sémanas y mueren.

2.6 Diagndéstico microbioldgico de la paratuberculosis

2.6.1 Tincién directa

Se realiza sobre frotis obtenidos a partir de preparaciones de cortes histolégicos o de
heces, que son teflidos por medio de la técnica de Ziehl-Neelsen. La técnica se basa
en la retencién del colorante fucsina por bacterias acido-alcohol resistentes, en las que
el decolorante (acido-alcohol) no penetra debido a la gruesa pared celular que las
recubre. A pesar de que esta técnica es rapida y econdmica, no se considera

especifica de Map (Juste y Aduriz 1990).
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2.6.2 El cultivo de Map

El aislamiento de Map es considerado la técnica de referencia para el diagndéstico de la
ptb en animales vivos. El primer aislamiento de Map lo realizé6 Twort (1911), desde
entonces se ha tratado de mejorar la técnica del cultivo, con el objetivo de hacerlo méas
rapido, eficaz y sensible. Las muestras normalmente utilizadas para el cultivo de Map
son: heces, ganglios mesentéricos o raspados de mucosa intestinal y leche (Garrido et
al., 2000a).

El cultivo fecal es capaz de detectar a la mayoria de los animales en avanzado estado
de la enfermedad donde alcanza una sensibilidad del 100%, pero solo a unos cuantos
en las fases iniciales de la infecciébn (Whitlock et al., 2000a). Se considera que su
especificidad es del 100% (Whitlock et al., 1992, OIE 2008) y su limite de deteccion es
de 50 a 100 unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de heces (Whitlock et
al., 2000). El crecimiento de una o mas colonias de Map es suficiente para definir una
muestra como positiva, asi como la deteccion de un solo animal con ptb dentro de un

rebafio, es suficiente para clasificar al hato como infectado (Kalis et al., 2000).

Los requerimientos nutricionales para el cultivo de Map son similares a los de las
micobacterias en general, con la salvedad del suplemento de micobactina como ya se
habia mencionado. Ademas, existen algunos componentes que pueden potenciar el
crecimiento de Map como son la albumina sérica bovina y la yema de huevo, cuyo
efecto mas que aportar nutrientes radicaria en la eliminacion o neutralizacién de
compuestos deletéreos presentes en el medio. El dioxido de carbono y la asparagina
(Ratledge 1982), el glicerol y el piruvato como fuentes de carbono, favorecen
igualmente su crecimiento. Los antibiéticos como la penicilina y antifingicos como la
anfotericina B (Kalis 1999), son necesarios ya que en las muestras fecales y de tejido
intestinal, los microorganismos de Map pueden estar enmascarados por otras bacterias
y hongos. Por consiguiente, el aislamiento efectivo de Map a partir de tales muestras
dependera de la eficacia en la inactivacion de los microorganismos no deseados. Un

método 6ptimo de descontaminacion debe tener el menor efecto inhibidor posible sobre
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el crecimiento de Map. Se ha encontrado que los protocolos rutinarios de
descontaminacion pueden disminuir el ndmero de microorganismos de Map en

cantidades cercanas a 2.7 log™® en heces y 3.1 log™® en tejidos (Reddacliff 2003).

En cuanto a las preferencias por los medios de cultivo de las distintas cepas de Map,
se ha encontrado que estas estarian determinadas por el genotipo y no por la especie
hospedadora (Sevilla 2007). En este sentido, se ha reportado que el medio mas
propicio para aislar cepas del Tipo Il es el Herrold (Juste 1991b, Nielsen 2004).
Mientras que para aislar cepas del Tipo I/lll el medio mas favorable es el Lowenstein
Jensen (LJ) sin piruvato (Juste 1991, Aduriz 1995, Whittington 2000a). Sin embargo,
debido a que no es posible determinar el tipo de cepa con anticipacion, es
recomendable la utilizacién de diferentes medios. Otro factor que esta relacionado con
el tipo de cepa es el periodo de incubacion, el cual para cepas de origen bovino puede
tardar entre 4-16 semanas y hasta un afio en cepas de origen ovino (Whittington 1999).
Asi, el periodo de incubacion de Map también es dependiente del tipo de cepa y no del

origen del huésped (de Juan 2006).

En la busqueda de estrategias para reducir los altos costos que conlleva el cultivo
bacteriolégico (20 délares por muestra), se ha encontrado que una buena alternativa es
el cultivo a partir de lotes o “pool” de heces, el cual ha resultado ser muy util como
método de estimacion de la prevalencia de la ptb en un rebafio (Whittington 2000a,
Kalis 2004), aunque ineficaz a la hora de identificar animales infectados dentro de un
programa de control ya que la dilucibn del nimero de microorganismos de Map
presentes en la muestra individual, reduce la sensibilidad de la técnica. No obstante, se
ha encontrado que la reduccién observada en el recuento de colonias en un pool de
heces es mucho menor de lo que se podria esperar y que esto se atribuiria a una
concentracion de Map durante el procesamiento y descontaminacion de las muestras;
por lo tanto con una eficiente técnica de concentracion como la centrifugacion,
sedimentacion o filtracion, la dilucién de las muestras fecales no influye en el nimero

de colonias totales (Kalis et al., 2000).
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Otra alternativa recientemente explorada ha evaluado el papel del cultivo de Map a
partir de muestras ambientales, como método para clasificar el estatus y la prevalencia
de la infeccion por Map en hatos de ganado (Raizman et al., 2004, Fyock et al., 2005,
USDA, 2005a). Entre las ventajas potenciales que este método representa estan: los
bajos costos comparado con el ELISA o el cultivo fecal, la facilidad en el muestreo, la
no manipulacion de animales y la especificidad, la cual al igual que el cultivo fecal es
cercana al 100% (Berghaus 2006). En un estudio realizado en Minnesota se encontro
que el cultivo de muestras ambientales proporcionaba una clasificaciébn de rebafios
similar a la obtenida mediante el cultivo de lotes de heces, lograndose las mayores
proporciones de resultados positivos en muestras recolectadas de pasillos, zonas de
almacenamiento de estiércol, cama y suelo (Raizman et al., 2004). Asi mismo se ha
reportado que la proporcion de cultivos positivos en muestras ambientales esta en
relacion directa con la proporcion de animales seropositivos, sugiriendo que el cultivo
de muestras ambientales ademas de la informacion sobre el estatus del rebafio, puede
proporcionar una estimacion cualitativa de la prevalencia de la enfermedad dentro del

mismo (Berghaus 2006).

2.6.3 Medios de cultivo

Existen dos técnicas para cultivar muestras de Map, la técnica convencional que utiliza
medios sélidos y la técnica radiométrica (BACTEC). Los medios de cultivo sélido mas
frecuentemente empleados para el aislamiento de Map son aquellos a base de huevo
como el HEYM (Herrold’s egg yolk médium) (Kim et al., 1989) o el Léwestein Jensen
(LJ) (Jorgenson 1982), aunque también se utilizan medios sintéticos como los medios
Middlebrook 7H9, 7H10 y 7H11 o medio Dubos adicionados con OADC y micobactina
(Aduriz 1995, OIE, 2008).

2.6.3.1 Cultivo convencional. Permite la deteccién directa de Map y es el método mas
empleado en la gran mayoria de los paises ya que se le considera como prueba de
referencia. La principal desventaja que tiene este método es la lentitud en el

crecimiento de Map (sobre todo en las cepas del tipo I/lll), y la no obtencion de
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aislamientos en aquellas cepas que estan en forma de esferoblastos (Whittington et al.,
2000a).

2.6.3.2 Cultivo radiométrico. Este método utiliza el medio BACTEC™12B,
suplementado con yema de huevo y micobactina. El cultivo radiométrico representa
una alternativa a los medios de cultivo tradicionales y se basa en la deteccion del
crecimiento de las micobacterias mediante la cuantificacién del **CO; liberado tras la
metabolizacion del 14C presente en el medio del cultivo. La técnica fue adaptada por
Whittington (1999) y presenta como principales ventajas, mayor sensibilidad (Damato y
Collins 1990) y rapidez en el crecimiento de las micobacterias, facilitando la obtencién
de aislamientos especialmente dificiles de crecer como son las cepas ovinas y
esferoblastos (Whittington et al., 1999, 2009). Se han descrito aislamientos positivos en
nueve dias tras la inoculacion en este medio de cultivo (Damato y Collins 1990,
Cousins 1995). Sin embargo presenta desventajas como la imposibilidad de observar
colonias y la dependencia a la micobactina, adicionalmente los altos costos y el empleo
de is6topos radiactivos dificultan su utilizacién en los laboratorios.

2.6.4 Morfologia de las colonias de Map

Las colonias primarias de las cepas bovinas de Map, aisladas en medio HEYM son
pequefias, convexas (semiesféricas), suaves, brillantes, miscibles con el agua, de color
blanquecino a crema o color beige, no cromogénicas (Figura 6). El tamafio inicial de las
colonias es puntual con un tamafio de 0,25-1 mm cuando son numerosas en la
superficie del cultivo. Los bordes son redondos y uniformes de superficies lisas y
brillantes. A medida que el cultivo envejece, las colonias alcanzan un tamafio mayor y
se engrosan, tornandose opacas y de color blanco-parduzco. Las colonias de los
aislamientos mas viejos pueden alcanzar 2 mm y su morfologia cambia pasando de lisa

a rugosa y de semiesférica a irregular (Thorel 1984).
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Figura 6. Colonias de Map de origen bovino, realizado en medio HEYM suplementado
con micobactina. En donde se puede apreciar la morfologia de las colonias descritas.
(Fuente: Foto publicada en Bacteriology's photostream).

En medio Middlebrook 7H10, las colonias de las cepas del Tipo Il de Map son menos
convexas que en medio HEYM especialmente en los cultivos viejos, el diametro es de
aproximadamente de 1 mm, son dificiles de diferenciar debido al poco contraste de
color entre la colonia y el medio (Figuras 7 A y B). Las colonias de las cepas del tipo |
aisladas en medio Middlebrook 7H10 se observan convexas, suaves, humedas,
brillantes, de color blanco-parduzco similar al color del medio. El tamafio de estas
colonias es de 0.5 mm aproximadamente, pero pueden alcanzar 1 mm y raramente 1.5
mm de diametro si se presentan pocas colonias en el cultivo (Cousins et al., 2002).
(Figura 7 C).

Un estudio reciente encontré que las morfologias de las colonias de los distintos tipos
de Map, son dependientes del medio sélido de donde son aisladas. Asi, las colonias
gue crecen en el medio LJ son muy pequefias, translicidas, usualmente abundantes,
distribuidas en toda la superficie del medio y dificles de ser observadas
macroscépicamente (Figura 7 D), comparadas con las colonias aisladas en otros tipos
de medios como Middelbrook y HEYM, en donde se observan rugosas, grandes y mas
faciles de observar macroscépicamente (de Juan et al., 2006).
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Figura 7. Colonias de Map aisladas en diferentes tipos de medio de cultivo
suplementados con micobactina, estos cultivos fueron obtenidos en el presente estudio.
A. Cepa de tipo bovino ATCC19698, cultivada en medio Middlebrook 7H10 adicionado
con yema de huevo, B. Subcultivo de heces de origen bovino sembrado en medio
Middlebrrok 7H10, C. Subcultivo de heces de origen ovino en medio Middlebrook 7H10,
D. Cultivo primario de heces de origen bovino, obtenido en medio Lowenstein Jenesen.

En los distintos cultivos de Map es probable también observar el crecimiento de otros
organismos ademas de micobacterias saproéfitas, que pueden tener una apariencia muy
semejante a las colonias de Map; estos microorganismos crecen entre los 5-7 dias o
hasta meses, después de iniciado el cultivo (Cousins et al., 2002). Por lo tanto es
necesario el andlisis de las colonias sospechosas de Map mediante la tincion de Ziehl-

Neelsen, el subcultivo de una de estas colonias en medios con y sin suplemento de
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micobactina, y la realizacion de pruebas moleculares de regiones especificas de Map,

para confirmar su presencia en el cultivo.

2.7 Diagnéstico molecular de Map

En la identificacion molecular de Map, la secuencia genética mas comunmente utilizada
es 1S900, el cual fue el primer elemento movil identificado en micobacterias y
especificamente en aislamientos de Map (Green et al., 1989, Collins et al., 1989).
IS900 es parte de la familia 1IS110, cuyos miembros estan estrechamente relacionados
entre si e incluyen ademas de la 1S900, las secuencias 1S901 en M. avium (Kunze
1991), 1S902 en M. silvaticum (Moss 1992), e 1S1110 en M. avium (Hernandez-Pérez,
1994). 1S900 diferencia a Map de M. avium y M. silvaticum, debido a esto se han
desarrollado técnicas de diagndstico e identificacion basadas en la reaccion en cadena
de la polimerasa dirigida a esta secuencia de insercion (IS900-PCR).

IS900 es una secuencia de 1451 pb, que se inserta en una sola direccion dentro de una
secuencia diana consenso, en un locus altamente conservado dentro del genoma de
Map (Bull et al., 2000). Se ha encontrado que cada bacilo de Map presenta entre 14 a
18 copias de 1S900 por genoma bacteriano (Green et al., 1989, Collins et al., 1989, Bull
et al., 2000). Caracteristica que le confiere alta sensibilidad a la técnica de PCR, en
comparacién con otros genes 0 secuencias con una unica copia por genoma bacteriano
(Turenne et al., 2008).

2.7.1 PCR 1S900

La PCR 1S900 fue utilizada por primera vez por Vary et al., (1990) para la identificacién
de Map. Esta técnica permitid6 grandes avances en el diagnostico molecular de la ptb,
debido a la rapidez en la deteccion de la bacteria, comparado con el tiempo requerido
por el cultivo fecal (Whittington et al., 1998b, 2009). Map ha podido ser identificado por
PCR aun antes de su aislamiento por cultivo, a partir muestras fecales, (Kawaji et al.,
2007, Irenge et al., 2009), leche (Djonne et al., 2003, Kaur et al., 2010), sangre y
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tejidos (de ovinos y humanos) (Hermon-Taylor et al., 2000, Bull et al., 2003; Naser et
al., 2004; Juste et al., 2005); siendo una gran ventaja sobre todo para aquellas cepas
dificiles de aislar como las del Tipo I/lll. A pesar de las ventajas que la PCR 1S900
representa, tiene como gran limitante la baja sensibilidad para identificar pequefas
cantidades de bacterias en comparacion con el cultivo fecal (Collins et al., 1993a,
Zimmer et al., 1999) y la presencia de inhibidores contenidos en los especimenes que
se van a amplificar, particularmente cuando el ADN es preparado a partir de extractos
fecales (Englund et al., 1999). Los inhibidores pueden provenir de ADN inespecifico
derivado del hospedador o de otras micobacterias, asi como también de sales,
detergentes idnicos, alcoholes, etc. Lo anterior conlleva al bloqueo de la reaccion de

PCR dando lugar a resultados falsos negativos (Collins et al., 1993a).

Uno de los pasos claves para mejorar la sensibilidad de la PCR es el tratamiento de las
muestras que van a ser amplificadas, para lo cual se han descrito distintos
procedimientos tales como: las perlas de zirconio (Collins et al., 1993b, Odumeru et al.,
2001), el hervido (Whittington et al.,, 1998, Marsh et al.,, 1999), ciclos de hervido-
congelacion (Miller et al., 1997, Garrido et al., 2000b), kits comerciales, etc; cuya
funcidén principal es el rompimiento de la gruesa pared celular que recubre a la
micobacteria. Lo anterior, seguido de pasos de purificacion del ADN mediante
procedimientos como la extraccion mediante particulas magnéticas (Chui et al., 2004),
columnas de silica (Whittington et al., 1998) entre otros. Aunque estos procedimientos
han dado buenos resultados, los reportes sobre la sensibilidad de la PCR son muy
variables, siendo atribuido a la heterogeneidad en las técnicas de extraccion que se

utilizan en los diferentes laboratorios (Garrido et al., 2000a).

Otra limitante que la PCR 1S900 presenta, son los falsos positivos que las secuencias
estrechamente relacionadas a 1S900 puedan ocasionar. Estas secuencias
denominadas 1S900-like se encuentran en micobacterias distintas a Map, como M.
avium subsp. avium (Naser 1999), M. cookii (Englund et al., 2002), M. marinum, M.
scrofulaceum (Cousins et al., 1999), M. porcinum (Taddei et al., 2008) e incluso en

cocos Gram positivos como Lactobacillus spp. (Willemsen et al., 2000), haciendo que
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la PCR 1S900 no sea 100% especifica de Map. Lo anterior ha hecho necesario la
utilizacion de otras dianas especificas como f57 e ISMav2. Sin embargo, ninguna de
estas secuencias presenta la sensibilidad que tiene 1S900. Por lo tanto este elemento
de insercion, sigue siendo la diana empleada como primera opcion en la identificacion
de Map, aunque los resultados obtenidos mediante este elemento deben ser

complementados con otros métodos de confirmacion.

2.7.2 1S900-RFLP

El ensayo de polimorfismos de restriccion de fragmentos largos, es una técnica
mediante la cual los organismos pueden ser diferenciados por medio del andlisis de
patrones derivados de la digestion del ADN con endonucleasas de restriccion, seguido
por la electroforesis de los fragmentos generados. La similitud o diferencia de los
patrones de las bandas obtenidas pueden ser utilizadas para distinguir entre especies y

aislamientos.

El andlisis de IS900-RFLP, fue la primera prueba basada en RFLP disefiada para la
tipificacion de los aislamientos de Map y con la cual se describieron por primera vez
tres grandes grupos de Map, Tipo S, C e Intermedio (I) (Collins et al.,, 1990).
Posteriormente esta técnica fue estandarizada por Pavlik (1999), permitiendo ademas
de agrupar a los aislamientos de Map en los tres grupos descritos por Collins (1990),
subtipificarlos mediante la combinacién de dos enzimas de restriccion (Pstl y BstEll). La
restriccién enzimatica con la enzima Pstl dio lugar a 13 perfiles que fueron designados
desde la A hasta la M, y la digestion enzimatica con la enzima BstEIl dio lugar a los tres
grupos de Map C, S e I, subdivididos a su vez en: 20 perfiles para el grupo C (C1-
C20), 3 parael grupo S (S1,S2y S3),y 2 para el grupo | (11, 12).

Esta técnica ha sido aplicada ampliamente en estudios de Map y es utilizada como

referencia para evaluar el poder de discriminacion de una nueva prueba de tipificacién

de Map (Overduin et al., 2004). Sin embargo, su utilizacion se dificulta, ya que es un
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meétodo laborioso, costoso y requiere de grandes cantidades de ADN de alta calidad
(Pavlik 1999, Motiwala 2006).

2.7.3 1S1311 PCR-REA

La secuencia 1S1311 esta presente en el genoma de Map entre 7 a 10 copias y aunque
se caracteriza por tener una homologia del 85% con la secuencia 1S1245 presente en
M. avium (Collins et al., 1997, Whittington et al., 1998a), 1IS1245 no se encuentra en el
genoma Map (Johansen et al., 2005). A pesar de que I1S1311 ha sido identificada tanto
en Map como en M. avium, la identificacion de 5 mutaciones puntuales detectadas
mediante analisis de secuenciacibn de este elemento genético, ha permitido la
diferenciacion entre estas dos especies. Adicionalmente, otro andlisis realizado en la
secuencia 1S1311 de aislamientos de Map de origen ovino y bovino, identific6 una
mutacion puntual localizada en el nucleétido 223 (C/T) la cual se presenta solo en
aislamientos de origen bovino mas no en aquellos de origen ovino (Whittington et al.,
1998). Este hallazgo posibilitd el desarrollo de una técnica basada en la digestién con
enzimas de restriccibon de productos PCR 1S1311, permitiendo flanquear dicha
mutacién (Marsh et al., 1999). El polimorfismo 223 (C/T), ha sido considerado
especifico para la caracterizacion de los aislados de Map (Whittington et al., 1998a,
Kumar et al., 2008, Yadav et al., 2008, Singh et al., 2009).

La técnica 1S1311 PCR-REA, consiste en la amplificacion por una PCR dirigida al
extremo 5 de la secuencia IS1311 y posterior digestion con la enzima de restriccion
Hinfl. La mutacién 223 C/T da un sitio de restriccién Hinfl, que permite distinguir entre
las cepas del tipo C de las del tipo S. Los fragmentos generados con la digestion
enzimética, son visualizados en geles de agarosa e interpretados de acuerdo a Marsh
et al., (1999), asi: las cepas del tipo C exhiben un patrén de digestion correspondiente
a las bandas de: 67 bp, 218 bp, 285 bp and 323 bp y las cepas del tipo S a las bandas

de 285y 323 pb, como se observa en la figura 8.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa en donde se observan los patrones de
restriccion enzimatica (de las cepas C y S), generados tras la digestion con Hinfl, a
partir de productos de PCR 1S1311 (Fuente: Centro VISAVET, Madrid-Espafia).

Aislamientos de Map
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100pb 1V )

323
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218

El ensayo 1S1311 PCR-REA tiene ventajas como: la rapida diferenciaciéon entre los
aislamientos de Map, no requiere de grandes cantidades de ADN y es de bajo costo.
Adicionalmente, el agrupamiento de los aislados de Map realizados por medio de esta
técnica, son concordantes con los resultados obtenidos por el ensayo IS900-RFLP
(Whittington et al., 1998a). Sin embargo, 1IS1311 PCR-REA tiene uso limitado en
estudios epidemiologicos de Map ya que no es especifico de esta especie, esta
presente en menor niumero de copias en el genoma de Map comparado con 1S900, y
no subtipifica a los aislados de Map dentro de subgrupos, como si lo permite el ensayo
de IS900-RFLP (Whinttington et al., 1998a, Motiwala et al., 2006).

2.7.4 Repeticiones en tdndem de numero variable (Variable number tandem
repeats, VNTR)

Las secuencias de ADN repetidas en tAndem se encuentran presentes en los genomas
tanto de organismos procariotas como de eucariotas y reciben el nombre de VNTR
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(Jeffreys et al., 1985; Supply et al., 2000). Los VNTR se encuentran dentro del grupo de
elementos repetitivos distribuidos en el genoma y se caracterizan por la variacion en el
namero de copias que difiere entre individuos; los cuales pueden ser detectados
mediante PCR, en la que los oligonucleétidos estan dirigidos a regiones adyacentes
(Keim et al., 2000). Estas secuencias presentan ademas, un gran indice de variabilidad
genética y por lo tanto presentan un poder discriminativo alto (Keim et al., 2000). El
poder discriminativo de un método de tipificacién, se relaciona con la capacidad que
tiene este para distinguir entre cepas no relacionadas, lo cual es determinado por el
numero de tipos definidos por el método de la prueba y las frecuencias relativas en las

gue se encuentran estos tipos (Hunter y Gaston., 1988).

Los VNTR se clasifican en microsatélites (SSR) y minisatélites en funcion de su
longitud y la secuencia de repeticion (Deka et al., 1992), los microsatélites presentan
secuencias entre 1-13 pb y los minisatélites entre 10-100 pb. Estas secuencias
repetitivas, sirven como herramienta para la subtipificacion molecular de diferentes
aislados de organismos procariotas que presentan un bajo indice de heterogeneidad
genética y un elevado indice de estabilidad genética (Lindstedt et al., 2005). En el caso
especifico de Map, la identificacion por VNTR fue basada en el tamizaje de partes del
genoma total de Map-K10 y probados por ensayos de polimorfismos, en diversos
paneles de cepas. Distintos locus VNTR han sido utilizados para la subtipificacion
molecular de Map (Overdin et al., 2004); asi como también en combinacion con
unidades intergénicas dispersas de micobacterias (specific mycobacterial interspersed
repetitive units MIRUs) (MIRU-VNTR). (Schwartz et al., 2000, Harris y Barleta., 2001).
Thibault (2007), describi6 un sistema de tipificacién en el que incluy6 8 locus diferentes
en una coleccion de 183 aislados de Map obtenidos de 10 paises. De los ocho locus
analizados, seis presentaron estructura de VNTR (3, 7, 10, 25, 32 y 47) y dos
estructura de MIRU (X3 y 292). Estos locus han sido utilizados en diferentes estudios
con el objetivo de subtipificar a Map (Stevenson et al., 2009, Radomoski et al., 2010,
Goffré et al., 2012).
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Una de las ventajas que ofrece la tipificacion por VNTR es el conocimiento sobre el
indice de variacion de un locus conocido, asi como la identificacion de multiples alelos
por locus (Maiden et al., 1998). Lo anterior no solo permite un incremento en el poder
de discriminaciéon de un ensayo, sino que también facilita el entendimiento de los
mecanismos genéticos que conducen a la diversificacion y evolucion dentro de las
especies. No obstante, debido a que los aislamientos de Map muestran un muy bajo
nivel de heterogeneidad genética en comparacion con M. tuberculosis y otras bacterias,
la combinacién de dos 0 mas métodos de tipificacion (como por ejemplo VNTR-MIRU y
el ensayo de IS900-RFLP) puede conducir a un incremento en el poder de
discriminacion en la tipificacion de Map. Este enfoque ya ha sido empleado en distintos
estudios (Thibault et al., 2007, Mobius et al., 2008, Stevenson et al., 2009, Radmoski et
al., 2010).

Otras técnicas que han sido desarrolladas para la caracterizacion genética de Map,
ademas de las ya mencionadas son: La Electroforesis en gel de campo pulsado
(Pulsed-field gel electrophoresis, PFGE), el analisis de las diferencias
representacionales (Representational differential analysis, RDA), el andlisis de
polimorfismos de fragmentos largos amplificados (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism, AFLP), la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante
(Denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE), los polimorfismos de un solo
nucleotido (SNP), PCR en tiempo real, etc. La utilizacion de estas técnicas depende del

objetivo particular de cada investigacion.

2.7.5 Secuencias especificas de Map.

F57. Es una secuencia de 620 pb que se encuentra presente en una sola copia en el
genoma de Map (Poupart et al., 1993). Este fragmento no ha hibridado con DNA de
ninguna otra especie de micobacterias y tampoco esta relacionada con ninguna
secuencia conocida de Map incluida 1S900 (Poupart et al., 1993) y hspX (Ellingson et
al.,, 1998). F57 se ha empleado como diana en amplificaciones por PCR para la
identificacion de Map en diferentes estudios (Coetsier et al., 2000, Vansnick et al.,

2004, Mobius et al., 2008, Castellanos et al., 2009, e igualmente en el presente
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estudio). Sin embargo, la presencia de solamente una copia por bacteria, hace que su

sensibilidad sea reducida en comparacion con 1S900.

HspX: Este gen al igual que F57, se encuentra presente en el genoma de Map en una
sola copia, lo cual hace que la sensibilidad de su utilizacion en distintas técnicas de

identificacion de Map, sea reducida (Ellingson et al., 1998, 2005).

Genes 251 y 255. Estos dos genes fueron confirmados como especificos de Map
mediante analisis de hibridacién de ADN (Bannantine et al., 2002) y han sido utilizados
para la identificacion de Map en distintos trabajos (Motiwala et al., 2004; Rajeev et al.,
2005; Moébius et al., 2008).

ISMAPO2. Se encuentra presente en el genoma de Map en un total de seis copias,
debido a esto se ha propuesto como una posible diana alternativa al empleo del 1IS900
(Paustian et al., 2004, Stabel y Bannantine, 2005; Irenge et al., 2009; Sohal et al.,
2009).

Otros elementos genéticos encontrados en Map son ISMav2 e ISMpal y aunque
también han sido utilizados como alternativas para su identificacion, recientes estudios
han revelado la amplificacion por PCR de estas secuencias en organismos diferentes a
Map como, M. fortuitum, M. smegmatis y en dos especies no pertenecientes al género
Mycobacterium (Mdbius et al., 2008). ISMpal ha sido amplificado por PCR en M. a.

hominissuis de origen porcino (Olsen et al., 2004, Johansen et al., 2007).

En la actualidad se siguen buscando nuevas dianas que sean especificas de Map y
gue puedan suplir a IS900 o al menos complementarla. La secuenciacién del genoma
de Map ha revelado contener diversos genes que no han sido encontrados en otros
organismos, los cuales son el blanco de diversos estudios cientificos. Lo anterior
conducira entre otros beneficios, al descubrimiento de nuevas secuencias para la

identificacion de Map.
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2.8 Diagnoéstico basado en larespuesta inmune

El diagnodstico de la ptb es bastante dificil y uno de los factores que lo obstaculizan es
la baja sensibilidad que presentan las pruebas de deteccibn empleadas. En la
determinacién de la respuesta inmune, las técnicas disponibles para evaluar
anticuerpos especificos contra Map no han sido suficientemente eficaces, debido a su
incapacidad para identificar a todos los animales afectados, sobre todo aquellos que
estan en el curso temprano de la infeccion (Coussens 2004). Lo anterior se debe a que
en los estadios tempranos de la enfermedad, la excrecion del bacilo es baja y las
inmunoglobulinas especificas son producidas en cantidades no detectables. Durante la
infeccidn por Map, los animales desarrollan dos tipos de respuesta inmune, una de tipo
celular que evoluciona a otra de tipo humoral, las cuales pueden ser correlacionadas
con el estadio de la enfermedad (Harris y Barleta 2001). Para la deteccion de la
respuesta inmune celular se utilizan las pruebas de intradermorreaccion y el test de
interferébn gama (IFNQ). La deteccion de este tipo de respuesta, permite determinar si
una poblacion ha estado expuesta a Map, sin embargo sus resultados no deben ser

considerados para decidir sobre el manejo individual de los animales.

En la deteccion de la respuesta inmune humoral se emplean técnicas como la fijacion
del complemento (Complement Fixation Test, CFT), la inmunodifusion en gel de agar
(Agar-gel immunodiffusion, AGID) y el ensayo inmunoenzimatico (Enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA), siendo el ELISA el método que presenta mayor
sensibilidad debido a que permite detectar anticuerpos en bajas concentraciones
(Collins 1996). Debido a que una fuerte respuesta inmune humoral solo ocurre hasta
gue el animal esta en estadios tardios de la enfermedad, la sensibilidad de estas
pruebas es mas alta para aquellos animales con lesiones lepromatosas, los que
padecen los sintomas clinicos, y los excretores de grandes cantidades de bacterias
(Sweeney et al., 1995, Pérez et al., 1997, Nielsen y Toft, 2006). Lo anterior representa
una gran limitante para el control de la ptb, ya que la mayoria de los animales
infectados en una explotacion estan en estadio subclinico de la enfermedad y algunos

de ellos, pueden comenzar a excretar la micobacteria de forma intermitente en bajos
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niveles. Se ha encontrado que estos animales constituyen aproximadamente el 80%
del ganado positivo por cultivo fecal (Whitlock et al., 2000). El riesgo que estos
animales representan, se relaciona con el hecho de que pequefas dosis de organismos
de Map, son suficientes para causar infecciones en terneros recién nacidos (Sweeney
1996).

2.8.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

El ELISA fue empleado por primera vez en el diagnostico de la ptb bovina por
Jorgensen y Jensen (1978). Este test es actualmente la técnica seroldgica mas
utilizada para el diagnéstico de la ptb debido a que es una prueba sencilla, econémica,
rapida, reproducible y que permite analizar grandes lotes de muestras a la vez (Collins
et al.,, 1993b, OIE 2008). Sin embargo, presenta como grandes limitantes la baja
sensibilidad para detectar aquellos animales con bajos y moderados niveles de
excrecion, y los potenciales resultados falsos positivos ocasionados por reacciones
cruzadas con micobacterias relacionadas, y con otros organismos como Nocardia
asteroides (Nielsen et al., 2001). No obstante, estas reacciones cruzadas pueden ser
minimizadas con la inclusion de un paso de preabsorcidon con antigenos de M. phlei, el
cual permite remover anticuerpos no especificos contra estos organismos, aumentando
asi la especificidad del ELISA (Yokomizo et al 1983, Bech-Nielsen et al., 1993).

El ELISA como método de diagndstico de la ptb, es utilizado en la estimaciéon de
prevalencias y certificacion de explotaciones de ganado, asi como en el monitoreo y
vigilancia de regiones en donde la ptb ha sido erradicada y este estatus debe ser
mantenido. Sin embargo el solo resultado obtenido por este test, puede tener un valor
limitado, debido a que los animales con varios perfiles de anticuerpos estan en
diferentes estadios de la infeccion por Map, y también la baja prevalencia de la ptb en
la mayoria de los rebafios (<5%) ocasiona errores en la clasificacion de la infeccion
(Shin et al., 2004, Berghaus et al., 2006, Nielsen 2010). Por lo tanto se recomienda la

confirmacion de un resultado ELISA positivo, por otras pruebas como el cultivo fecal.
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Diferentes antigenos han sido utilizados en las pruebas del ELISA. Estos antigenos son
usualmente extraidos de Map o de M. avium subespecie avium (Maa), y su utilizacion
es igual de util independientemente de su origen (Nielsen et al., 2001). Sin embargo sin
importar la procedencia de estos antigenos, se deben considerar los resultados falsos
positivos que las reacciones cruzadas con otras micobacterias ambientales puedan
ocasionar (Nielsen et al., 2008); sobre todo en aquellas explotaciones con alta

seroprevalencia de micobacterias ambientales (Roussel et al., 2007).

Distintos antigenos han sido probados en el ELISA para diagnosticar la ptb, entre los
gue estan el PPA (Antigeno protoplasmatico) y el lipoarabinomano (LAM), los cuales
son utilizados en los ELISAs comerciales (Yokomizo et al., 1983; Sugden et al., 1987).
La capacidad de la técnica para detectar animales infectados dependera de la
frecuencia con la que se realiza la prueba y el punto de corte elegido para considerar
un resultado como positivo 0 negativo. Se ha encontrado que la sensibilidad del ELISA,
es mas baja en comparacién con el cultivo fecal, oscilando entre el 5 — 30%, sin
embargo este porcentaje se incrementa con la edad del animal hasta un 87%; mientras

gue la especificidad reportada esta por encima del 95% (Nielsen y Toft, 2008).

En pequefios rumiantes, al igual que en bovinos la sensibilidad del ELISA esta afectada
significativamente por el estadio de la infeccion del animal (Gumber et al., 2006). En un
estudio disefiado para evaluar la capacidad de diagnostico entre el ELISA comercial de
POURQUIER y el AGID, se encontr6 que el ELISA fue significativamente mas sensible,
presentando valores de sensibilidad (Se) del 34.9% con una especificidad (Sp) del
98.8% para ganado ovino; y del 56.4% y 100% en ganado caprino, mientras que con el
AGID se obtuvo una Se del 13.8% en ovinos y 39.5% para cabras, con una Sp del

100% para ambas especies (Gumber et al., 2006).

En la busqueda de estrategias para mejorar la sensibilidad del ELISA en estadios
tempranos de la infeccion por Map, han sido evaluados varios tipos de antigenos asi
como métodos de preparacion de los mismos. Se han ensayado extractos no

purificados de Map y preparaciones fraccionadas. Los extractos crudos contienen
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mezclas de proteinas de Map y abundantes antigenos de polisacaridos como
arabindbmano y arabinogalactano y dado que estos componentes antigénicos se han
conservado a través del género Mycobacterium, los resultados de los ensayos en
donde se utilizan este tipo de antigenos, pueden ser afectados negativamente por las
reacciones cruzadas (Nielsen y Toft, 2008). En la actualidad, los nuevos métodos
desarrollados para la preparacion de proteinas antigénicas, han proporcionado
importantes avances que han ayudado a mejorar las técnicas de diagndstico para el
control de la ptb. Ensayos como el EVELISA (extraccién del antigeno por etanol-vértex)
incorporado a un formato de ELISA (Eda et al., 2006) han dado resultados

prometedores.

2.8.1.1 EVELISA

Esta técnica se baso en resultados obtenidos mediante citometria de flujo, en donde se
observd que anticuerpos presentes en el suero de bovinos infectados con Map, se
unian especificamente a la superficie de este organismo, y no a la de otras especies de
micobacterias. Esta observacion hizo inferir que Map podria presentar antigenos Unicos
en el exterior de su superficie celular. Adicionalmente se detectaron anticuerpos anti-
Map en infecciones naturales bovinas, varios meses antes que la micobacteria fuera
aislada por cultivo fecal o detectada por algun ELISA comercial. Basados en estos
hallazgos se desarroll6 una prueba diagnostica que evalu6é la respuesta inmune
humoral temprana en infecciones por Map. La técnica consistié en extraer antigenos de
superficie por medio de una solucién de etanol al 80%, mezclada por medio de vortex.
La preparacion antigénica resultante fue evaluada en un formato de ELISA casera, a la
que se le denomin6 EVELISA (Eda et al., 2006).

La técnica de EVELISA detectd anticuerpos en animales infectados experimentalmente
con Map, 6 meses antes que el aislamiento del organismo por cultivo fecal y 17 meses
antes que el ELISA comercial, con una sensibilidad del 96.6 % y una especificidad del
100%. Estudios posteriores indicaron que el repertorio completo de antigenos presente

en el extracto etandlico es requerido para mantener la alta sensibilidad de la técnica; ya
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gue al ser fraccionado, la sensibilidad disminuye. Otro estudio subsiguiente encontré
gue la especificidad del EVELISA puede ser afectada por reacciones cruzadas con
micobacterias ambientales, las cuales pudieron ser minimizadas mediante la
preadsorcion con antigenos de M. phlei (Scott et al., 2010). Con respecto a la
composicion del antigeno, datos preliminares han mostrado que estad compuesto
predominantemente por carbohidratos, lipidos y una pequefia cantidad de

componentes proteicos.

2.9 Estrategias para el control de la paratuberculosis

Los programas de control de la ptb se basan en el conocimiento de las vias de
infeccion de Map, en la persistencia del microorganismo en el medio ambiente, la
identificacion de los puntos criticos de transmision de la enfermedad y en el desarrollo
de métodos para la reduccion de la exposicion a Map en una explotacion de animales.

Bajo estas condiciones, es necesario aplicar medidas de control fundamentales tales
como, los cambios de manejo para disminuir la transmision de Map (la separacion de
los animales recién nacidos tras el parto, lo cual impediria una importante via de
transmision de la enfermedad), la implementacion de medidas de bioseguridad como:
la limpieza de los hatos, el manejo del estiércol, la prevencion de la contaminacion fecal
del agua, comida y el medioambiente, la estricta revision a la hora de introducir un
animal externo a un rebafo, etc. Una de las estrategias mas recomendada es la
detecciéon de los animales infectados y su posterior sacrificio, ya que esto contribuye
con una reduccion considerable de Map en el medioambiente. Igualmente se sugiere el
reemplazo de los animales sacrificados por otros que estén libres de la enfermedad o
vacunados (Kennedy y Benedictus, 2001, McKenna et al., 2006). No obstante, el éxito
de esta estrategia dependera del diagndstico adecuado de los animales infectados tan
pronto como sea posible. Se ha sugerido que la combinacién de técnicas como el
ELISA vy el cultivo fecal pueden aumentar la posibilidad de detectar a una animal
infectado, debido a que las dos pruebas miden diferentes aspectos de la enfermedad,
como la repuesta indirecta de los anticuerpos frente a la infeccion por Map y la

excrecion de la bacteria viva (Rossiter y Burhans, 1996).
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RESUMEN

El presente estudio es el primer reporte sobre aislamiento y tipificacion molecular de
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (Map) en ganado bovino y ovino en
Mexicali-Baja California; region con antecedentes seroldgicos de paratuberculosis en
pequefios rumiantes. En este estudio, se analizaron muestras de suero y heces de 5
ovinos y un bovino. Los resultados de la serologia mostraron que 3 ovinos y un bovino,
reaccionaron positivos al ELISA con una razén S/P superior al 70%. Mediante el cultivo
bacteriolégico se obtuvieron 3 aislamientos, dos de origen ovino y uno de origen
bovino, los cuales fueron identificados como Map segun la PCR IS900 y f57 y
tipificados como Tipo C de Map, mediante el ensayo de PCR 1S1311 y analisis de
endonucleasas de restriccion (1IS1311 PCR-REA). Los datos obtenidos en este estudio
confirman la presencia de Map en la region y contribuyen a tener mayor conocimiento
sobre su distribucion en el pais, asi como también sugieren la presencia, circulacion y
transmision del tipo C de Map entre el ganado bovino y ovino; sin embargo no se
descarta la presencia de otros tipos de Map en la region. Se requiere de mas estudios
gue incluyan una mayor cantidad de animales para lograr un mejor conocimiento

acerca de la biodiversidad de Map en Baja California.

Palabras clave: Mycobacterium avium subspecie paratuberculosis, paratuberculosis,

aislamientos, cepas tipo C.
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ABSTRACT

This study reports for the first time microbiological isolation and molecular typing of
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (Map) in cattle and sheep in
Mexicali Baja California, a region with serological evidence only of paratuberculosis in
small ruminants. In this study, serum samples and feces from five sheep and one
bovine were analyzed. The serology results showed that the bovine and three out of five
sheep reacted positive to ELISA with an S/P ratio above 70%. From the bacteriological
cultures three isolates were obtained, two from ovine and one from bovine samples
which were identified as Map by PCR 1S900 and 57 and later classified as Map Type C,
using 1S1311 polymorphism analysis and restriction endonuclease analysis (1IS1311
PCR-REA). The data obtained in this study confirm the presence of Map in the region
and provide more knowledge about the distribution of the pathogen in the country. It
also suggests the presence; distribution and transmission of Map type C in cattle and
sheep but do not rule out the presence of other types of Map in the region. More studies
that include a larger number of animals are needed to achieve a better knowledge about
Map biodiversity in Baja California.

Kay words: Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis, paratuberculosis,

isolates, type C strains.

74



INTRODUCCION

Mycobacterium avium subspecie paratuberculosis (Map) es el agente etiologico de la
enfermedad de Johne o paratuberculosis (Ptb), la cual ocasiona una enteritis
granulomatosa crénica que causa pérdidas econdmicas a la industria pecuaria®.
Fenotipicamente los aislamientos de Map se distinguen por la lentitud en su
crecimiento, la dependencia a la micobactina® y por la pigmentacién que es tipica solo
de algunos aislamientos de origen ovino®. Para la identificacion de Map, a nivel
genotipico se utiliza la secuencia de insercién 1S900 (1S900)* la cual junto con el
resultado positivo de otros blancos especificos de Map como f57®, confirman su

presencia en un aislamiento.

El analisis de ensayos moleculares como 1S900-RFLP (Polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccidon), ha permitido la tipificacion de Map en tres grupos: Tipo | o

Tipo S del inglés “sheep”, Tipo Il o Tipo C del inglés “cattle” y Tipo intermedio “I” o Tipo
11, considerado como un subtipo del Tipo 17®. Los tipos I y I identificados por 1S900-
RFLP, corresponden a los tipos S y C obtenidos mediante el ensayo de PCR de la
secuencia de insercion 1311 y analisis de enzimas de restriccion (IS1311 PCR-

REA)®10,

En México, existen pocos estudios moleculares de identificacion vy tipificacion de Map.
La primera identificacibn molecular de este microorganismo fue realizada en caprinos,
por medio del ensayo 1S900-RFLP en el Valle de México™. Este estudio reveld la
presencia de Map del Tipo C1, uno de los tipos mas diseminados a nivel mundial entre
las diferentes especies de animales”. Investigaciones posteriores realizadas en
muestras de leche de ganado caprino y bovino en la zona central de México,
encontraron que ademas del Tipo C otros tipos de Map como el | y el S también

estaban presentes en estas especies™?.

La Ptb también ha sido detectada en otras regiones del pais como: San Luis Potosi,
Guanajuato, Querétaro, Distrito Federal, Estado de México, Veracruz y Jalisco; en
donde por medio de metodologias como cultivo bacteriologico, PCR I1S900 y PCR
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IS900 anidada, se identificd Map en muestras de ovinos y caprinos*'¥. Aunque en
estos estudios no se realizé la tipificaciébn de Map, sus resultados indican que la Ptb en
México estd afectando a rumiantes de diferentes especies. De igual manera, otro
reporte documenta la presencia de la Ptb en ganado bovino, ovino y caprino en 16

estados del pais®®

, indicando la amplia distribucion de la enfermedad en el territorio
nacional. En Baja California, estado fronterizo con los Estados Unidos no se cuenta
con estudios previos sobre aislamientos y caracterizacion molecular de Map. El
conocimiento sobre los tipos de Map presentes en las distintas explotaciones de
ganado de esta region es de suma importancia para el mejoramiento de las estrategias
de control y prevencion de esta enfermedad. El objetivo del presente estudio fue
evidenciar la presencia de Map en ganado bovino y ovino en el Municipio de Mexicali,

Baja California y realizar la caracterizacién molecular de las cepas encontradas.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion del area de estudio y obtencidon de muestras:

Se muestrearon 6 animales provenientes de dos ranchos, los cuales tenian
antecedentes de animales con signos compatibles con la Ptb. El rancho 1 esta ubicado
al noroeste de la ciudad de Mexicali. De este hato se muestrearon 5 ovinos hembras
adultos de 2 afios de edad con crias en lactancia, estos animales presentaban
caquexia y dos de ellos estaban en grave estado de emaciacién. El rancho 2 esta
ubicado al este, en el area conurbada de la ciudad. De este hato se tomaron muestras
de un bovino hembra adulto de 3 afios de edad, en estado de gestacion y que
presentaba diarrea acuosa profusa y emaciacion. A todos los animales se les tomaron
muestras de sangre completa por puncion yugular para la obtencion del suero y
posterior andlisis serolégico. Las heces se tomaron directamente del ampula rectal,
empleando guantes estériles. Las muestras fueron almacenadas a -70°C, hasta el

momento de realizar el cultivo bacteriologico.

76



Anélisis seroldgico

Las muestras de suero obtenidas fueron probadas por medio del kit comercial
POURQUIER®ELISA PARATUBERCULOSIS ANTYBODY SCREENING (Institut
Pourquier, Francia). Para el desarrollo de la prueba y la interpretacion de los
resultados, se siguieron las instrucciones del fabricante. Los puntos de corte para cada
muestra se calcularon con base en la razon de la DO del suero problema sobre la DO
del suero control positivo (S/P). Una muestra con una razén S/P igual o menor al 60%

fue considerada negativa, entre el 60% y 70% dudosa y mayor al 70% positiva.

Cultivo bacteriologico:

La muestra obtenida del bovino fue procesada de forma individual mientras que las
muestras provenientes de los 5 ovinos fueron procesadas en dos grupos: El grupo 1
contenia las heces de los ovinos 1 y 2, los cuales presentaban emaciacion severa. El
grupo 2 contenia las heces de los ovinos 3, 4 y 5, los cuales al momento de la toma de
las muestras presentaban caquexia (Cuadro 1). Para cada grupo se pesaron 2 g de
heces individualmente, se homogenizaron y de ahi se tomaron 2 g para la realizacion
del cultivo bacteriologico, el cual se realizé segun la metodologia descrita por Harris et
al®; con una modificacién relacionada con la concentracion del antibiético, el cual se
utilizé en una dilucion de 1:2. Las muestras procesadas se sembraron por duplicado en
los medios de cultivo Middlebrook 7H11 (M7H11) suplementado con yema de huevo,
Lowenstein-Jensen (LJ) y Middlebrook 7H9 (M7H9); con y sin suplemento de 2ug/ml de
micobactina (Institut Pourquier). Los indculos se incubaron a 37°C y su crecimiento fue
verificado cada semana hasta la observacion de colonias. Después del crecimiento
primario, se aislé una colonia que fue diluida en 150ul de agua destilada estéril y
sometida a ciclos seriados de enfriamiento y calentamiento para la obtencion de un

lisado. Del sobrenadante se tomo 5ul para las reacciones de PCR.

Identificacion y tipificacion molecular de Map
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La identificacion de Map se realizé empleando los marcadores moleculares 1IS900 y f57
y la tipificacion por medio del analisis 1IS1311 PCR-REA. Todas las reacciones de PCR
se hicieron a un volumen final de 50 pl utilizando como control positivo la cepa
referencia de Map ATCC19698 y como control negativo agua grado biologia molecular
(SIGMA). Las mezclas de PCR fueron amplificadas en un termociclador iCycler
(BioRad). Los productos fueron visualizados en geles de agarosa al 2% y tefidos con

bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 pg/ml.

PCR 1S900: Se utilizaron los iniciadores MP10-1 (5'- ATGCGCCACGACTTGCAGCCT-
3) y MP11.1 (5-GGCACGGCTCTTGTTGTAGTCG-3"); descritos por Kawaji et al*”
gue amplifican un fragmento de 183 pb. La mezcla consistio de: 1U de Tag polimerasa,
20mM Tris-HCI, 50mM de KCI, 2.5 mM de MgCl,, 2.5 mM de una mezcla de dNTP's y
20pmol de cada iniciador. Las condiciones de amplificacion fueron las descritas por el

autor™”,

PCR f57: Se utilizaron los iniciadores F57 (5- CCTGTCTAATTCGATCACGGACTAGA-
3) y R57 (5'- TCAGCTATTGGTGTACCGAATGT-3"); descritos por Vansnick et al® que
amplifican un fragmento de 432 pb. La mezcla consistié de: 1 U de Tag polimerasa,
20mM Tris-HCI, 50mM de KCI, 1.6mM de MgCl,, 2.0mM de una mezcla de dNTP's y
20pmol de cada iniciador. Las condiciones de la amplificacion fueron las descritas por

el autor®.

PCR 1S1311: Se utilizaron los iniciadores M56 (5-GCGTGAGGC TCTGTGGTG AA-3)
y M119 (5-ATGACGACCGCTTGGGAGAC-3); descritos por Marsh et al® que
amplifican un fragmento de 608 pb. La mezcla consistié de: 2 U de Tag polimerasa,
20mM Tris-HCI, 50mM de KCI, 2.5mM de MgCl,, 2.0mM de una mezcla de dNTP's y
0.8 uM de cada iniciador. Las condiciones de la amplificacion fueron las indicadas por

el autor?,
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El andlisis de restriccion enzimatica se realizd6 en un volumen final de 30ul, el cual
consistio de 1ul de la enzima Hinf I, 2.0 pl del buffer FastDigest®10X (Fermentas), 10 pl
del amplificado IS1311 y agua destilada estéril. La digestion se realizé por 1 h a 37°Cy
los fragmentos fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 3.5 % y
tincion con bromuro de etidio. La interpretacion de los resultados se realizé segun lo
reportado por Marsh®®, donde un aislado es clasificado como perteneciente al Tipo C,
si presenta un patrén de digestion correspondiente a los fragmentos de 67 pb, 218 pb,
285 pb y 323 pb. Las cepas del tipo S son definidas por las bandas de 285 y 323pb.

RESULTADOS

Los 6 animales analizados en este estudio presentaban sintomas compatibles con la

Ptb al momento de la toma de las muestras (Cuadro 1).

Cuadro 1. Signos compatibles con la paratuberculosis observados en los animales
muestreados y resultados del andlisis serolégico. Una muestra de suero fue

considerada como positiva cuando la relacion S/P fue superior al 70%.

Animales Signos compatibles con la paratuberculosis Serologia
S/P (%)
Caquexia Diarrea Heces pastosas  Emaciacion
Ovino 1 + - + + 121.16
Ovino 2 + - + + 135.36
Ovino 3 + - - - 13.25
Ovino 4 + - + + 75.91
Ovino 5 + - - - 541
Bovino + + - + 223.60

Analisis serolégico

Los resultados del ELISA se presentan en el Cuadro 1. El andlisis mostré que los
ovinos 1, 2 y 4 asi como el bovino, resultaron positivos al ELISA con una razén S/P

79



superior al 70%. Los ovinos 3y 5 fueron negativos al ELISA al mostrar una razon S/P

menor al 70%.

Aislamiento de Map por cultivo bacteriolégico

El cultivo primario obtenido a partir del grupo 1, no crecié en ninguno de los medios
sélidos utilizados. Debido a lo anterior, se procedi6 a la identificacion de Map por PCR
a partir del cultivo liquido M7H9 suplementado con micobactina. Una vez confirmada la
presencia de Map por PCR, se inocul6 una placa de petri con medio Middlebrook 7H10
(M7H10) con y sin suplemento de micobactina, observandose un escaso crecimiento
de colonias (8 colonias) solamente en el medio que contenia micobactina, después de
5 semanas de incubacion. Las colonias en este medio presentaron morfologias

hemisféricas, lisas y opacas.

El aislamiento obtenido a partir del grupo 2 crecié Unicamente en el medio M7H11
suplementado con micobactina; el tiempo de crecimiento fue de 6 semanas, el nimero
de colonias bacterianas aisladas fue escaso (12 colonias) de color semejante al medio

de cultivo y con morfologia similar a las observadas en el grupo 1.

El aislamiento de la muestra de origen bovino, se obtuvo solo en el medio LJ
suplementado con micobactina, después de 6 semanas de cultivo; sin embargo a
diferencia de los aislados de origen ovino, estas colonias se observaron translucidas,
brillantes, muy pequefias, hemisféricas, abundantes y distribuidas en toda la superficie
del medio.

Identificacién y tipificacion molecular de Map

La identificacion molecular de Map en los tres aislamientos se realizé mediante la PCR
IS900 y 57, a partir de una colonia obtenida de cada aislamiento. Para el caso del
grupo 1, la identificacion de Map se realiz6 tanto del cultivo primario en medio M7H9

como de una colonia obtenida posteriormente en el medio M7H10 suplementado con
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micobactina. Los resultados de las PCR 1S900 y f57 fueron positivos para todos los
casos, confirmandose la presencia de Map en los tres aislamientos (Cuadro 2). La
tipificacion de los aislamientos identificados como Map, se realizé por medio del ensayo
IS1311 PCR-REA,; el cual permite identificar el polimorfismo presente en el nucledtido
223 en algunas copias de 1S1311 en cepas del tipo C y ausente en las cepas del tipo
S®19 | 5 amplificacién de 1S1311 generé un producto de 608 pb el cual fue sometido
posteriormente a digestion enzimatica empleando Hinfl, observandose en los tres
aislamientos el mismo patrén de digestion caracteristico de las cepas del tipo C de Map

(Figura 1y Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados de las pruebas de cultivo bacterioldgico, PCR 1S900, PCR 57 y
analisis 1IS1311 PCR-REA utilizadas para la identificacion vy tipificacion de Map en las

muestras de heces de origen bovino y ovino.

Aislamientos Identificacion de Map Tipificacion
IS1311 PCR-REA

Cultivo PCR PCR

ISO00 57
Grupo 1 + + + C
Grupo 2 + + + C
Bovino + + + C
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Figura 1. Analisis IS1311 PCR-REA. Los aislamientos de Map, fueron tipificados como
Tipo C, debido a la presencia de fragmentos caracteristicos de 218 y 67pb, después de
la digestion con Hinfl. Linea 1. MPM (100pb. Bioline), Linea 2 y 3 aislamientos de

origen ovino y Linea 4 aislamiento de origen bovino.

Aislamientos de

origen ovino Aislamiento de
MPM 100 pb p A " origen bovino
Linea 1 Linea 2 Linea 3 Linea 4

323pb
285pb

218pb

67pb

DISCUSION

Este es el primer reporte de aislamientos vy tipificacion de Map en el Municipio de
Mexicali Baja California, region en donde se ha encontrado una seroprevalencia del 7.8
% en ganado ovino y del 2.5 % en ganado caprino (datos no publicados). Los animales
muestreados en este estudio pertenecian a distintos ranchos, los cuales presentaban
factores de riesgo para la infeccion por Map tales como ser hatos abiertos, tener
antecedentes de animales con signos compatibles con la Ptb, malas condiciones de
higiene en los corrales y la convivencia de animales enfermos con sanos dentro del
mismo corral. Adicionalmente, estos animales fueron hembras en las cuales estaba
comprometido su estado hormonal debido a que se encontraban en estado de
gestacion o tenian crias en lactancia. Dichas condiciones de estrés, han sido

reportadas como favorables para la aparicion de los sintomas clinicos de la Ptb, los
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cuales en bovinos suelen presentarse a los 2 aflos mientras que para pequefios

rumiantes estos sintomas pueden aparecer antes de esta edad®®9.

El analisis seroldgico, mostré resultados positivos para las muestras del bovino y tres
de los cinco ovinos, con razones S/P superiores al 70%. Los animales que presentaron
los titulos mas altos de anticuerpos se encontraban en avanzado estado de la
enfermedad. Los ovinos que resultaron negativos al ELISA, no presentaban emaciacion
ni la presencia de heces pastosas observada en los otros animales; es posible que
estos animales no se encontraran infectados por Map y la caquexia observada pudo
haber sido ocasionada por causas no determinadas, sin embargo se debe tener en
cuenta la baja sensibilidad del ELISA cuando se prueban muestras de animales que
estan en estadio subclinico de la enfermedad, asi como también la variabilidad del
huésped relacionada con la produccién de anticuerpos y proteinas enteropaticas en

respuesta a la infeccién por Map®*2Y,

Los cultivos bacteriolégicos de origen ovino presentaron mayores dificultades para
lograr el aislamiento comparado con el cultivo de origen bovino. Inicialmente, no se
logré obtener crecimiento alguno en los cultivos de muestras individuales de heces
ovinas. La dificultad en aislar Map a partir de heces ovinas ha sido reportada por otros

estudios??>?®

, donde factores tales como bajas concentraciones de micobacterias
excretadas, la presencia de actimulos densos de heces® o la inactivacién de Map,
durante el proceso de descontaminacién, pueden interferir con la obtencion del
aislamiento. En la busqueda de condiciones que favorecieran el crecimiento bacteriano,
se redujo en un 50% la concentracion del antibiético aplicado a las muestras durante el
procesamiento de las mismas. Es posible que esta modificacion pudiera haber influido
positivamente en la obtencion de los aislamientos de Map de origen ovino. Por otro
lado, la utilizacion de mezclas de material fecal para la obtenciéon de aislamientos de
Map a partir de muestras de rebafios de ovinos y en programas de vigilancia de ganado
bovino ha sido recomendada, debido a que los resultados obtenidos a partir de dichas

mezclas, han mostrado ser equivalentes a los del cultivo bacteriolégico individual®*2.
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Con respecto a los cultivos primarios de Map, se observé que los tres aislamientos
presentaron dependencia a la micobactina. El aislamiento primario obtenido en el grupo
1 se logr6 solo en el medio de cultivo liquido M7H9 (base del medio BACTEC). Este
tipo de medio ha sido recomendado particularmente para muestras de origen ovino®®
debido a que producen crecimientos mas rapidos con una mejor sensibilidad analitica y
diagnéstica, comparado con los resultados obtenidos en los medios sélidos®®®?”. Sin
embargo los medios de cultivo liquido presentan desventajas tales como la dificultad
para la visualizacién de colonias y la dependencia a la micobactina®®. Debido a lo
anterior, después de identificar Map por PCR en el medio de cultivo liquido, se realiz6
una resiembra en medio 7H10, observandose crecimiento de colonias solamente en el
medio suplementado con micobactina; comprobandose asi la dependencia a dicho
siderdforo.

El asilamiento primario obtenido a partir del grupo 2, se logré solamente en el medio de
cultivo M7H11 y el aislamiento de origen bovino, en el medio LJ. En ambos casos, se
detect6 crecimiento de colonias a las 6 semanas de incubacion. Los medios de cultivo
de donde se aislaron y el tiempo de crecimiento, son caracteristicos de las cepas del
tipo C de Map; comprobando el hecho de que el tiempo de crecimiento de una cepa de
Map, se correlaciona con el tipo de cepa mas no con el origen del huésped®.
Igualmente las morfologias de las colonias observadas en el medio de cultivo en donde
creci6 cada aislamiento, coinciden con las descripciones reportadas por otros

estudios®?,

La identificacion de Map, se realiz6 mediante la PCR IS900 y f57. La combinacion de
estos resultados es necesaria debido al hallazgo de elementos similares a 1S900
(1S900-like) en otras micobacterias®?; lo cual podria conducir a la obtencién de
resultados falsos positivos®. De igual manera, el andlisis de tipificacién realizado
mediante el ensayo 1S1311 PCR-REA, permitié clasificar a los tres aislamientos como
tipo C de Map; cepa que ha mostrado tener un amplio rango de huéspedes. En
distintos estudios de tipificacion molecular de Map realizados en otras regiones de

México, también se ha encontrado este tipo de cepa en ganado caprino y bovino®**?.
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En estos estudios se utilizaron metodologias de tipificacion diferentes a la empleada en
este trabajo, como 1S900-RFLP y PCR tipo especifico. El ensayo I1IS1311 PCR-REA
permite también tipificar a las cepas de Map. La amplificacion de un fragmento de 608
pb de 1S1311 combinado con el andlisis de restriccion enzimatica con Hinfl, pone de
manifiesto la mutacion presente en el nucleétido 223 (C/T), presente en algunas copias
de 1S1311 en cepas del tipo C y ausente en las del tipo S®%. Aunque los tipos Cy S
obtenidos mediante esta técnica corresponden con los descritos por 1S900-RFLP®),
IS1311 PCR-REA no permite subtipificar a las cepas de Map; para lo cual es necesario
utilizar técnicas como IS900-RFLP o el ensayo de unidades repetitivas intercaladas

micobacterianas-repeticiones en tandem de namero variable (MIRU-VNTR).

Los tres aislamientos obtenidos en este estudio, fueron analizados por medio del
ensayo MIRU-VNTR, segin la metodologia reportada por Thibault et al®V,
identificandose el patrén INMV2 en el aislamiento de origen bovino, mientras que para
los dos aislamientos de origen ovino los resultados no fueron concluyentes ya que
solamente en uno de ellos se pudieron amplificar algunos de los locus que contempla la
prueba de tipificacién (A.K. Gioffré, comunicacién personal). En México, nho se conocen
estudios de genotipificacion de Map por medio de esta técnica; sin embargo distintos
reportes muestran que es uno de los patrones predominantes que circulan en varios
paises de Europa y también en Argentina®3?. Por lo tanto este resultado indicaria que

al menos, uno de los genotipos mas frecuentes esta presente en el pais.

Los resultados presentados en este estudio confirman la presencia de Map en la region
y contribuyen a tener mayor conocimiento sobre su distribucién en el pais. Los
resultados sugieren la presencia, circulacién y transmision del tipo C de Map entre el
ganado bovino y ovino sin embargo, no se descarta la presencia de otros tipos de Map
en la region. Lo anterior hace necesario el desarrollo de mas estudios como el que aqui
se presenta con la inclusién de técnicas adicionales de subtipificacion como 1S900
RFLP o MIRU-VNTR vy la incorporacion de una mayor cantidad de animales tanto

domésticos como silvestres, para lograr un mejor conocimiento acerca de la
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biodiversidad de Map, las dinamicas de transmision y las fuentes de infeccién en Baja

California.
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Abstract

Purpose To determine the prevalence of ovine Johne’s disease (OJD) in Mexicali

Valley in the State of Baja California, Mexico.

Methods A serological surveillance of OJD was carried out. Blood samples from
individual animals of 44 sheep flocks in the Mexicali Valley were obtained between
August 2010 to February 2011. A total of 690 sera were analyzed by an in-house
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the detection of antibodies specific to
ethanol-extracted MAP surface antigen. A cut-off value (S/P=0.4) was set 2 SD above
the mean of negative control sera. One ELISA-positive animal with clinical signs of OJD
was examined for histopathology and fecal bacteriology.

Results The overall prevalence of was 13.5% (93/690). The flock level prevalence
was 39% (17/44) if the flocks were considered positive when at least 2 seropositive
animals were present. MAP isolate was successfully obtained from a clinical case of
ovine JD in a heavily infected flock, confirming the dissemination of MAP in

environment.

Conclusions Due to the chronic nature of the OJD and the lack of hygiene
practices in small farmers in Baja California, there is a increased risk of disease
propagation. The effective disease control measures should be taken to reduce the
accumulation of MAP in environment and improve the animal health in both sides of the

countries in US-Mexico border.

Keywords: Ovine Johne’s Disease, prevalence, Mexico, Ethanol-vortex ELISA,

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
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Introduction

Johne’s disease (JD) is a chronic enteritis of ruminant species caused by
infection with Mycoabcterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) (Harris and Barletta
2001). JD causes substantial economic loss to livestock and dairy industry due to the
low productive and reproductive performance (Hutchinson 1996), particularly in
subclinical animals with moderate and heavy fecal MAP shedding (Raizman et al. 2007,
2009).

In Mexico, serological studies in cattle, goat and sheep in the south-central
region of the country demonstrated the disease prevalence from 0 - 42% in different
cities during the period from 2004 to 2010 (Esteves-Denaives et al. 2007; Jaimes et al.
2008; CONASA 2010), nevertheless the nationwide estimation of the prevalence of JD
is not available. The economic impact of the JD on Mexican dairy cattle due to the
reduced production was estimated at approximately 800 US dollars per cow per year for
a population size of 30,000 with a prevalence of 8.87% in the central Mexico (CONASA
2010). Our previous study showed a similar seroprevalence in dairy cattle in the state of
Baja California in northwestern Mexico (Hori-Oshima et al. 2007), however, the sole
impact of JD in Baja California is not determined. We also have observed several sheep
flocks severely affected by ovine JD (OJD) in different cities of the state of Baja
California, where producers are generally not aware of this disease, and do not take any

action to prevent the spread of the disease.

Objective of this study was to conduct a serological survey of OJD in sheep
flocks in the Mexicali Valley in the state of Baja California, Mexico, to provide the basis
of information to implement the appropriate disease control measures in the region. We
used the in-house made ELISA test called EVELISA, to detect the antibodies specific to
ethanol-extracted MAP antigens. The EVELISA test has demonstrated high sensitivity
and specificity for diagnosis of cows with JD (Eda et al 2005, 2006, 2007).

Materials and Methods
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Study area The study was conducted in total of 44 sheep flocks in the Mexicali Valley,
Mexico. The Mexicali Valley is located in the State of Baja California northwest of the
country, and represents the agricultural center in the state. The valley is on the
Colorado River delta’s coastal which extends to the Gulf of California. To the north lies
the State of California, United States, with its continuation of the plain into the Imperial
Valley. To the south and west is the Sierra Cucapd, a natural extension of the California
cordillera. For its latitudinal location (=32° N), elevation (-8m below sea level) and
geographical position bound to the western edge of the Arizona-Sonora desert, the
climate condition of Mexicali Valley is very hot and dry, reaching 50°C during summer
and minimum temperatures of -5°C in winter, with precipitation averages of

approximately 75mm/year (Garcia, 2009).

Study design A cross-sectional study design based on serological survey was
conducted. Convenience sampling was applied. Serum samples were originally taken
for the routine test for brucellosis and sent to the Laboratory of Brucellosis and
Tuberculosis in the Research Institute of Veterinary Sciences of Autonomous University
of Baja California. All the samples received from August 2010 to February 2011, a total
of 690 animals over 2 months old, from 44 sheep flocks were included in this study. The
number of animals tested per flock varied from 1 to 65 according to the flock size.
According to census (INEGI, 2007) the sample size (n=690) corresponds approximately
4.5% and 1.9% of the sheep population in the city of Mexicali, and the state of Baja
California, respectively. The general information of flock, including animal strain,
production purpose, flock size, management type and vaccination program was
recorded.

Serology In-house ELISA, named EVELISA, using ethanol-extracted surface
antigen of MAP was developed as described by Eda et al. (2006). Briefly, a MAP strain
ATCC19698 was used for the antigen preparation after bacterial culture in Middlebrook
7H9 medium (Becton Dickinson, NJ) with 2mg/L Mycobactin J (Institut Pourquier,
France) at 37 °C until used for experiments. Harvested mycobacteria were suspended
in 80% ethanol and agitated by vortex to dislodge surface lipid antigens. After removing

the bacilli by centrifugation, ethanol-extracted antigen was immobilized on a 96-well
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plate (20ug/well) by evaporating the solution for overnight. The coated-plates were
sealed and stored at 4°C and used less than 2 months. For the ELISA test, the
immobilized plates were reacted with serum samples diluted 1:100 in buffer A (10mM
phosphate-buffered saline, pH 7.0, containing 0.05% [v/v] Tween 80 and 10% bovine
serum albumin). After washing 4 times with buffer A, rabbit anti-sheep IgG (H+L)
antibody conjugated with horseradish peroxidase (KPL Inc., MD) was added, and the
antigen-antibody complexes were detected using a horseradish peroxidase substrate
(TMB single solution chromogen substrate, Invitrogen, CA) according to the
manufacturer’s instructions. Optical densities at 450nm were measured by a plate
reader. A ratio of sample/positive (S/P) value was determined for each sample using a
commercial positive control serum (Allied Monitor, Inc., MO) and a cut-off S/P value of
0.4 was applied as a value 2 SD above the mean of negative control sera (n=20).
Control sera used to standardize the EVELISA included positive and negative reagents
of 3 commercial ELISA kits (Allied Monitor, Inc., MO; Institut Pourquier, France; Kyoritsu
Seiyaku, Co., Japan), 7 positive sera of naturally infected ruminants (1 dairy cow, 3
sheep, 3 goat) from the states of Baja California or Aguascalientes, confirmed by
histopathology and fecal bacteriology, and negative sera from 16 lambs of a sheep flock
of the Research Institute of Veterinary Sciences of the Autonomous University of Baja
California, in which all the reproducers were negative to a commercial ELISA test
(Institut Pourquier, France) at the beginning of this study. Our preliminary estimation of
sensitivity (Se) and specificity (Sp) of the EVELISA test applied in this study was 70%
and 95%, respectively (not shown). The statistical analyses of prevalence of OJD were
performed by using the x? test. Differences with a p value of < 0.05 were considered
significant.

Clinical case of OJD To confirm the presence of clinical disease and the
dissemination of MAP in environment, a necropsy was performed in a > 3 year old
ELISA-positive sheep with clinical signs of OJD. For histological analysis ileum and
intestine sections were collected and preserved in 10% neutral buffered formalin.
Tissues embedded in paraffin were prepared for microtome sectioning 4um and for
staining with hematoxylin and eosin or Ziehl-Neelsen staining as described in Payeur et

al. (1993). Fecal bacteriological culture was carried out in modified Middlebrook 7H10
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medium according to Harris et al. (2009). The flock of origin had history of suspected
OJD cases for last 4 years. A commercial ELISA test (Institut Pourquier, France) was

applied to all reproducers (n=89) of this flock in August 2012.

Results

Out of the 690 sera tested in this study, 93 were classified as seropositive for
MAP. The overall seroprevalence of JD in 44 sheep flocks in Mexicali Valley was 13.5%
(93/690). Table 1 summarize the results in 3 groups of flocks classified according to the
number of animals tested per flock, as follows: group 1, less than 10, group 2, between
11 and 20, group 3, more than 21. The prevalence for each group was 13.5% (15/111)
for group 1, 31.0% (36/116) for group 2, and 9.1% (42/463) for group 3, showing the
significant differences (p < 0.01) in each group analyzed (Table 1). The observed flock
level prevalence was 39% (17/44) if the flocks were considered positive when at least 2

seropositive animals were present.

To confirm the presence of clinical diseases, we carried out the fecal culture and
necropsy of a seropositive sheep which died with severe clinical signs such as
mandibular edema, diarrhea and weight loss. The flock of origin had history of
suspected clinical OJD cases since 2009. The in-flock seroprevalence determined by a
commercial ELISA test was 30.3% (27/89) in August 2012. The fecal culture resulted in
a growth of numerous colonies (>50 colonies in 3/4 replicate tubes) after 8 weeks,
revealed as acid-fast bacilli by Ziehl-Neelsen staining (Figure 1 A, B). Gross
pathological changes in intestine were not observed in this sheep and Taenia tapeworm
infestation was thought to be a direct cause of death. However, histological changes in
ileum mucosa and submucosa were observed with large numbers of acid-fast bacilli and
infiltration of macrophages, which resembled a “multibacillary” form of OJD (Clarke and
Little 1996).
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Table 1. Seroprevalence of OJD determined by ELISA using ethanol-extracted MAP
antigen. A total of 690 sheep blood samples collected from 44 flocks in the Mexicali
Valley were analyzed. Flocks were classified into three groups by number of animals
tested per flock, depending on its size. The prevalence (%) in each group analyzed and

the distribution of positive animals within group are presented.

No.Tested Prevalence rate (%)
per flock No.Positive No.Flock
(mean) Overall In-flock range per flock (n=44)
1-10 15/111 (13.5)*  0/1 (0)-1/2(50) 0 12
(4.6) 1 9

2 3
11-20 36/116 (31.0)*  1/18(5.6)-11/16 (68.6) 1 2
(16.6) 2 2

>3 3
21<, <65 42/463 (9.1)* 0/32 (0)-6/24 (25) 0 3
(35.6) 1 1

2 1

>3 8
total 93/690 (13.5)

*p < 0.01, significant difference between these columns
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Figure 1. Diagnosis of a clinical case of OJD from a heavily infected flock (prevalence
of 30.1%. a) Result of a fecal culture. Mycobactin-dependent colony growth were
observed in modified Middlebrook 7H10 medium. Photographed after 12 weeks. b) Acid
fast stain of the isolate (x1000). Bar, 5um. c) Granulomatous lesion in ileum.

Hematoxylin-Eosin staining (x1000).

Discussion

We determined the seroprevalence in 44 sheep flocks in the Mexicali Valley, the
area with non-temperate subtropical climate in in US-Mexican international boundary in
northwestern Mexico. Due to the sampling method applied in this study the prevalence
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data should not be explored for a total population in the Mexicali Valley, however, the
global prevalence (13.5%) of OJD reported here was comparable with the data obtained
from a systematic survey for bovine JD in the California-Mexican border region (Adaska
et al. 2003; Hori-Oshima et al. 2007). Considering the potential risk of MAP to human
health (Nacy and Buckley 2008; Momotani et al. 2012), the contamination and
accumulation of MAP in water, soil, and wildlife animals, due to heavy shedding from
infected farm animals would have impact for both countries in both animal and public
health. Out results provide sufficient evidence for the need of implementing appropriate

control measures of OJD in Baja California.

We have observed the enormous animal loss associated with JD in several local
sheep flocks heavily contaminated with MAP (unpublished). Despite the fact that the JD
is a very common disease in ruminants in Mexico (Denaives et al. 2007; CONASA
2010), there is a lack of knowledge of this disease in the country, especially in small
scale operations with backyard production of sheep and goat. Paez-Rubio et al. (2005)
reported the profiles of microorganisms in wastewater in the city of Mexicali and showed
that the viable microorganisms can be aerosolized. The presence of Mycobacterium
spp. was not shown in their results, partly because the conventional method used for
DNA extraction as well as PCR condition were not suitable for the sensitive detection of
the mycobacterial DNA from environmental samples (Cook and Britt 2007; Kaser et al.
2009). It would be important to detect MAP as well as other infectious pathogens in farm
environment waste in the Mexicali Valley that includes samples of aerosols, waterway
and soils, and minimize the source of exposure between and within farms and reduce

propagation of the disease.

Although there is a growing concern of MAP contamination in foods, water and
environment (USDA 2010), the control of JD is still a challenge primarily because the
lack of effective vaccines and affordable diagnostic tests with high sensitivity levels that
help to implement the surveillance of the disease. ELISA test has been used widely in
the epidemiological studies to describe the magnitude of the JD because of its low cost
and rapid test time. Sensitivity (Se) and specificity (Sp) of ELISA test in the detection of
JD often vary substantially by antigen choice (Collins et al. 2005; Harris y Barleta 2001)
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and infection status of animals (Sweeney et al. 1995; Dargatz et al. 2001; Nielsen and
Toft 2008). The EVELISA, which uses ethanol-extracted MAP antigen, has previously
reported to have higher sensitivity than commercial ELISA tests in cattle (Eda et al.
2005, 2006, Speer et al. 2006). The simple procedure of our in-house EVELISA test
with preliminary results of Se (70%) and Sp (95%) used in this study suggest that the
EVELISA might be first choice for diagnosis of JD including small ruminants. A more
extensive study using a larger sample size is required to evaluate the accuracy of
EVELISA test in small ruminants. Although we did not used the serum samples pre-
absorbed with antigens of Mycobacterium phlei to reduce the antibodies cross-reactive
to environmental mycobacterias (Yokomizo 1986), specificity of EVELISA test in
detecting OJD could be improved when used in combination with pre-absorbed samples
as reported recently in diagnosis of bovine JD (Scott et al. 2010).

The strain of MAP that infects sheep will vary according to the geographical
region and the presence of other animal species (Begg and Whittington, 2008). There
are very few reports on genotypes of MAP recovered in Mexico. Chavez-Gris et al.
(2004) reported the “C1” type MAP determined by 1IS900 polymorphism in a goat flock in
central Mexico. Favila-Humara et al. (2010) showed the concurrent infection of C, | and
S type in milk of cow and goat. Verna et al. (2007) demonstrated that the MAP strain
type can have significant influence on the severity of pathological lesions and
immunological outcomes. The molecular typing of the MAP isolate was not performed in
this report, but the growth rate (< 8 weeks) in solid medium does not resemble the S
type strain (Whittington et al. 1999). Recently, in other dairy farms from the Mexicali
Valley we have isolated different genotypes of MAP (unpublished). Thus, MAP strain
could be responsible for the severity of the disease in some sheep flocks in Baja
California. Detection and culling strategy directed to the heavily shedding animals as
well as the surveillances of genetic variations of circulating MAP might contribute the

better control of the disease.
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CAPITULO 4

Conclusiones
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CONCLUSIONES GENERALES

. En el presente estudio por medio del cultivo fecal se obtuvieron tres aislamientos
de Map, dos de origen ovino y uno de origen bovino.

. Los aislamientos de origen ovino, mostraron mayor grado de dificultad para

crecer in vitro, en comparacion con el aislamiento de origen bovino.

. El periodo de incubacién de los aislamientos 2 y 3 fue de 6 semanas, tiempo que
estd de acuerdo con lo reportado para las cepas del tipo C de Map; lo anterior
confirma el hecho de que el tiempo requerido para el crecimiento de las cepas
de Map, esta correlacionado con el origen del huésped, mas no con el tipo de

cepa.

. Los tres aislamientos fueron identificados como Map por medio de la PCR

1S900, resultado que fue confirmado por la PCR 57.

. La tipificacion realizada mediante la técnica 1S1311 PCR-REA, identific6 a los
tres aislamientos como pertenecientes al Tipo C o Tipo Il de Map.

. No se puede descartar la presencia de otros tipos de Map en la regién, por lo
tanto son necesarios mas estudios que incluyan una mayor cantidad de

animales para poder determinarlo.
. La seroprevalencia global de la paratuberculosis ovina en el Valle de Mexicali

fue del 13.5% (93/690); mientras que a nivel de rebafno fue del 39% (17/44),

considerando el resultado seropositivo de al menos dos animales/rebafio.
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10.

Debido al método de muestreo utilizado (muestreo por conveniencia), la
seroprevalencia encontrada no puede ser extrapolada a todos los rebafios

ovinos del Valle de Mexicali.

La estimacion preliminar de la sensibilidad y especificidad del EVELISA fue del

70% y 95%, respectivamente.

Se considera que el EVELISA puede ser una buena alternativa para el
diagnostico de la paratuberculosis ovina en Baja California, sin embargo son
necesarios mas estudios de investigacion en donde se realice la preabsorcion

con antigenos de M. phlei.

11.En el presente estudio se encontraron evidencias moleculares y serolégicas de

12.

la presencia de Map y de la enfermedad ocasionada por Map.

Los resultados obtenidos ayudaran al disefio de mejores estrategias para
reducir la contaminacion por Map en el ambiente, y de esta manera lograr un

mejor control de la paratuberculosis en el Valle de Mexicali.
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