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RIESGO DE LA PARATUBERCULOSIS (Mycobacterium avium SUBSP.
paratuberculosis) EN EL APARATO REPRODUCTOR Y SEMEN DE CARNEROS
PELIBUEY

José Vicente Velazquez Morales, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2018
RESUMEN

La paratuberculosis (PTB) es una enfermedad distribuida mundialmente con
prevalencia del 5 al 25 %. La importancia de conocer mas sobre la diseminacion de
la enfermedad es debido a que el agente causal Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) es resistente a tratamientos con antibiéticos y al manejo de
criopreservacion. Esto favorece la transmision horizontal y vertical. En esta
investigacién, se plantearon los objetivos siguientes; 1) Evaluar el peso vivo,
circunferencia escrotal, latencia de eyaculacion y caracteristicas seminales en
carneros infectados naturalmente con MAP, en estado subclinico; 2) Evaluar el
efecto de la restriccion alimenticia a base de heno de avena (Avena sativa) en la
manifestacion de signos clinicos de paratuberculosis en carneros Pelibuey
infectados naturalmente; 3) Identificar la presencia de MAP en tejido reproductivo y
semen de carneros Pelibuey y 4) Mostrar la evidencia del posible riesgo e impacto,
en la salud animal y humana, que puede generarse al hacer uso de rumiantes
infectados. Los carneros infectados en estado subclinico no mostraron cambios en
las variables de peso vivo, latencia al eyaculado y didmetro testicular. Tampoco se
presentaron modificaciones en caracteristicas seminales. La restriccién alimenticia
a base de heno de avena favorecio la transicion de estado subclinico a clinico de
paratuberculosis; la presencia de heces pastosas aumentdé en un 42.9 % y se
genero diarrea en un 28 %. Al final del periodo de la restriccion alimenticia, la pérdida
de peso en los carneros fue del 20.3 %. Se logré aislar e identificar a MAP en tejido
linfatico, digestivo y en semen. Y por primera vez, se reporta la presencia de PTB
en epididimo, glandula de Cowper, prostata y testiculos de carneros Pelibuey. En
este estudio se determiné que, la paratuberculosis no ocasiona cambios en las
caracteristicas seminales de los carneros de raza Pelibuey, asi mismo, la
alimentacion de bajo nivel nutricional favorece la expresion de signos clinicos de
PTB. Por ultimo, se confirma que los carneros enfermos en estado subclinico son
un factor de riesgo para propagar la enfermedad de manera horizontal a la hembra
y vertical a los corderos, ya que MAP es capaz de infectar tejidos, 6rganos
reproductivos y semen. Por lo tanto, es de gran importancia realizar estudios de
diagnéstico y de manejo profilactico, para disminuir el riesgo de transmision de PTB.

Palabras clave: Paratuberculosis, carneros, restriccion alimenticia, tejidos, semen.
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RISK OF PARATUBERCULOSIS (Mycobacterium avium SUBSP.
paratuberculosis) IN THE REPRODUCTIVE SYSTEM AND SEMEN OF
PELIBUEY RAMS

José Vicente Velazquez Morales, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT

Paratuberculosis (PTB) is a worldwide distributed disease with a prevalence of 5 to
25%. The importance of knowing more about the spread of the disease is due to the
causative agent Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) is resistant to
antibiotic  treatments, environmental conditions and management of
cryopreservation. This favors horizontal and vertical transmission. In this research,
the following aims were raised; 1) Evaluate live weight, scrotal circumference,
ejaculation latency and seminal characteristics in rams naturally infected with MAP,
in a subclinical state; 2) Evaluate the effect of food restriction based on oats hay
(Avena sativa) in the manifestation of clinical signs of paratuberculosis in naturally
infected Pelibuey rams; 3) Identify the presence of MAP in reproductive tissue and
semen of Pelibuey rams and 4) Show the evidence of the possible risk and impact
on animal and human health, which can be generated by using infected ruminants.
Rams infected with PTB in the subclinical state did not show changes in the variables
of live weight, ejaculate latency and testicular diameter. There were no changes in
seminal characteristics either. The food restriction based on oats hay favored the
transition from subclinical to clinical state of paratuberculosis; the presence of pasty
stools increased by 42.9 % and diarrhea was generated by 28 %. At the end of the
food restriction period, weight loss in rams was 20.3%. It was possible to isolate and
identify MAP in lymphatic, digestive and semen tissue. And for the first time, the
presence of PTB is reported in epididymis, Cowper gland, prostate and testicles of
Pelibuey rams. This study determined that paratuberculosis does not cause changes
in the seminal characteristics of Pelibuey rams, and that low nutritional nutrition
favors the expression of clinical signs of PTB. Finally, it is confirmed that sick rams
in a subclinical state are a risk factor to spread the disease horizontally to females
and vertical to lambs, since MAP is capable of infecting tissues, reproductive organs
and semen. Therefore, it is very important to carry out diagnostic and prophylactic
management studies to reduce the risk of transmission of this disease.

Keywords: Paratuberculosis, rams, food restriction, tissues, semen.
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INTRODUCCION GENERAL

La paratuberculosis (PTB) es una enfermedad propia de ganado bovino, caprino,
ovino y puede presentarse en todos los rumiantes, debido a que Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP) posee una gran capacidad para infectarlos
(Chiodini et al., 1984). A pesar de que la enfermedad afecta principalmente a
rumiantes, se ha considerado, el vinculo entre la enfermedad de Johne y la
enfermedad de Crohn en humanos (Garcia y Shalloo, 2015). Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis es una micobacteria intracelular de lento crecimiento, gram
positiva, anaerobia, que para su crecimiento in vitro es dependiente de la
micobactina (Ayele et al., 2001). Dentro de las caracteristicas principales de la
patogénesis, esta su habilidad para sobrevivir y replicarse dentro del macrofago

(Stempler y Mundo , 2010).

La PTB es una enfermedad cronica consuntiva e incurable, causa severa
gastroenteritis cronica granulomatosa con linfangiectasis y linfangitis asociada, cuya
consecuencia final es la aparicion del sindrome de malnutricién, con pérdida de
peso, diarrea cronica o intermitente y eventualmente la muerte (Chiodini et al., 1984;
Whittington et al., 2012). Las lesiones se desarrollan principalmente en ileon,
yeyuno, intestino delgado terminal, ciego, colon y nédulos linfaticos mesentéricos
(Clarke, 1997). No obstante, el MAP se ha identificado en sitios extraintestinales
como el tracto reproductivo y semen en toros (Larsen y Kopecky, 1970; Larsen et
al., 1981; Ayele et al., 2004; Khol et al., 2010) y en semen de carneros (Eppleston y

Whittington, 2001). Los signos clinicos usualmente se desarrollan en meses o afios



después de la exposicion inicial al MAP; con un periodo de incubacion cercano a los
dos afos en los pequeiios rumiantes (Whittington et al., 2012). Sin embargo, se ha
considerado que factores que ocasionan estrés como la alimentacion con bajo nivel
nutricional, infeccion parasitaria, viral o bacteriana, pueden influir en la transicion del
estado subclinico al estado clinico de PTB (Ayele et al., 2001). Inicialmente, la PTB
genera lesiones restringidas a las paredes del intestino delgado y nédulos linfaticos
mesentéricos, cuando la enfermedad progresa, se genera inflamacion difusa
granulomatosa, con un numero variable de bacilos &cido-alcohol resistentes

(BAAR) Clarke, (1997).

Debido a que el MAP se elimina a través de las heces (Windsor y Whittington 2010;
Pritchard et al., 2017); se puede generar transmision horizontal de MAP, de
individuos infectados a sanos, la cual se adquiere por las vias fecal-oral con el
consumo de calostro, agua, insectos, via sexual e inclusive, la transmisién vertical
transplacentaria (Khol et al., 2010, Windsor y Whittington 2010, Rindi y Garzelli

2014).

La vigilancia del MAP esta basada en su deteccion oportuna y control, para lo cual
se necesitan técnicas de diagnostico especificas que permitan localizar los focos de
infeccion (Jaimes et al., 2008). Las pruebas mas comunmente utilizadas para la
identificacion de animales infectados, para la estimacion de prevalencia y para
programas de control de la enfermedad son el cultivo fecal, el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) sérico y la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) en heces (Garcia y Shalloo, 2015). Por lo tanto, es de gran
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importancia realizar estudios que estimen los riesgos que implica la presencia de
MAP en organos, tejidos reproductivos y semen en carneros infectados
naturalmente, con la finalidad de evitar la trasmision de MAP via semen. Los
objetivos de esta investigacion fueron; Evaluar si la paratuberculosis en estado
subclinico afecta el peso vivo, circunferencia escrotal, latencia de eyaculacion y
caracteristicas seminales en carneros Pelibuey infectados naturalmente con MAP,
evaluar el efecto de la alimentacion con baja calidad nutricional con respecto a la
manifestacion de signos clinicos de PTB, identificar la presencia de MAP en tejido
reproductivo y semen, y mostrar la evidencia del posible riesgo e impacto, en la

salud animal y humana, generado al hacer uso de rumiantes infectados con PTB.
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CAPITULO 1. ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS SEMINALES DE
CARNEROS PELIBUEY INFECTADOS CON Mycobacterium avium SUBSP.
paratuberculosis EN ESTADO SUBCLINICO

1.1 RESUMEN

La paratuberculosis (PTB) es una enfermedad cronica consuntiva incurable
asociada a diarrea cronica o intermitente, sindrome de mal nutricion, pérdida de
peso y eventualmente la muerte; siendo el agente causal el Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP). Los signos clinicos de la PTB se manifiestan en
meses o0 afios después de la exposicion. En el estado subclinico de la enfermedad,
el MAP genera lesiones restringidas a las paredes del intestino delgado y nédulos
linfaticos mesentéricos. No obstante, se desconoce si el MAP tiene afectacion en
caracteristicas reproductivas y calidad de semen en carneros infectados
naturalmente, lo cual representaria un riesgo de transmision horizontal, ya que
genera la posibilidad de propagar la enfermedad a un gran nimero de hembras,
dado que el semental no presenta los signos clinicos evidentes de la PTB. Con la
finalidad de mostrar si la paratuberculosis afecta las variables reproductivas y la
calidad seminal en carneros Pelibuey infectados naturalmente con MAP en estado
subclinico, se realizaron evaluaciones semanales durante dos meses de las
variables de peso vivo (PV), circunferencia escrotal (CE), latencia de eyaculacién
(LE) y caracteristicas seminales (volumen, pH, movilidad masal e individual
progresiva, concentracion, espermatozoides vivos y muertos) en cinco carneros
infectados y cinco no infectados por MAP, con peso y edad promedio de 53.58 kg
(£ 3.26) y 2.91 afios (+ 0.59), respectivamente; los cuales fueron diagnosticados por

el ensayo serolégico por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Los animales
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infectados con PTB, incluidos en el estudio, no mostraron cambios en las variables

PV, LE y DT asi como tampoco hubo modificacion en las variables seminales.

Palabras clave: Paratuberculosis ovina, evaluacion seminal, carneros Pelibuey.

1.2 INTRODUCCION

La PTB es una enfermedad cronica debilitante incurable, causa gastroenteritis
crénica granulomatosa con linfangiectasis y linfangitis. Los animales infectados con
PTB, presentan una diarrea crénica o intermitente, hipoproteinemia, pérdida de
peso y eventualmente la muerte, el agente etiolégico es Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP) y afecta principalmente a rumiantes domeésticos y
silvestres (Chiodini et al., 1984). La via principal de transmisién de MAP es fecal-
oral (Clarke 1997; Whittington y Windsor 2009). Las lesiones que ocasiona MAP
pueden presentarse 12 meses antes de que los signos clinicos de PTB sean
evidentes (Mcgregor et al., 2015). La progresiéon y el desenlace de la enfermedad
varia considerablemente de manera individual; los signos clinicos generalmente se
desarrollan durante meses o afios después de la exposicién, dependiendo de la
especie; en ovinos y caprinos el periodo la etapa subclinica de la PTB tiende a ser
mAas corto en comparacion con los bovinos, aunque no hay un marco de tiempo
definido (Whittington et al., 2012). Asi mismo, se considera que los casos clinicos
son la punta del iceberg, ya que se estima que por cada caso clinico detectado hay
al menos otros 25 animales que pueden estar infectados, sin manifestar signos
clinicos (Whitlock y Buergelt 1996). Sin embargo, se ha mencionado que, factores

gue ocasionan estrés como la desnutricion, infeccion parasitaria, viral y/o



bacteriana, pueden influir en la transicion del estado subclinico al estado clinico de

PTB (Ayele et al., 2001).

La tasa de prevalencia de PTB se encuentra entre el 5y el 30 %, principalmente en
bovinos, cabras, ovejas y toros de lidia (Guzméan-Ruiz et al., 2016). Chavez-Gris et
al., (2004) informaron prevalencia de PTB del 4.4 % en ovinos (Ovies aries) en los
estados de Querétaro y Guanajuato, México. De esta manera, Stau et al., (2012)
mencionaron que, la prueba diagndstica que se utiliza con mayor frecuencia es la
prueba de ELISA, la cual ha sido utilizada para detectar anticuerpos para MAP, ya
gue tiene un costo bajo, es facil la colecta de muestras y la realizacién de la prueba,
con poco riesgo de contaminacién y los resultados se obtienen en menor tiempo
gue con otras pruebas diagnosticas. En unidades de produccion de semen bovino,
se ha detectado un 20 % de seroprevalencia, lo cual genera la posibilidad de
propagar la enfermedad a un gran niamero de hembras durante la inseminacion
artificial (Abbas et al., 2011); esto podria suceder también en los ovinos, ya que se
ha indicado la presencia de MAP en semen de carneros infectados (Eppleston y
Whittington, 2001). Ayele et al. (2004) encontraron que, el uso de sementales
infectados con PTB puede ser un riesgo para la diseminaciéon de la micobacteria via
semen; debido a que se ha reportado la presencia de MAP en testiculos, epididimo,
vesiculas seminales y semen de bovinos infectados en estado subclinico. En el caso
de ovinos, Eppleston y Whittington (2001) indicaron la presencia de MAP en
linfonodos mesentéricos, ileon y en semen. Por lo que en cuanto a las afectaciones
gue ocasiona PTB al semen, Khol et al.,, (2010) informaron disminucion en la

movilidad, integridad de la membrana y en la morfologia del espermatozoide normal
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en un bovino infectado durante la transicion de estado subclinico a clinico de la
enfermedad. Sin embargo, no hay estudios que demuestren si PTB afecta las
caracteristicas seminales en carneros infectados naturalmente en estado
subclinico, lo cual representa un riesgo con el uso del semen ovino en programas
de mejora genética. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el peso
vivo (PV), circunferencia escrotal (CE), latencia de eyaculacion (LE) vy
caracteristicas seminales en carneros infectados naturalmente con MAP, en estado

subclinico.

1.3 MATERIALES Y METODOS

1.3.1 Alojamiento y animales

El experimento se realizo en corrales de observacion y aislamiento pertenecientes
al rebafio de ovinos del Campus Cdordoba del Colegio de Postgraduados (COLPOS);
unidad de investigacion y estudio, con antecedentes de prevalencia de PTB, los
carneros se mantuvieron en instalaciones diferentes, en corrales separados, para
evitar una posible infeccion, bajo las mismas condiciones de manejo de tipo
intensivo. Lo cual permite realizar protocolos de control y prevencién de ovinos
infectados naturalmente. Localizado sobre la carretera federal Cérdoba-Veracruz,
km 384, Congregacion Manuel Ledn, Municipio de Amatlan de los Reyes, Veracruz,
con localizacién geogréafica en 18°5120" N y 96°51'37" O a una altitud de 720 m, el
clima es calido subhumedo, con temperatura promedio de 18 °C, con precipitacion
anual de 1,807.3 mm (Garcia, 2004). Se utilizaron diez carneros de la raza Pelibuey;

cinco infectados con PTB en estado subclinico y cinco no infectados, con un peso y



edad promedio de 53.58 *+ 3.26 kg, y 2.91 + 0.59 afios, respectivamente. A cada
carnero por dia, se le proporciono 2 kg con heno de alfalfa (18 % PC) con 200 g de
concentrado (14 % PC; 1.7 EM/kg), el agua fue proporcionada a libre acceso. El
experimento fue disefiado bajo los criterios de la Norma Oficial Mexicana (NOM-
062-Z00-1999) sobre especificaciones técnicas, para la produccién, cuidado y uso
de animales de laboratorio en concordancia a las regulaciones para el uso y cuidado
de animales de investigacion, aprobado por el Consejo General Académico del

Colegio de Postgraduados, México.

1.3.2 Diagnéstico de PTB

Para realizar el diagndstico de la infeccion y la no infeccion a MAP en los carneros
Pelibuey, se realizé la prueba serologica de ELISA, al inicio y al final de la fase
experimental. Esta prueba presenta una sensibilidad del 79.31 % y una especificad
del 82.25 %, segun la metodologia descrita por Martinez-Covarrubias et al (2012),
en donde los valores mayores a 0.196 densidades Opticas se consideraron como
positivos. La prueba se realizé a partir de muestras sanguineas obtenidas por
puncion en la vena yugular. La recuperacion del suero sanguineo fue por
centrifugacion a 1000 x g durante 10 min, el cual se mantuvo a -20 °C, hasta su
procesamiento en el laboratorio del CENID—Microbiologia, perteneciente al Instituto

Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

1.3.3 Mediciones de variables reproductivas y colecta del eyaculado

Se realizaron ocho mediciones durante la época reproductiva (meses de octubre y

noviembre), semanalmente y por las mafanas, de circunferencia escrotal, latencia
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de eyaculacion y colecta del semen. La medicion del peso vivo (PV) y de la
circunferencia escrotal (CE) se realizaron antes de iniciar la colecta del semen. Para
el caso del PV, se uso6 una béascula electronica con capacidad de 250 Kg + 100 g
(Braunker YP200S); para la medicion de la CE, se utilizé un escrotimetro metélico
flexible, segun la metodologia indicada por Benmoula et al., (2017) y la medicion de
la latencia de eyaculacion (LE) se realiz6 segun lo propuesto por Swelum et al.,
(2017). Antes de iniciar la colecta del semen, se realizd el recorte de pelos
prepuciales, el lavado prepucial se realizd con jabén liquido antiséptico y
desinfectante (DermocleenVR). Las muestras seminales de cada individuo se
obtuvieron por el método de la vagina artificial de acuerdo a lo establecido por

Williams et al., (2001).

1.3.4 Evaluacion del semen

Inmediatamente después de la recoleccién del semen, se realizé la evaluacion de
la calidad seminal con pruebas macroscépicas y microscépicas. Las variables de la
evaluacion seminal fueron: volumen (V, mL) movilidad masal (MM, clasificacion del
0 al 5), porcentaje de movilidad individual progresiva (MIP, %), concentracién
espermatica (C; valor x 10 ¢ espermatozoides/ mL), porcentaje de espermatozoides
vivos (EV, %), porcentaje de espermatozoides muertos (EM, %) y pH (valores de 0
a 14). La examinacion del V (mL), la MIP y la estimaciéon de MM, se realizé bajo el
protocolo de Benmoula et al. (2017). La apreciacion del V se realizd en tubos
colectores graduados de 15 mL mantenidos a una temperatura de 37 °C. La MIP se

realizé al microscopio (objetivo de 400 x), asignando valores en porcentaje de 0 a
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100. Para determinar la MM, se observo el semen al microscopio (objetivo de 10 x)
(Carl ZEISS, Primo Star, CP11406, Microimaging GmbH 37081, Gottingen,
Germany, Serie-Nr: 3125001511), asignando valores de 0 (movilidad nula) a 5
(movilidad vigorosa). El porcentaje de EV, EM y C se realizé segun la metodologia
de Ogundele et al., (2016); el célculo de EV y EM se realizé a partir de un frotis
tefiido con la técnica de tincion de eosina-nigrosina, donde se contaron al menos
200 espermatozoides con microscopio de campo claro (400 x). La C se determino
por el método de hemocitdmetro, visualizando el semen (objetivo de 40 x) en la
camara de NeuBauer (Marienfeld®). Para realizar la medicion de pH, se utilizaron
tiras reactivas de papel (Mancherey-Nagel GgmbH y Co. KG) con un intervalo de

pH de 0 a 14 (EI-Tohamy et al., 2012).

1.3.5 Andlisis estadistico

El disefio experimental fue un modelo completamente al azar con mediciones
repetidas en el tiempo. Se utilizaron como efecto fijo, animal infectado y como efecto
aleatorio, cada animal anidado en el tratamiento con o sin PTB. Para el andlisis de
todas las variables, se utilizé el procedimiento Mixed del paquete estadistico SAS®
(SAS Institute, 2006). La comparacion de medias se realizé con prueba Tukey, con

un nivel de significancia de P < 0.05.
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1.4 RESULTADOS

1.4.1 Peso vivo, circunferencia escrotal y latencia de eyaculacion

Las variables de PV, CE (Figura 1.1) y LE en los carneros infectados y no infectados
con MAP se muestran en el Cuadro 1.1, sin embargo, la PTB en estado subclinico

no afectd a estas variables (p>0.05).
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Figura 1.1. Mediciones realizadas semanalmente durante dos meses de peso

vivo y circunferencia escrotal de carneros Pelibuey con y sin PTB en
estado subclinico.
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Cuadro 1.1. Peso vivo, circunferencia escrotal y latencia de eyaculacion en
carneros Pelibuey con y sin PTB en estado subclinico.

Variables
Animales Circunferencia Latencia de
Peso (kg) y
escrotal (cm) eyaculacion (s)
Con PTB 543+ 3.2 28.6 +1.47 48.8 + 8.09
Sin PTB 545 + 3.2 30.4+1.47 40.7 £ 8.02

No hubo diferencias entre tratamientos (Tukey; p>0.05). Media + error estandar.

1.4.2 Calidad seminal

La calidad del eyaculado no mostrg variacion entre los sementales no infectados e
infectados con PTB (p > 0.05; Cuadro 1.2), durante los dos meses que duré la
prueba. Las mediciones repetidas de V y C se muestran en la Figura 1.2, donde se
puede apreciar que no se encontré variacion en dichas variables a través del tiempo
por efecto de la PTB (p>0.05). Por su parte, la PTB tampoco influy6 en los valores
de las mediciones repetidas en el tiempo de las variables MM y MIP (p>0.05; Figura
1.3). Y en las mediciones de LE (Cuadro 1), pH, EV y EM (Cuadro 1.2) realizadas

durante los dos meses que durd la prueba (p>0.05).
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Cuadro 1.2. Caracteristicas seminales en carneros Pelibuey con y sin PTB en
estado subclinico.

Variables Sementales .
Con PTB Sin PTB
Volumen (mL) 0.9 +£0.09 0.9 +£0.09
pH 6.9+0.13 6.9 +0.13
Movilidad masal (0-5) 3.8+0.21 4.2 +0.20
Movilidad individual progresiva (%) 82.7+2.83 85.5+2.76
Concentracion (10® espermatozoides/ mL) 2,420 £ 4254 2,634 +425.4
Espermatozoides vivos (%) 83.2+5.8 81.3+5.8
Espermatozoides muertos (%) 16.7+£5.8 18.7+5.8

No hubo diferencias entre tratamientos (Tukey; p>0.05). Media + error estandar.
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Figura 1.2. Mediciones realizadas semanalmente durante dos meses, de volumen
de semen y concentracion de espermatozoides de carneros Pelibuey cony
sin PTB en estado subclinico.
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Figura 1.3. Mediciones realizadas semanalmente durante dos meses de movilidad

individual progresiva y movilidad masal de espermatozoides de carneros
Pelibuey con y sin PTB en estado subclinico.

1.5 DISCUSION

Ayele et al., (2001) reportaron problemas de infertilidad en vacas en estado
subclinico con PTB. Por su parte, Smith et al., (2010) indicaron la hipétesis de que
PTB disminuye la fertilidad en vacas lecheras, debido a que la infeccion genera un
balance negativo de energia y de proteina. Sin embargo, la mayoria de los estudios
no confirman una asociaciéon entre PTB con variables reproductivas. Lo cual
coincide con el presente estudio, ya que no se observaron modificaciones en los
valores obtenidos de las evaluaciones realizadas, con lo que se demostro que las

variables PV, DT, LE y calidad seminal no presentaron modificaciones al menos en
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el tiempo que se llevo a cabo el muestreo, y que los animales fueran positivos a la

paratuberculosis en estado subclinico (Cuadro 1.1y 1.2).

A pesar de que PTB es una enfermedad que se caracteriza por la pérdida de peso,
deshidratacion y diarrea profusa en bovinos adultos; en ovinos, la diarrea no es una
constante (Verin et al., 2016). En el presente estudio, los resultados indicaron que
la PTB en estado subclinico no genera afectacion en PV (p > 0.05) durante los dos
meses del estudio (Cuadro 1.1). Sin embargo, este resultado difiere al reportado por
Mcgregor et al., (2015), quiénes encontraron una disminucion de hasta 5 kg en PV,
cuando realizaron un estudio longitudinal durante tres afios con ovejas Merino
infectadas con PTB. La pérdida de peso fue atribuida a los efectos de las lesiones
ocasionadas por MAP, las cuales generalmente ocurren a los dos afios post
exposicién. Esto coincide a lo mencionado por Clarke (1997) y Jaimes et al., (2008),
quiénes indican que en pequefios rumiantes, la PTB se manifiesta entre los dos y
tres afios de edad, debido a la hipertrofia difusa ocasionada por MAP en mucosa
del yeyuno e ileon; éstas lesiones tipicas de MAP (enteritis granulomatosa y el
engrosamiento de la mucosa intestinal) generan mala absorcion de nutrimentos con
enteropatia, por lo tanto, generan pérdida en condicion corporal. No obstante, no se
ha determinado si estas lesiones presentes en estado subclinico, reducen la funcién
intestinal lo suficiente como para causar un balance energético negativo (Kostoulas
et al., 2006). Respecto a la CE, se demostr6 que PTB no generd disminucion en
esta variable (p > 0.05) como se indica en el Cuadro 1.1. Por el momento, no hay

literatura que reporte alteraciones en CE de carneros infectados con PTB; no
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obstante, Khol et al., (2010) realizaron mediciones durante un afio del epididimo en

un bovino infectado y reportaron disminucién en diametro de 3 cm.

Por otro lado, la infeccion con MAP no ocasiono afectacion en las variables de V,
pH, MM, MIP, C, EV y EM (p > 0.05; Cuadro 2.1). Adicionalmente, no se observé
afectacion durante el muestreo realizado semanalmente en estas variables, (p >
0.05) durante los dos meses que duré el estudio, como lo muestran las Figuras 1.1,
2.1y 3.1. Por su parte, Khol et al., (2010) reportaron el caso de un bovino con
evaluaciones seminales durante un afio, que mostrd variaciones en V 'y pH, entre 4
y 12 mL y entre 6 y 7.4, respectivamente; la MM disminuy6 del 72 al 49 %, y la C
nunca excedié los 2.8x108 por mL. Por lo tanto, el semen se consideré de mala
calidad; pero dichos autores inidcaron que esta baja calidad del semen se debid
principalmente a la desnutricion y a la mala condicion corporal del animal, y no como

consecuencia de la infeccién por MAP.

Debido a que la infeccion de los carneros en el presente experimento fue adquirida
de manera natural, resulta importante mencionar que se desconoce el tiempo de
duracion de la infeccion. Por lo tanto, es incierta la cantidad de granulomatomas
presentes en el intestino, lesiones que requieren afios para mostrar cambios en
condicion corporal y de salud de rumiantes (de Silva et al., 2018). Los signos clinicos
generalmente se presentan entre los dos y cinco afios de edad en bovinos y ovinos
(Verin et al., 2016). A consecuencia de que la edad de los carneros en el presente
experimento fue menor a los tres afios, posiblemente esto no permitié la progresion

de lesiones, debido a que PTB es una enfermedad cronica, la cual presenta una
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fase preclinica prolongada (Subharat et al.,, 2012). Adicionalmente, resulta
importante mencionar que, la duracibn de dos meses de la presente fase
experimental fue un periodo corto, el cual no permitié registrar la progresion y

afectacion de PTB en carneros en estado subclinico.

De igual manera, de Silva et al., (2018) indicaron que una enfermedad crénica como
la PTB, requiere de afios para desarrollarse bajo condiciones naturales, por lo que
un experimento con duracion de 12 meses es realmente un periodo muy corto. Por
lo tanto, la duracion del presente estudio no permiti6 mostrar si PTB en estado
subclinico afecta a los carneros en variables productivas y reproductivas. No
obstante, es importante resaltar el riesgo que representa el utilizar sementales
infectados naturalmente, debido a que éstos pueden propagar la infeccion, a pesar
de que no muestren ningun signo clinico y ninglin cambio en las variables seminales
durante su vida productiva, tal y como es con los resultados de este estudio con
carneros Pelibuey. Ademas, esto representa un contratiempo para controlar la
infeccion, ya que el MAP se elimina a través de las heces (Windsor y Whittington,
2010; Pritchard et al., 2017). Como consecuencia, se puede generar transmision
horizontal de MAP de individuos infectados a sanos, la cual se adquiere por las vias
fecal-oral con el consumo de calostro, agua, insectos, via sexual e inclusive, la
transmision vertical por la via transplacentaria (Khol et al.,, 2010, Windsor y
Whittington 2010, Rindi y Garzelli 2014). Cabe mencionar que, cuando un animal se
encuentra en estado clinico de la enfermedad, éste puede excretar entre 1.3x10°y
5.9x10° microorganismos por gramo de materia fecal (Manning y Collins 2001). Esta

cantidad de microorganismos es alta, debido a que se ha reportado la infeccion
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experimental con tan solo 102 organismos via oral en corderos, los cuales
presentaron lesiones microscoépicas en intestino (Clarke, 1997). Adicionalmente a
este hecho, se ha reportado que un animal en estado clinico tiene el potencial para
infectar a 25 animales (Garcia y Shalloo 2015). Por su parte, Eppleston y Whittington
(2001) indicaron que ovinos infectados pueden portar MAP en semen, por lo cual,

estos ovinos pueden transmitir la infeccidon horizontalmente.

Por lo tanto, cualquier posibilidad de propagar PTB es motivo de gran preocupacion,
ya que causa grandes pérdidas econdmicas y representa un riesgo para la salud
publica, porque esté relacionada con la enfermedad de Crohn en humanos (Ghadiali
et al., 2004; Garcia y Shalloo 2015, ). De tal manera, Jaimes et al., (2008) indican
que el control de la enfermedad en los rumiantes domésticos depende de la
deteccidn oportuna y de la eliminacion de los animales afectados, aunque esto se
ve limitado por la falta de un diagnéstico adecuado. Por lo tanto, es necesario
implementar estrategias de deteccion, control y de vigilancia del MAP, a pesar de
qgue los carneros infectados con PTB en estado subclinico, tengan la capacidad

reproductiva y estén aptos fisiolégicamente.
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CAPITULO 2. RESTRICCION ALIMENTICIA Y SU EFECTO EN LA
MANIFESTACION DE SIGNOS CLINICOS DE PARATUBERCULOSIS EN
SEMENTALES OVINOS

2.1 RESUMEN

En los ovinos, la paratuberculosis (PTB) es provocada por el agente causal
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), la cual genera una
enfermedad cronica consuntiva incurable asociada a diarrea cronica o intermitente,
sindrome de malnutricién, pérdida de peso y eventualmente la muerte. Se ha
indicado que algunos factores tales como desnutricién, infeccion parasitaria, viral o
bacteriana, ocasionan estrés y pueden influir en la transicion del estado subclinico
al estado clinico de paratuberculosis. Asi, una alimentacion con nivel nutricional bajo
es un factor de estrés comun en las unidades de produccion intensiva, lo cual
genera inmunosupresion. De esta manera, con el fin de evaluar el efecto de la
restriccion alimenticia en la manifestacion de signos de PTB en carneros en estado
subclinico, se proporcioné alimentacién exclusivamente con heno de avena (Avena
sativa) durante dos meses a ocho carneros de raza Pelibuey con un peso de 53.58
kg (x 3.26) y con 2.91 afios de edad (x 0.59). El diagndstico de la PTB se realizo
mediante pruebas de serologia en sangre y molecular en heces. Los resultados de
ambas pruebas diagndésticas se registraron al inicio y al final de alimentacion con
bajo nivel nutricional, asi como el peso corporal, la presencia o ausencia de
caquexia, de heces pastosas y diarrea. La restriccion alimenticia a base de heno de
avena favorecio la transicion del estado subclinico al clinico de paratuberculosis; la

presencia de heces pastosas aumenté en 42.9 %, se genero diarrea en 28 % vy al
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final del periodo de la restriccion alimenticia, la pérdida de peso promedio en los

carneros fue de 20.3 %.

Palabras clave: Paratuberculosis ovina, desnutricion, signos clinicos.

2.2 INTRODUCCION

La paratuberculosis (PTB o enfermedad de Johne) es una infeccion intestinal
causada por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) (Dukkipati et al.,
2016), micobacteria intracelular de lento crecimiento (Ayele et al., 2001). La PTB es
una enteritis crénica a la que los rumiantes son particularmente susceptibles y
compromete el bienestar animal (Pritchard et al., 2017), causa diarrea crénica o
intermitente, hipoproteinemia, pérdida de peso y eventualmente la muerte (Chiodini
et al., 1984). La PTB tiene una distribucion mundial y su prevalencia varia del 5 al
25 % (Martinez-Covarrubias et al., 2012) y en México estd ampliamente distribuida,
con una tasa de prevalencia del 5 al 30 % (Guzman-Ruiz et al., 2016). Los reportes
indican que los signos clinicos generalmente se presentan entre los 2 y 5 afios de
edad en bovinos y ovinos (Verin et al., 2016). Las lesiones que ocasiona MAP
pueden presentarse 12 meses antes de que los signos de PTB sean evidentes
(Mcgregor et al., 2015). En un inicio, las lesiones se desarrollan en ileon, yeyuno,
intestino delgado terminal, ciego, colon y nddulos linfaticos mesentéricos (Clarke,

1997).
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Debido al curso lento y crénico que caracteriza a esta enfermedad, se diferencian
tres fases desde un punto de vista clinico: periodo silente (1), fase subclinica (II) y
fase clinica (lll) (Koets et al., 2015). Las pruebas actuales de diagndstico presentan
dificultad para lograr la deteccidn de la infeccion en la etapa | y no detectan a
muchos animales infectados de forma subclinica en la etapa Il. Por esta razon, se
recomienda hacer uso de mas de una prueba confirmatoria para realizar un
diagnostico adecuado de PTB (Ayele et al., 2001). El ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas (ELISA) es la prueba utilizada con mayor frecuencia, por su costo
comparativamente bajo y el menor riesgo para contaminar las muestras durante la
recoleccion (Stau et al., 2012). Sin embargo, a pesar de que ELISA presenta alta
especificidad (85-100 %), no es una prueba perfecta, ya que depende del Kit, de la
especie y de la etapa de infeccion en que se encuentre el animal, lo cual puede
disminuir la sensibilidad a un 50 % (Begg et al., 2015). Otra alternativa a la prueba
serologica es el diagnostico molecular, la prueba de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) con iniciadores para la secuencia nucleotidica 1S900, la cual es
considerada especifica para el genoma de MAP. El efectuar esta técnica permite
obtener un diagnadstico rapido y tiene la ventaja adicional de detectar cepas que son

incultivables (Kaur et al., 2011).

Por otro lado, los factores que ocasionan estrés, como la desnutricion, infeccion
parasitaria, viral o bacteriana, pueden influir en la transicion del estado subclinico
al estado clinico de PTB (Ayele et al., 2001). En las hembras, la regulacién inmune
durante la gestacion para no rechazar el embrion, parece favorecer la proliferacion

de infeccion y la seroconversion de animales que se infectaron a temprana edad
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(Kostoulas et al., 2006). Por su parte, Feola et al. (1999) en estudios in vitro
encontraron que, la prolactina y la hormona del crecimiento, disminuyen la
capacidad de los macrofagos bovinos para controlar el crecimiento de MAP
intracelular. En consecuencia, se puede suponer que las fluctuaciones en los niveles
circulantes de estas hormonas que ocurren durante el parto y la lactancia, genera
que los fagocitos sean permisivos al crecimiento intracelular de MAP. Pero en el
caso de los machos, la expresién de signos clinicos puede ser debido a los factores
gue generan inmunosupresion, tal es el caso de proporcionar una alimentacion con
un nivel nutricional bajo, el cual es un factor de estrés comun en las unidades de

produccion intensiva (Quist et al., 2002).

En este contexto, el creciente uso de esquilmos agricolas en la alimentacion del
ganado, se debe a que se trata de una fuente de energia abundante, y de bajo costo
(Yescas et al., 2004). En México, el uso de estos esquilmos es comun en el periodo
de sequia (SIAP, 2012). De tal manera que, son la base de la alimentacion del
ganado, sobre todo en época de escasez de forraje verde (Reyes-Muro et al., 2013).
Sin embargo, estos esquilmos presentan una digestibilidad baja y un valor
nutrimental insuficiente, ocasionado por su alto contenido de fibra (estado de
lignificacion) (Fuentes et al., 2001). Adicionalmente, se ha registrado el 1.3 % de
mortalidad debido a la malnutricion y el 6.2 % debido a la PTB en granjas de ovinos
en diferentes épocas del afio. La desnutricion ocasiond mayor mortalidad en
invierno (67 %), debido a la escasez en calidad y cantidad del forraje en el verano
(Bush et al., 2006). A pesar de que se ha relacionado a la PTB con la desnutricion,

hasta el momento no existe literatura que indique cémo la alimentacion con nivel
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nutricional bajo, puede inducir la expresion de signos clinicos propios de la PTB en
carneros. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de
restriccién alimenticia a base de heno de avena (avena sativa) en la manifestacion
de signos clinicos de paratuberculosis en carneros Pelibuey infectados

naturalmente.

2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Ubicacion del estudio

El experimento se realizo en corrales de observacion y aislamiento pertenecientes
al rebafio de ovinos del campus Cordoba del Colegio de Postgraduados (COLPOS);
unidad de investigacion y estudio con antecedentes de prevalencia de PTB, lo cual
permite realizar protocolos de control y prevenciéon de ovinos infectados
naturalmente. Localizado sobre la carretera federal Cordoba-Veracruz, km 384,
congregacion Manuel Ledn, Municipio de Amatlan de los Reyes, Veracruz, con
localizacion geografica en 18°5120" Ny 96°51'37" O a una altitud de 720 m, el clima
es calido subhumedo, con temperatura promedio de 18 °C, con precipitacion anual
de 1,807.3 mm (Garcia 2004). Durante el desarrollo del experimento, los carneros
se alojaron en dos corrales separados por grupo, en instalaciones diferentes, para
evitar una posible infeccion, bajo las mismas condiciones de manejo de tipo

intensivo.
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2.3.2 Animales

Se utilizaron ocho carneros de raza Pelibuey, de los cuales siete fueron
diagnosticados con PTB en etapa subclinica y un carnero no infectado, el cual fue
utilizado como testigo negativo. El peso y edad promedio de los ovinos fue de 57.23
+1.73 kg y 2.91 + 0.17 afos, respectivamente. El experimento fue disefiado bajo
los criterios de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) sobre
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio en concordancia a las regulaciones para el uso y cuidado de animales
de investigacion, aprobado por el Consejo General Académico del Colegio de

Postgraduados, México.

2.3.3 Colecta de muestras

Las muestras de sangre (5 mL) se colectaron via puncion de la yugular,
posteriormente, se realizé centrifugacion (1000 x g durante 10 min) para recuperar
el suero en tubos colectores estériles de 2 mL. La colecta de heces se realizo con
guante y bolsa colectora estéril via rectal, las muestras de heces (20 g) se pusieron
en tubos colectores estériles de 50 mL. Las muestras de suero y de heces se
almacenaron a -20 °C, para su posterior procesamiento en el laboratorio en el
Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria (CENID)-Microbiologia Animal, del

Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).
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2.3.4 Diagnostico de PTB

Las pruebas de diagnostico fueron la PCR anidada (nPCR) para detectar MAP en
heces, y la prueba seroldgica ELISA para detectar anticuerpos especificos para
MAP en suero de sangre. Las pruebas de diagnostico y el reporte de signos clinicos

se realizaron al inicio y al final de la prueba.

2.3.5 Andlisis seroldgico

Se realiz6 la prueba de ELISA para la determinacién de anticuerpos en muestras de
suero, segun la metodologia descrita por Martinez-Covarrubias et al. (2012). Esta
prueba tuvo una sensibilidad del 79.31 % y una especificidad del 82.25 %, en donde
los valores mayores a 0.196 densidades Opticas fueron considerados como

positivos.

2.3.6 Extraccion de ADN y procedimiento de PCR anidada

Se realizé la extraccion de ADN a partir de muestras de heces, con el kit comercial
BDtract™ Genomic, utilizando el protocolo del fabricante. Las condiciones del
Master Mix y de la amplificacion para nPCR fueron realizadas, segun el protocolo
de Martinez-Covarrubias et al., (2012), con cebadores para la secuencia de
insercién 900 (IS900), con una sensibilidad del 67 % y una especificidad del 84 %.
Los iniciadores para la primera y segunda reaccion fueron considerados aquellos
segun Erume et al., (2001); para la primera reaccion: Paratbl (5-TGA TCT GGA
CAA TGA CGG TTA CGG A-3") y Paratb 4 (5"-CGC GGC ACG GCT CTT GTT-3"),
con la cual se obtuvo un producto de 563 pares de bases (pb). Para la segunda

reaccion, se utilizaron los cebadores Paratb 2 (5-GCC GCG CTG CTG GAG TTG
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A-3) y Paratb 3 (5"-AGC GTC TTT GGC GTC GGT CTT G-3"), con los cuales se
obtuvo un producto final de 210 pb. Se utiliz6 ADN de una cepa de MAP (ATCC
#700535) como testigo positivo. El producto de amplificacion esperado se visualizo
en gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio. La electroforesis se realiz6
en una camara horizontal modelo Horizon 11.14 (Life Technologies®). Las
condiciones de la electroforesis fueron de 45 min a 87 voltios. El gel se observo en
un transiluminador (modelo Gel Doc 2000, Marca Bio Rad® de luz ultravioleta) y la

imagen se capturé por computadora con el programa Quatitvone.

2.3.7 Alimentacion

La alimentacion fue equivalente para todos los carneros, infectados y testigo, ya que
se les proporcion6 exclusivamente heno de avena molida (2 kg animal * dia ) y
agua ad libitum. El andlisis bromatoldgico, realizado en el Laboratorio de Nutricion
Animal perteneciente al Colegio de Postgraduados, estimo los siguientes valores:
materia seca 92.1 %, proteina 5.1 %, Energia Metabolizable de 1.50 Mcal kg* (NRC,

1989), MS, (AOAC, 2012), Fibra 41.1 % y FDN 72.3 % (Van Soest et al., 1991).

2.4 RESULTADOS

En el Cuadro 3.1 se aprecian los resultados de la prueba de diagndstico molecular
con nPCR, realizada en heces de los siete carneros infectados con PTB y del
carnero utilizado como testigo negativo. Asi mismo, los resultados de la prueba de
ELISA, realizada en suero, al inicio y al final del periodo de alimentacion con paja
de avena durante dos meses. Se obtuvo el 100 % de pruebas positivas con nPCR,
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en heces, al inicio y al final del periodo de restriccion alimenticia. Sin embargo, la
prueba ELISA estimo valores positivos al inicio de la prueba en un 57.1 %, pero al
final de la restriccion, solo se reporta un 42.8 %, dado que no se incluyen los
resultados serolégicos de dos carneros, debido a su muerte durante la ultima

semana del experimento.

Cuadro 3.1. Resultados obtenidos por nPCR y ELISA en carneros Pelibuey
infectados naturalmente con PTB, al inicio y al final de la restriccion

alimenticia.
Inicio Final
Identificacion
de carneros nI;CR en ELISA nPCR en ELISA
eces heces

1 + + + N/D
2 + + + N/D
3 + + + +
4 + - + -
5 + + + +
6 + - + +
7 + - + -

N - - - -

“+" Corresponde al resultado positivo, "-" corresponde al resultado negativo, en las
pruebas diagndésticas de PTB.

En el Cuadro 3.2 se reportan los signos clinicos y la pérdida de peso (%), al inicio y
al final del periodo de alimentacibn con heno de avena, en los siete carneros
infectados y del carnero usado como testigo negativo. Al inicio de la restriccion
alimenticia, ningan carnero mostré signos clinicos evidentes de PTB como caquexia
ni diarrea, solo dos carneros mostraban heces pastosas (28.5 %). Sin embargo, al
final del periodo de restriccién, el 71.4 % de los carneros presentaron heces

pastosas; es decir, se tuvo un incremento del 42.9 % en la manifestacion de éste
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signo clinico; mientras tanto, solo el 28 % de los carneros presentaron diarrea al
final del experimento. Adicionalmente, los carneros infectados perdieron en
promedio un 20.3 % de su peso vivo, durante los dos meses que duroé el periodo de

alimentacion con paja de avena.

Cuadro 3.2. Signos clinicos y pérdida de peso de carneros Pelibuey infectados

naturalmente con PTB, al inicio y al final de la alimentacion con paja de avena.

Inicio Final

Identificacion Pérdida
carneros Caquexia Heces Diarrea Caquexia Heces Diarrea de peso

pastosas pastosas (%)

1 . + - + + + 22.6

2 _ + - + + + 18.8

3 - - - - - - 20.7

4 _ ] ] - - - 14.1

5 - - - + + - 22.0

6 - - - - + - 21.5

7 - - - - + - 22.2

N - - - - - - 19.9

"+ observacion positiva, “-* observacién negativa, durante la valoracion de signos

clinicos de PTB.

2.5 DISCUSION

Al inicio y al final de la restriccion alimenticia, los siete carneros Pelibuey infectados
mantuvieron el resultado positivo con la prueba diagnostica de la nPCR. Esto es
debido a que los animales eliminan grandes cantidades de bacilos en heces, ya que
un animal infectado puede excretar entre 1.3x10° y 5.9x10° microorganismos por
gramo de materia fecal (Manning et al., 2001), a pesar de la excrecion intermitente
del bacilo (Jaimes et al., 2008). Por su parte, la prueba de ELISA estimo 57.1 % de
carneros positivos al inicio de la restriccién, pero al final de la prueba solo se obtiene
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42.8 % de sementales positivos, debido a la muerte de dos carneros. Esta situacion
no permitio aplicar la prueba serologica en todos los carneros; razén por la cual se
obtuvo un menor porcentaje de diagndsticos positivos con esta prueba en

comparacion con la nPCR.

En general, el bajo porcentaje de la deteccion de PTB por ELISA, posiblemente se
deba a que la produccion de anticuerpos resulta afectada debido a la pérdida de
respuesta inmune ante la infeccion; esta actividad supresora, llamada anergia, se
presenta cuando los animales son viejos o la infeccidn esta en su etapa final (Jaimes
et al., 2008). Por lo tanto, el hacer uso de técnicas de diagndéstico en conjunto
permitié detectar convenientemente la PTB, lo cual es importante para contener la
dispersién de la enfermedad, ya que actualmente se estima que por cada caso
clinico detectado, hay al menos otros 25 animales que pueden estar infectados, sin

expresar signos clinicos (Whitlock y Buergelt, 1996).

En el presente estudio, la restriccion alimenticia con heno de avena afect6 al carnero
utilizado como testigo negativo, ya que mostré pérdida de peso del 19.9 % debido
la subnutricién, dado que los animales alimentados con esquilmos agricolas, no
pueden mantener su peso corporal (Reyes-Muro et al., 2013). Sin embargo, a pesar
de esta pérdida de peso significativa, este carnero Pelibuey no presento los signos
clinicos caracteristicos de la PTB; ademas, conservo sus resultados negativos con
NPCR y ELISA. Por su parte, los carneros Pelibuey infectados perdieron en
promedio 20.3 % de su peso vivo Respecto a esta variable, Mcgregor et al. (2015)

reportaron pérdida de peso en ovejas infectadas de raza Merino, durante un estudio
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longitudinal de tres afios, las cuales presentaron disminucion de hasta 5 kg en PV.
La pérdida de peso fue atribuida a los efectos de las lesiones ocasionadas por MAP,
las cuales generalmente ocurren a los dos afios post exposicion. Asi mismo, se ha
reportado que el estrés generado por la desnutricion, afecta en la disminucion de
las subpoblaciones de linfocitos (Pollock et al., 1993). Esto podria favorecer a la
generacion de lesiones de MAP, debido a que los linfocitos localizados en las placas
de Peyer son los responsables de la produccion de citocina, la cual activa a los
macrofagos responsables para limitar el crecimiento de las micobacterias (Martinez
y Gordon, 2014). Sin embargo, en el presente estudio la expresion de signos clinicos
aumento al final de los dos meses de la alimentacién con bajo nivel nutricional, de
tal manera que, en un inicio, solo dos carneros mostraban heces pastosas (28.5 %).
Sin embargo, al final del periodo de restriccion, el 71.4 % de los carneros
presentaron heces pastosas. La expresion de signos clinicos posiblemente se deba
a que se dio aumento en la cantidad de las lesiones que genera MAP, como la
hipertrofia difusa ocasionada en la mucosa del yeyuno e ileon, la cual provoca
engrosamiento macroscopico de la pared intestinal debido a la distribucién de las
lesiones granulomatosas. Estas lesiones generan mala absorcion de los
nutrimentos, motivo que genera la forma clinica de PTB; por lo tanto, se genera
pérdida en condicién corporal (Clarke 1997, Jaimes et al., 2008, Rocca et al., 2010).
Al respecto, Clarke (1997), indican que los animales afectados presentan diarreas
severas, emaciacion y, finalmente, la muerte. Esta situacion se observo en el
presente estudio, ya que los borregos que manifestaron diarrea (28 %, al final de la
fase de restriccion), fueron los que fallecieron de manera natural al final del

experimento. Esto coincide con lo reportado por Verin et al. (2016) y Sharifzadeh et
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al. (2010), quiénes indicaron gue la diarrea no es un signo constante en pequefios
rumiantes. Por su parte, Ayele et al. (2001) afirmaron que la alimentacion con bajo
nivel nutricional influye en la evolucion del estado subclinico al estado clinico de
PTB. Sin embargo, éste es el primer estudio que reporta la utilizacion de una
restriccion alimenticia con heno de avena, para generar la manifestacion de signos
clinicos de PTB. Por lo tanto, falta generar informacion sobre los mecanismos
fisiologicos implicados durante la evolucion de la enfermedad, por efectos de una
alimentacion con bajo nivel nutricional, ya que aun es escasa la informacién
respecto al tema y por el momento no hay tratamiento que sea efectivo para los
animales infectados (Garcia y Shalloo, 2015). Es importante mencionar que el
control de la enfermedad en los rumiantes domésticos depende de la deteccidn
oportuna y de la eliminacion de los animales afectados, aunque esto se vea limitado
por la falta de un diagnéstico adecuado. Por ello, es necesario implementar
estrategias de deteccion, control y de vigilancia del MAP (Jaimes et al., 2008).
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CAPITULO 3. DETECCION DEL Mycobacterium avium SUBSP. paratuberculosis EN
TEJIDO REPRODUCTIVO Y SEMEN DE CARNEROS INFECTADOS
NATURALMENTE

3.1 RESUMEN

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) es el agente causal de la
paratuberculosis (PTB), enfermedad que ocasiona sindrome de mala absorcion de
los nutrientes, pérdida de peso y eventualmente la muerte. El intestino es el 6rgano
blanco donde se desarrolla la infeccion; sin embargo, en ovinos hay evidencia de la
infecciébn de MAP en sitios extraintestinales. La finalidad del estudio fue identificar
la presencia de MAP en tejido reproductivo y semen de carneros Pelibuey infectados
naturalmente en estado subclinico de PTB. Se utilizaron siete carneros en estado
clinico, positivos por serologia, nPCR y cultivo bacteriolégico y un carnero no
infectado de raza Pelibuey, con peso y edad promedio de 57.23 £+ 1.73 kgy 2.91 +
0.17 afios, respectivamente. Se identifico la presencia de MAP en muestras de tejido
de bazo (14.3y 28.6 %), intestino delgado (42.9 y 57.1 %) y linfonodos mesentéricos
(42.9 y 42.9 %), con nPCR y cultivo, respectivamente. También se identifico en
tejido de epididimo (14.3 %), glandula de Cowper (28.6 %) y prostata (28.6 %),
utilizando NnPCR, pero sin deteccion en cultivo. Se identificé en tejido testicular en
un 28.6 % con ambas técnicas. Finalmente, se identific6 MAP en un 42.9 % de
muestras de semen con nPCR; sin embargo, no se detecto a través de cultivo. En
conclusion, se identifico la presencia de MAP en epididimo, glandula de Cowper,

prostata y testiculos de carneros Pelibuey.

Palabras clave: Mycobacterium paratuberculosis, tejido; semen, carnero Pelibuey.
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3.2 INTRODUCCION

La PTB o enfermedad de Jhone es cronica consuntiva e incurable, causada por el
MAP; micobacteria intracelular de lento crecimiento, gram positiva, anaerobia que
en su genotipo posee de 14 a 18 copias de un elemento de insercion llamado 1S900
(Ayele et al., 2001, 2004). Enfermedad propia de rumiantes (Garcia y Shalloo, 2015),
aunque también infecta a monogastricos y aves silvestres (Ayele et al., 2001; Pieper
et al., 2014), que causa gastroenteritis cronica granulomatosa con linfangiectasis y
linfangitis; lesiones que generan la aparicion del sindrome de mala absorcion de los
nutrientes, pérdida de peso, diarrea cronica o intermitente, causa debilitamiento y
eventualmente la muerte (Chiodini et al., 1984; Whittington et al., 2012; Mcgregor et
al., 2015). La via fecal-oral es la ruta principal para la transmision de MAP
(Whittington y Windsor, 2009), sea en la lactancia o por consumo de forraje
contaminado (Chiodini et al., 1984; Windsor y Whittington, 2010). La PTB tiene una
fase subclinica crénica (Subharat et al., 2012) y factores como estrés, infeccion
parasitaria, viral o bacteriana, influyen en la transiciébn del estado subclinico al
estado clinico (Ayele et al., 2001), con un periodo de incubacién cercano a los dos

afos en los pequefios rumiantes (Whittington et al., 2012).

Inicialmente, la PTB genera lesiones restringidas a las paredes del intestino delgado
y nodulos linfaticos mesentéricos, pero cuando la enfermedad progresa, se genera
inflamacion difusa granulomatosa, con numero variable de bacilos acido-alcohol
resistentes (BAAR). Asi, las lesiones se desarrollan en ileon, yeyuno, intestino
delgado terminal, ciego y colon (Clarke, 1997; Sigurdardottir et al., 2004). No

obstante, MAP puede diseminarse a sitios extraintestinales como el tracto
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reproductivo y semen en toros (Larsen y Kopecky, 1970; Larsen et al., 1981; Ayele
et al., 2004; Khol et al., 2010) y semen de carneros (Eppleston y Whittington, 2001),
pero aun no se ha reportado en tejido reproductivo de ovinos. Sin embargo, los
organos reproductivos infectados no presentan respuesta inflamatoria (Buergelt et
al., 2004). A pesar de no observarse lesiones histolégicas en testiculo de bovino, se
ha logrado determinar la presencia de MAP en dicho tejido, con la técnica de cultivo

y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Glawischnig et al., 2004).

De esta manera, el uso de sementales infectados en tejido reproductivo y semen
representa un riesgo de transmision horizontal via sexual para la diseminacion del
MAP, por ser un reservorio extraintestinal (Buergelt et al., 2004). Por lo tanto, la
posibilidad de propagar PTB por via semen es motivo de preocupacion para el
sector ganadero, por las pérdidas econdmicas Yy el riesgo para la salud publica, al
relacionarse con la enfermedad de Crohn en humanos (Ghadiali et al., 2004). En
México no se realiza un control sanitario en los programas de mejoramiento genético
para certificar que el semen de ovinos se encuentre libre de MAP, posiblemente sea
porque la PTB ovina ha recibido poca atencion. No obstante, la PTB avanza
lentamente en las poblaciones de pequefios rumiantes, a menos que se introduzcan
medidas de manejo, ya que la acumulacion de infeccion por MAP en la poblacién
aumentara cada vez mas (Windsor, 2015). Por lo tanto, el objetivo del presente
estudio fue identificar la presencia de MAP en tejido reproductivo y semen de

carneros Pelibuey infectados en estado clinico de PTB.
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3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Area de estudio

El experimento se realizo en corrales de observacion y aislamiento pertenecientes
al rebafio de ovinos del campus Cordoba del Colegio de Postgraduados (COLPOS);
unidad de investigacion y estudio con antecedentes de prevalencia de PTB, lo cual
permite realizar protocolos de control y prevencidon de ovinos infectados
naturalmente. Localizado sobre la carretera federal Cordoba-Veracruz, km 384,
congregacion Manuel Ledén, Municipio de Amatlan de los Reyes, Veracruz, con
localizacion geografica en 18°51'20" Ny 96°51'37" O a una altitud de 720 m, el clima
es templado regular, con temperatura promedio de 18 °C, con precipitacion anual
de 1,807.3 mm (Garcia, 2004). Los carneros se alojaron en instalaciones diferentes,
en corrales separados por grupo, para evitar una posible infeccion, bajo las mismas

condiciones de manejo de tipo intensivo.

3.3.2 Animales

Se utilizaron ocho carneros de raza Pelibuey, de los cuales siete fueron
diagnosticados con PTB y un carnero no infectado, el cual fue utilizado como testigo
negativo. Las pruebas de diagnéstico fueron PCR anidada (nPCR) y cultivo
bacteriol6gico, para detectar MAP en heces. Y la prueba serolégica ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) para detectar anticuerpos. El peso y
edad promedio de los ovinos fue de 57.23 + 1.73 kg y 2.91 + 0.17 afos,
respectivamente. El experimento fue disefiado bajo los criterios de la Norma Oficial

Mexicana (NOM-062-Z00-1999) sobre especificaciones técnicas, para la
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produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio en concordancia a las
regulaciones para el uso y cuidado de animales de investigacion, aprobado por el
Consejo General Académico del Colegio de Postgraduados, México. Ademas, bajo
las especificaciones de la Norma Oficial Mexica (NOM-033-Z0O0-1995) para el

sacrificio de los animales utilizados.

3.3.3 Colecta de muestras

Las muestras de sangre (5 mL) se colectaron via puncion de la yugular.
Posteriormente, se realiz6 centrifugacion (1000 x g durante 10 min) para recuperar
el suero en tubos colectores estériles de 2 mL. La colecta de heces se realiz6 con
guante y bolsa colectora estéril via rectal. La colecta de semen se realizé por medio
de vagina artificial, de acuerdo al protocolo propuesto por Bergstein-Galan et al.
(2017). Antes de iniciar la colecta de semen, se realizo recorte de pelos prepuciales,
el lavado prepucial se realiz6 con jabon liquido antiséptico y desinfectante
(Dermocleen MR), Se utiliz6 una colecta de semen por carnero, para realizar cultivo
y extraccion de ADN. Para realizar la colecta de los tejidos, se realizé el sacrificio
de los carneros en condiciones humanitarias, bajo las especificaciones de la Norma
Oficial Mexica (NOM—033-Z00-1995), con una sobredosis de barbitirico (T61®,
Intervet, S.A., México) via intravenosa. Al momento de realizar la colecta de tejido
de cada muestra, se utilizé bisturi, pinzas y guantes nuevos para evitar la
contaminacion cruzada. Las muestras de tejido (20 g) se maceraron en condiciones
estériles y se colocaron en tubos colectores estériles de 50 mL. Finalmente, el
almacenamiento de las muestras de suero, heces, tejido (bazo, intestino, linfonodos
mesentéricos, epididimo, glandula de Cowper, proéstata, testiculos) y semen se
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efectué a -20 °C, para su posterior procesamiento en el laboratorio del Centro
Nacional de Investigacion Disciplinaria (CENID)-Microbiologia Animal, del Instituto

Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

3.3.4 Andlisis seroldgico

Se realizo la prueba de ELISA para la determinacion de anticuerpos en muestras de
suero, segun la metodologia descrita por Martinez-Covarrubias et al. (2012). Esta
prueba tiene una sensibilidad del 79.31 % y una especificidad del 82.25 %, en donde

los valores mayores a 0.196 densidades Opticas se consideraron como positivos.

3.3.5 Extraccion de ADN y procedimiento de PCR anidada

Se realizo la extraccion de ADN a partir de muestras de heces, tejidos y semen, con
el kit comercial, Kit BDtract™ Genomic, utilizando el protocolo del fabricante. Las
condiciones del Master Mix y de la amplificacion por nPCR para todas las muestras
fueron las mismas, segun el protocolo de Martinez-Covarrubias et al. (2012), con
cebadores para la secuencia de insercién 900 (IS900), en las muestras de ADN de
heces, tejidos y semen. Los cebadores para la primera y segunda reaccion fueron
los recomendados por Erume et al. (2001); para la primera reaccién: Paratbl (5-
TGATCT GGACAATGACGG TTACGG A-3") y Parath 4 (5"-CGC GGC ACG GCT
CTT GTT-3"), con la cual se obtuvo un producto de 563 pares de bases (pb). Para
la segunda reaccién, se utilizaron los cebadores Paratb 2 (5"-GCC GCG CTG CTG
GAG TTG A-3") y Paratb 3 (5"-AGC GTC TTT GGC GTC GGT CTT G-3"), con los
cuales se obtuvo un producto final de 210 pb. Se utilizé ADN de una cepa de MAP

(ATCC #700535) como testigo positivo. El producto de amplificacion esperado se
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visualizo en gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio. La electroforesis
se realizd en una camara horizontal modelo Horizon 11.14 (Life Technologies®). Las
condiciones de la electroforesis fueron de 45 min a 87 voltios. El gel se observo en
un transiluminador (modelo Gel Doc 2000, Marca Bio Rad® de luz ultravioleta) y la

imagen se capturé por computadora con el programa Quatitvone.

3.3.6 Cultivo de MAP

El aislamiento bacteriologico se realiz6 de acuerdo al protocolo de Martinez-
Covarrubias et al. (2012), donde las muestras de tejido y semen fueron
descontaminadas con el metodo acido alcali y se sembraron por duplicado en medio
de cultivo Herrorld, adicionado con yema de huevo y micobactina (2 mg/L, Allied
Monitor Inc.). La incubacion fue a 37 °C durante un periodo de 14 semanas. Para

confirmar la presencia de BAAR, se realiz6 una tincion de Ziehl-Neelsen (ZN).

3.4 RESULTADOS

La nPCR permitié identificar la presencia de MAP en semen de los carneros
infectados, al visualizar una banda de 210 pb en los productos amplificados (Figura
3.1). El 42.9 % de las muestras de ADN obtenidas a partir de semen fueron positivas
a nPCR. Sin embargo, no se obtuvo resultados positivos a MAP en semen con la

técnica de cultivo (Figura 3.1; d).
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Figura 3.1. Amplificacion de ADN por nPCR en muestras de semen proveniente de
carneros infectados con PTB en electroforesis en gel de agarosa (1.5 %).
Carriles: M: marcador molecular 50 pb; P: testigo positivo (ADN de MAP
ATCC #700535); N: testigo negativo ADN de semen de carnero;
muestras de ADN de semen de los animales incluidos en el experimento:
1 (positivo), 2 (negativo), 3 (positivo), 4 (negativo), 5 (positivo), 6 y 7
(negativos).

Para determinar la presencia de BAAR, se realiz6 la tincion de ZN (Figura 3.2) a
partir de los aislamientos obtenidos de los cultivos bacteriolégicos de tejido digestivo
(a), linfatico (b), reproductivo (c) y semen (d). Las tinciones demostraron un 22.4 %
de presencia de BAAR en todos los tipos de tejido, pero no se mostrd crecimiento

de MAP en las muestras de semen (d).
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Figura 3.2. Tincién de Ziehl-Neelsen (ZN) a partir de los aislamientos obtenidos de
los cultivos bacteriolégicos, de: a) intestino, b) linfonodos mesentérico, c)
testiculo y d) semen. Las flechas en color rojo indican la presencia de
BAAR. Barra escala = 10 pym.

Se identifico la presencia de MAP en muestras de tejido de bazo (14.3 % y 28.6 %)
e intestino delgado (42.9 % y 57.1%) por nPCR vy cultivo, respectivamente. Para el
caso de tejido de los linfonodos mesentéricos, la presencia de la micobacteria fue
del 42.9 % con ambas técnicas. Asi mismo, se identific6 en muestras de tejido
reproductivo; 14.3 % en epididimo y el 28.6 % en glandula de Cowper y préstata,
con la prueba de nPCR. Sin embargo, en los cultivos realizados con estos tres
tejidos reproductivos, no se observo crecimiento de la micobacteria. En las muestras
de testiculos, se obtuvo un 28.6 % de presencia de MAP con ambas técnicas

(Cuadro 3.3).
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Cuadro 3.3. Presencia de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis en muestras de tejido y semen.

Linfonodos Epididimo Glandula Prostata  Testiculos Semen

Bazo Intestino de Cowper

Identificacion mesentericos
de carneros

PCR Cultivo nPCR Cultivo nPCR Cultivo nPCR Cultivo nPCR Cultivo nPCR Cultivo nPCR Cultivo nPCR Cultivo

N - - - - - - - - - - - - - - - -
1 + + + + + + + - + - - - + + + -
2 - - - - - - - - - - - - - - - -
3 - - + + + + - - + - + - + - + -
4 - - - - - - - - - - - - - - - -
5 - + - + + + - - - - - - - + + -
6 - - + + - - - - - - - - - - - -
7 - - - - - - - - - - - - - - - -

“+" = resultado positivo, - * = resultado negativo.
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3.5 DISCUSION

Cuando los rumiantes infectados naturalmente con PTB, presentan signos
clinicos, es de esperarse el establecimiento de MAP en intestino delgado,
especialmente en lamina propia y submucosa, asi como en la capsula y corteza
de los linfonodos asociados al intestino (Larsen et al., 1981; Whittington et al.,
2012; Garcia y Shalloo, 2015). De esta manera, el presente estudio indica que,
las muestras provenientes del intestino delgado presentaron el mayor nimero de
resultados positivos (57 % en cultivo y 42.9 % con nPCR). Este resultado
confirma que el tracto intestinal es el principal sitio de infeccion de PTB; no
obstante, MAP también ha sido aislado en sitios extraintestinales (Hasonova et
al., 2009), como la identificacién de MAP en bazo por nPCR (14.2 %)y por cultivo
(28.6 %) en este estudio. Para el caso de las muestras de linfonodos
mesentéricos del presente estudio, se identific6 MAP en un 42.9 % con ambas
pruebas. Este ultimo valor presentd una similitud con lo reportado por Hasonova
et al. (2009) y Hemalatha y Roy (2013), quiénes encontraron valores de 61.2 %
y 53 %, respectivamente. Esto es debido principalmente a que los linfonodos y
el intestino delgado, son los tejidos donde principalmente se desarrollan las
lesiones, como lo confirman Eppleston y Whittington (2001), quiénes reportaron
el cultivo de MAP a partir de muestras de linfonodos inguinales (72 %) e ileon
(100 %), en corderos en estado clinico de PTB. Es relevante enfatizar que la
presencia de MAP en sitios extraintestinales, posiblemente se deba a la difusion
a través de la sangre y del sistema linfatico (Buergelt et al., 2004), lo que permite

encontrar a la micobacteria en otros tejidos diferentes al intestinal.

Por lo tanto, MAP se puede identificar en otros sitios extraintestinales, tales como
en vesicula seminal y préstata (Larsen et al., 1982), en tejido testicular
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(Glawischnig et al., 2004) y semen de bovino (Larsen et al., 1981; Khol et al.,
2010). En el presente estudio, la prueba de nPCR detect6 MAP en muestras de
tejido de epididimo, glandula de Cowper y préstata; sin embargo, la técnica de
cultivo no permitié detectar resultados positivos a MAP en estos tejidos. Ello
indica que la técnica de nPCR fue mas sensible que la técnica de cultivo. De
acuerdo a lo sefialado por Nebbia et al. (2006), quienes sefialan que el cultivo
de MAP es una herramienta de diagndéstico poco sensible, sobre todo cuando las
micobacterias ya no son viables, en comparacion a las técnicas moleculares, las
cuales pueden contribuir a la identificacién del agente etiolégico aunque no esté
viable. Asi mismo, se ha reportado que el cultivo es capaz de ofrecer un
diagnéstico adecuado a partir de 10 organismos viables de la cepa de S de
MAP, en ovejas (Windsor, 2015). Mientras que Whipple et al. (1992) reportaron
que la PCR con cebadores IS900, es capaz de detectar infecciones con tan solo

10*unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo, en heces de bovinos.

En las muestras de tejido de testiculo, se identifico un 26 % de tejido infectado
por MAP con las pruebas de nPCR vy cultivo. Estas técnicas también han
revelado la presencia de la micobacteria en tejidos de testiculo provenientes de
un bovino en estado clinico, a pesar de que los tejidos no denotaban lesiones
clinicas; estos resultados exhiben la posibilidad de la transmision de MAP en
semen (Glawischnig et al., 2004). De igual manera, Larsen et al. (1982) y Ayele
et al. (2001) afirmaron que, toros diagnosticados en estado clinico pueden estar
infectados en varias partes de sus 6rganos reproductivos y, como consecuencia,
pueden portar la bacteria en semen, lo que podria convertir al semen en un
vector de trasmision horizontal. Asimismo, en ovinos en la etapa clinica de la

infeccion de PTB, Eppleston y Whittington (2001) obtuvieron aislamientos
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positivos en semen de ovinos (27 %), confirmando que la bacteria tiene la
habilidad de infectar el semen, a pesar de que no determinaron el origen de MAP.
Pero a diferencia del presente estudio, estos autores no reportaron resultados
positivos en 6rganos reproductivos. Esta diferencia en los resultados obtenidos
puede deberse a la cantidad de UFC viables presentes en las muestras de tejido
y semen. Adicionalmente, este es el primer estudio que confirma la presencia de
MAP con nPCR en epididimo, glandula de Cowper, prostata y testiculos en
ovinos de pelo en la etapa clinica de la infeccion de PTB. Sharifzadeh et al.
(2010) han discutido que la presencia de MAP en semen posiblemente se deba
a la habilidad del organismo para sobrevivir a tratamientos con antibioticos;
adicionalmente enfatizan en la propiedad de MAP para resistir a la
criopreservacion en nitrégeno liquido. En el presente estudid se determiné la
presencia de MAP con nPCR en el 42.9 % de las muestras de semen; sin
embargo, no se logro cultivar la bacteria en ninguna de las muestras de semen.
Este resultado coincide con lo reportado por (Khol et al.,, 2010), quiénes
reportaron la presencia de MAP en todas las muestras de semen de un bovino
con PCR y cebadores 1S900, pero no se reportd aislamiento de la micobacteria
en cultivo. Tal como sefalan los autores, esto posiblemente se deba al escaso
namero de bacterias presentes en el semen o a la baja viabilidad de las mismas,
causada por el proceso de descontaminacion de la muestra. Por otra parte, se
ha reportado que el proceso de congelacion y descongelacion de las muestras,
puede contribuir a la disminucion de la viabilidad de la micobacteria y, por
consecuencia, disminuye el subsecuente resultado positivo a MAP en cultivo
(Hasonova et al., 2009). No obstante, a pesar de que las micobacterias de las

muestras de semen utilizadas en este estudio no mostraron capacidad de
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replicacion en cultivo; la identificacion de MAP en semen por medio de nPCR,
revela el riesgo potencial de transmision horizontal hacia la hembra via semen,
lo cual ya ha sido considerado en bovinos (Larsen et al., 1981; Ayele et al., 2004).
Para comprobar el riesgo de transmision horizontal, se han inseminado vacas
con dosis de 5x108 UFC de MAP, veinticuatro horas después de la inseminacion
artificial o después de la monta natural, posteriormente se logré aislar esta
micobacteria en Utero y en cuernos uterinos durante la primera semana, en Gtero
y linfonodos pélvicos en la segunda semana (Perry et al., 2006). Por otra parte,
se tiene que considerar que este tipo de infeccidn, podria retardar los programas
de control de la enfermedad (Whittington y Windsor, 2009). Por lo tanto, se
recomienda implementar medidas de diagndstico y manejo oportuno, para
identificar y eliminar a los carneros que pueden ser la causa de propagacion o
permanencia de PTB en los rebafios donde sea requerido. El presente estudio
permiti6 identificar la presencia del Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis en tejido linfatico, tracto digestivo y semen y, por primera vez,
en tejido de epididimo, glandula de Cowper, préstata y testiculos de carneros

infectados naturalmente.
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CAPITULO 4. RIESGO E IMPACTO DEL Mycobacterium avium SUBSP.

paratuberculosis EN RUMIANTES (Propuesta para revision de literatura)

4.1 RESUMEN

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) es el agente causal de la
enfermedad de Johne (JD) o paratuberculosis (PTB), la cual es cronica
consuntiva, incurable y que afecta a bovinos, ovejas, cabras, asi como a otros
animales silvestres. Causa una severa enteritis crénica granulomatosa con
linfangiectasia y linfangitis asociada, cuya consecuencia final es la aparicién de
sindrome de malnutricién con pérdida de peso, diarrea cronica o intermitente y
eventualmente la muerte. El objetivo de la presente revision fue mostrar
evidencia del posible riesgo e impacto, en la salud animal y humana, que puede
generarse al hacer uso de rumiantes infectados con PTB. Ya que éstos podrian
ser un factor de diseminacién de la micobacteria al ambiente y a las crias, a
pesar de no presentar signos clinicos propios de la enfermedad. Por lo cual, la
diseminacién oportuna de PTB es motivo de interés principalmente para la
industria ganadera, asi como para el sector de salud publica, debido a que

actualmente no existe un tratamiento asertivo propio para la enfermedad.

Palabras clave: Paratuberculosis, = Mycobacterium  avium  subsp.

paratuberculosis, rumiantes.
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4.2 INTRODUCCION

MAP es conocido como el agente causal de la enfermedad de JD o PTB, siendo
MAP un bacilo acido alcohol resistente (BAAR) el cual fue observado por primera
vez por Johne y Frothingham en 1895, tras demostrar su presencia en la porcion
final del intestino delgado infectado en bovinos, el agente causal de PTB fue
universalmente reconocido como una micobacteria, la cual después de muchos
afos en su clasificacion, fue identificada como una subespecie con el nombre de
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Thorel et al., 1990). La
enfermedad de PTB, se encuentra presente a nivel mundial y ha sido reconocida
como una enfermedad altamente contagiosa (Chiodini et al., 1984). Que se
encuentra principalmente en rumiantes domésticos y silvestres (Windsor, 2015).
De igual manera, la PTB afecta a las especies no rumiantes silvestres como el
conejo salvaje europeo (Oryctolagus cuniculus) y en carnivoros (Carta et al.,
2013; Chiodini et al., 1984). Por lo tanto, los reportes de PTB en animales de
fauna silvestre también incluyen especies monogastricas, lo cual representa un
riesgo adicional en cuanto a la propagacion de la enfermedad (Whittington et al.,
2012). La epidemiologia de MAP esta ligada a las caracteristicas biologicas del
microrganismo, el cual es de lento desarrollo, posee alta resistencia ambiental,
es facultativo gram positivo, y para su crecimiento in vitro es dependiente de
micobactina (Ramirez et al., 2011). Entre las caracteristicas principales de la
patogénesis, esta la habilidad de la micobacteria para sobrevivir y replicarse
dentro del macrofago (Stempler y Mundo, 2010). La PTB tiene una distribucion
mundial y su prevalencia varia del 5 al 25 % (Martinez-Covarrubias et al., 2012).
Referente a México, la PTB esta ampliamente distribuida, los estudios indican

que la tasa de prevalencia se encuentra entre el 5y el 30 %, principalmente en
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bovinos, caprinos, ovinos y toros de lidia (Guzméan-Ruiz et al., 2016). Chavez-
Gris et al. (2004) reportaron prevalencia de PTB en los estados de Querétaro y
Guanajuato, del 4.4 % en ovinos (Ovies aries), y del 8.8 % en caprinos (Capra
hircus), usando la prueba de Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de
Restriccién (RFLP). Sin embargo, el carécter subclinico de la infeccién y los
escasos diagnoésticos hacen que la enfermedad esté subestimada en México,
causando un impacto negativo en la economia de las exportaciones ovinas
(Moron-Cedillo et al., 2013). La vigilancia del MAP esta basada en su deteccion
oportuna y control, para lo cual se necesitan técnicas de diagndstico especificas
que permitan localizar los focos de infeccién; sin embargo, esto ultimo se ve

limitado por falta de un diagndstico oportuno y adecuado (Jaimes et al., 2008).

Los signos clinicos usualmente se desarrollan en meses o afios después de la
exposicion inicial a MAP; con un periodo de incubacién cercano a los dos afios
en los pequefios rumiantes (Whittington et al., 2012). No obstante, esta
enfermedad avanza lentamente en las poblaciones, a menos que se introduzcan
intervenciones de manejo, ya que la acumulacién de infeccién en la poblacion
aumentara cada vez mas (Windsor, 2015). A pesar de que la enfermedad afecta
principalmente a rumiantes, se ha considerado el vinculo entre la enfermedad de
Johne y la enfermedad de Crohn en humanos, lo cual ha generado preocupacion
sobre la seguridad de productos lacteos (Ghadiali et al., 2004; Garcia et al.,
2015). Por lo tanto, el objetivo de la presente revision fue mostrar evidencia de
la trasmision horizontal y vertical de MAP y del posible riesgo e impacto, en la
salud animal y humana, que puede generarse al hacer uso de rumiantes

infectados con PTB.
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4.3 Mycobacterium avium SUBSP. paratuberculosis (MAP)

La PTB o enfermedad de Jhone es causada por el MAP; micobacteria intracelular
de lento crecimiento, Gram positivo, anaerobio (Ayele et al., 2001). Este bacilo
mide de 0.5 -1.5 pm de longitud, el organismo fue originalmente nombrado
Mycobacterium enteritidis chronicae pseudotuberculosae bovis johne, mas
recientemente fue llamado Mycobacterium avium subspecie paratuberculosis (M.
a. paratuberculosis) (Clarke, 1997). O simplemente MAP (Grant, 2005). En su
genotipo posee de 14 - 18 copias de un elemento de insercion llamado 1S900
(Ayele et al., 2004). MAP es resistente al secado, a condiciones acidas y a ciertos
desinfectantes, puede sobrevivir durante meses en el agua, el suelo y las heces
(Chiodini et al., 1984). Y también puede sobrevivir a tratamientos con antibioticos
y a procesos de congelacion (Khol et al., 2010). Debido a que la pared celular de
las micobacterias es compleja, relativamente impermeable y rica en lipidos, lo
que le da la propiedad de ser &cido alcohol resistente, la pared celular
comprende una capa interna de peptidoglicano, una bicapa asimétrica
intermedia de acidos grasos de cadena larga (acidos micolicos) unidos al
arabinogalactano, y una capa externa de peptidoglicolipidos (micosidos) (Clarke,
1997). El cultivo veterinario/clinico de MAP es de lento crecimiento, puede tardar
de 3 a 4 meses 0 mas, a una temperatura de 37 °C y bajo condiciones aerobias,

el tamafio de las colonias son pequeias de (1-2 mm) (Grant, 2005).
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4.4 TIPOS DE CEPA

Los organismos de MAP se clasificaron primero en dos grupos que reflejan
parcialmente su especificidad de hospedador: el tipo S (Sheep - ovinos), también
disefiado como tipo |, y el tipo C (Cattle - bovinos), posteriormente se detectd un
tipo Il o "intermedio”, entre los genotipos S y C, actualmente se clasifica como
otro subtipo de la cepa Tipo S (Stevenson, 2015). Los Tipos | y Il algunas veces
son agrupadas como Tipo I/lll, debido a su cercana homologia genética (Carta
et al., 2013). La literatura describe la identificacion de un tercer tipo de cepa, la
cepa “Tipo B” (Bisonte), inicialmente aislado de un bisonte en América del Norte,
recientemente se ha demostrado que los aislamientos de "tipo Bison" de origen
indio no es exactamente idéntica a las cepas estadounidenses "tipo B" y
representaba un nuevo genotipo, el cual al parecer es altamente patdgeno (Rindi
y Garzelli, 2014). Sin embargo, hoy se considera que estos aislados son subtipos

dentro del Tipo C o bovino (Stevenson, 2015).

La tipificacién de cepa Sy C se lleva a cabo por medio de un PCR IS1311, para
el cual se utilizan los iniciadores M56 (5'-GCG TGA GGC TCT GTG GTG AA-3)
y M119 (5-ATG ACG ACC GCT TGG GAG AC-3); que amplifican un fragmento
de 608 pb (Correa et al.,, 2013; Marsh, et al.,, 1999). La interpretacion de la
tipificacion de estos resultados, se realiza segin Marsh et al. (1999), donde un
aislado es clasificado como perteneciente al tipo “C”, si se presenta un patron de
digestion correspondiente a los fragmentos de 67, 218, 285 y 323 pb. Las cepas
del tipo “S” son definidas por las bandas de 285 y 323 pb. Se considera que las
ovejas son susceptibles a la cepa C, y los bovinos son relativamente resistentes

a la infeccidn con la cepa S (Windsor, 2015). La diferenciacion de las cepas tipo
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B se ha realizado sobre la base del nimero de copias conuna Couna T en el
par de bases 223 en la secuencia de insercion IS1311. Todas las copias de
IS1311 en cepas de tipo B tienen una posicion Tat 223, mientras que las cepas
de tipo S todas tienen una C y las cepas de tipo C tienen una o mas copias con

una C o una T en esta posicion (Stevenson, 2015).

Los bovinos generalmente son infectados por la cepa Tipo Il, la cual es también
la mas comdn en animales de vida silvestre, las ovejas generalmente son
infectadas por las cepa Tipo | y las cabras por los tres tipos de cepas (Carta et
al., 2012; Windsor, 2015). Durante la examinacion de animales infectados con
cepas C y S en corderos Assaf, se observd produccion de anticuerpos
especificos e interferon gamma (IFNg) y fue mayor en animales infectados con
la cepa C, los animales infectados con cepas S no presentaron respuestas
inmuno constante de IFNg, las lesiones de la cepa C fueron mas severas, se
concluyé que la cepas de MAP tienen una gran influencia sobre las respuestas
inmunoldgicas y patologicas desarrolladas por el huésped (citado por Windsor,
2015). Adicionalmente, se han demostrado diferencias en la tasa de infeccion y

en la intensidad de lesiones segun el tipo de cepa infectante.

4.5 PRINCIPALES TECNICAS DE DETECCION DE Mycobacterium avium

SUBSP. paratuberculosis

El diagnostico de PTB esta basado en la identificacion de MAP en muestras
clinicas (Méndez-Olvera et al., 2013). Las pruebas mas comunmente utilizadas
para la identificacion de animales infectados, para la estimacion de prevalencia

y para programas de control de la enfermedad son: el cultivo fecal (muestras
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fecales individuales y combinadas), ELISA sérico y ELISA de leche. La PCR fecal

también puede usarse como una prueba confirmatoria (Garcia y Shalloo, 2015).

Debido al curso lento y cronico que caracteriza a esta enfermedad, se diferencian
varias fases desde un punto de vista clinico: periodo silente, fase subclinica y
fase clinica (Koets et al., 2015). Las pruebas actuales de diagnéstico presentan
dificultad para lograr la deteccion de la infeccion en la etapa | y no detectan a
muchos animales infectados de forma subclinica en la etapa Il, por esta razén
se ha recomendado hacer uso de mas de una prueba confirmatoria para realizar
un diagnostico adecuado de PTB (Ayele et al., 2001). Debido a que el diagnostico
en etapas tempranas del estado subclinico es dificil, ninguna prueba individual
puede diagnosticar con precision todos los animales infectados del hato (Singh

et al., 2010).

4.6 CULTIVO DE Mycobacterium avium SUBSP. paratuberculosis

El cultivo bacteriolégico a partir de heces es considerada como la prueba de oro
para muchos investigadores, dado que permite la deteccién clinica y subclinica
de paratuberculosis, posee especificidad del 100% sin embargo, presenta una
sensibilidad menor a 50% y para su aislamiento se requiere un periodo de ocho
a dieciséis semanas (Jaimes et al., 2008). Debido a que MAP es de crecimiento
lento y delicado, requiere de una fuente organica de hierro; el hierro es quelado
por exoquelinas extracelularmente y luego intercambiado con micobactinas
asociadas a la membrana, por lo tanto, durante el cultivo requiere de

micobactina exégena (Clarke, 1997; Méndez-Olvera et al., 2013).
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4.7 ENSAYO POR INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

La prueba de diagndstico que se utiliza con mayor frecuencia es la prueba de
ensayo por ELISA, ya que tiene un costo comparativamente bajo, es facil de
realizar, ademas, el riesgo de contaminar las muestras durante la recoleccion es
bajo (Stau et al., 2012). Sin embargo, a pesar de que esta prueba serologica
presenta alta especificidad (85 - 100 %) es considerada como una prueba no
perfecta, ya que depende del Kit que es utilizado, de la especie, y de la etapa de
infeccién en que se encuentre el animal, lo cual puede disminuir la sensibilidad

a un 50 % (Begg et al., 2015).

4.8 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Otra alternativa a la prueba seroldgica son las pruebas de diagndstico molecular
como la PCR, la cual permite tener un diagndstico rapido, en menos de 24 horas
(Kaur et al., 2011; Khol et al., 2010). La PCR con secuencias especificas para el
ADN de MAP es utilizada para confirmar el resultado de un cultivo, o bien, para
realizar la deteccién de MAP en muestras de heces, tejido, sangre y leche (Khol
et al., 2010). El hacer uso de la PCR presenta la ventaja adicional de que detecta
cepas de MAP que son incultivables (Kaur et al., 2011). La especificidad de la
prueba es del 90 % y cercana al 100 % en PCR en tiempo real (QPCR) (Khol et
al., 2010). La PCR anidada con cebadores 1S900 ha sido eficaz para detectar
MAP a partir de muestras de semen de toros, camélidos y ovejas, y es
considerada como una prueba valiosa para la deteccion en rebafios con la

enfermedad de Johne (Khamesipour et al., 2014; Sharifzadeh et al., 2010).
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Los iniciadores que mas se han estudiado son los disefiados a partir de la
secuencia nucleotidica llamada secuencia de insercién 900 (IS900), considerada
como especifica para MAP, con la finalidad de favorecer la especificidad y
sensibilidad en el diagnostico de PTB (Jaimes et al., 2008). La secuencia de
insercion 1S900 fue descubierta en los 1980s y es un segmento de 1451 pby se
repite de 15 a 20 veces en el genoma de MAP (Vansnick et al., 2004). Sin
embargo, se han obtenido resultados falso positivos con PCR IS900 para
algunos complejos de cepas de Mycobacterium avium y para cepas no aisladas
de MAP, lo cual causa incertidumbre acerca de la especificidad (Citado por
Mobius et al., 2008). Debido a que ha sido reportada una homologia del 97% en
el ADN entre los aislados de MAP con M. avium subspecie avium (Vansnick et
al., 2004). Por lo cual, Mébius et al. (2008) y Correa et al. (2013) recomiendan
utilizar la secuencia de insercién IS900, junto con el resultado positivo de otro
blanco especifico como el F57, para evitar falsos positivos. La secuencia F57 es
especifica para la enfermedad de Johne’s, no se encuentra en ninguna otra
especie de micobacteria o especie de M. avium subspecies avium, éste es un
segmento de 620 bp con un contenido de G + C del 58.9 % (Vansnick et al.,
2004). Sin embargo, la region F57 presenta bajo nUmero de copias en el genoma
en MAP a comparacion de la region 1S900, lo cual disminuye la sensibilidad

(Kaur et al., 2011).

4.9 TRANSMISION HORIZONTAL

La via de infeccion mas comun de MAP es fecal-oral, por el consumo de
organismos a partir de la alimentacion con leche/calostro infectado, la

contaminacion fecal de los pezones o la ingestion de alimentos y agua
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contaminada, es el medio mas importante de transmision (Kopecna et al., 2008).
Los animales mas susceptibles de contraer la infeccion son los jovenes,
especialmente antes de los seis meses de edad o durante la lactancia, en
neonatos aumenta la probabilidad de que sean susceptibles, debido a que se
esta incrementando la permeabilidad del intestino durante las primeras 24 h de
vida (Chiodini et al., 1984). La infeccion de crias mediante la leche o calostro
también puede presentarse en vacas asintomaticas (Khol et al., 2010). Cuando
un animal se encuentra en estado clinico de la enfermedad, puede excretar entre
1.3 x 10° y 5.9 x 10° microorganismos por gramo de materia fecal (Manning y
Collins, 2001). Esta cantidad de microorganismos es alta, debido a que se ha
reportado la infeccion experimental con tan solo 10% organismos via oral en
corderos, los cuales presentaron lesiones microscépicas en intestino (Clarke,
1997). Es posible que solo se requiera una pequefia dosis de microorganismos
para establecer la infeccion en un ternero recién nacido, y probablemente sea
posible una resistencia abrumadora relacionada con la edad mediante la
introduccién de una gran dosis de organismos en una vaca adulta, por lo que la
progresion de la enfermedad depende de la cantidad de organismos en la

exposicion y la edad del animal (Sweeney, 1996).

En especies de vida silvestre y exotica, se sospecha que la infeccion ocurre por
consumo de pastos contaminados por ovinos y bovinos (Carta et al., 2013). Por
lo cual, la propagacion de MAP mediante las heces representa un contratiempo
para controlar la infecciéon (Windsor y Whittington 2010; Pritchard et al., 2017).
Debido a que se ha reportado que un animal en estado clinico tiene el potencial

para infectar a 25 animales (Garcia y Shalloo, 2015). De tal manera, que el
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control de la enfermedad en los rumiantes domésticos depende de la deteccion
oportuna y de la eliminacion de los animales afectados, aunque esto se ve

limitado por la falta de un diagndstico adecuado (Jaimes et al., 2008).

4.10 TRANSMISION VERTICAL

Las micobacterias patdgenas tienen mas de un mecanismo de transmision entre
animales, si bien es probable que la transmision fecal-oral de MAP es el medio
dominante de perpetuacion de la enfermedad de Johne en el ganado, es poco
probable que sea el Unico medio (Whittington y Windsor, 2009). En vacas en
estado clinico se ha reportado el aislamiento de MAP en utero y de fluidos
uterinos (Rohde et al., 1999). Y se ha estimado que los fetos provenientes de
vacas infectadas en estado subclinico se infectan en 9 % y los fetos provenientes
de vacas en estado clinico se infectan en un 39 %, pero se considera que el
mecanismo de infeccidn intrauterina aun es incierto (Windsor y Whittington,
2010). Con base en los estudios publicados, es complicado inferir sobre el inicio
de este tipo de infeccién, sin embargo, se puede implicar la diseminacién
hematdégena en el tejido del Gtero gestante, seguida de colonizacién o
movimiento a través de la carincula materna y alantocoreana fetal ya que se
detecté MAP en sangre materna y en ambos tejidos placentarios, otra posibilidad
es que el organismo acceda al Utero a través de la vulva, asociado con una mala

conformacion vulvar y el desprendimiento fecal (Whittington y Windsor, 2009).

En los machos se ha considerado que la contaminacion del semen incorpora dos
principios; el primero es debido a la presencia y cantidad del MAP en semen y,

el segundo, se relaciona a la habilidad del organismo para establecer la infeccion
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en el huésped via vaginal (Eppleston y Whittington, 2001). El primer principio aun
es motivo de debate debido a que se ha argumentado que la transmisién de MAP
via semen es improbable por la baja cantidad de MAP en los eyaculados de
semen infectados (Buergelt y Williams, 2004). Adicionalmente, se ha reportado
que posiblemente no exista infeccion de embriones expuestos a PTB, debido a
la presencia de la zona pellcida, la cual es una barrera efectiva de proteccién
contra el agente patégeno (Kruip et al., 2004). Sin embargo, es importante
monitorear a los machos, ya que aun en estado subclinico de PTB pueden

contener MAP en el semen (Ayele et al., 2004).

En bovinos se ha encontrado el organismo en semen, testiculos, epididimo,
vesicula seminal y otros 6rganos parenquimatosos (Ayele et al., 2004). Por lo
cual, se ha demostrado que la infeccion puede diseminarse a sitios
extraintestinales, en toros se ha reportado el aislamiento de MAP en el tracto
reproductivo y semen (Khol et al., 2010; Larsen et al., 1981; Larsen y Kopecky,
1970). Se considera que el semen se puede convertir en un vector de trasmision
de MAP (Ayele et al., 2001; Larsen et al., 1981). Por tanto, en el ganado ademas
de encontrar la infeccion en intestino, MAP también se puede encontrar en sitios
extra-intestinales, debido a la difusion a traves de la sangre y del sistema linfatico
(Buergelt y Williams, 2004). Larsen et al. (1970) trabajaron con 6 bovinos
donadores de semen durante 21 meses y lograron aislar MAP en semen, en la
necropsia se aisl6 MAP de vesiculas seminales y prostata, pero no en testiculos.
Por su parte, Sharifzadeh et al. (2010) demostraron que MAP se puede detectar
en semen de toros con el uso de PCR anidada con cebadores especificos para

IS900, con lo cual obtuvieron 12.50 % de muestras portadoras de la
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micobacteria. Glawischnig et al. (2004) trabajaron con bovinos de 6 afos de
edad, los cuales presentaban signos clinicos de PTB, al realizar la necropsia no
se observaron lesiones histoldgicas; sin embargo, realizaron frotis de tejidos
testiculares y detectaron BARR, con los cuales realizaron PCR, se demostro la
presencia de PTB en testiculos. Lo cual coincide a lo reportado por Buergelt et
al. (2004) quienes aseveran que, a diferencia del tracto intestinal, los 6rganos
reproductivos infectados no presentan respuesta inflamatoria. En ovinos se han
obtenido aislamientos positivos en semen (27 %), confirmando que la bacteria
tiene la habilidad de infectar el semen, a pesar de que no determinaron el origen

de MAP (Eppleston y Whittington, 2001).

Por otra parte, se debe considerar que las nuevas tecnologias reproductivas
también pueden comprometer la esterilidad de los embriones, a través de la
contaminacion por nitrégeno liquido, por lo que el semeny los embriones pueden
ser infectados con muchos microorganismos, los cuales conservan su viabilidad
durante largos periodos a temperaturas de congelacion (Bielanski et al., 2012).
Debido a que MAP puede sobrevivir a procesos de congelacién y a tratamientos
con antibioticos (Khol et al., 2010). Bielanski, (2012) menciona que para reducir
el riesgo de contaminacion se realiza la técnica de gradiente de centrifugacion
y/o procedimiento Swim-up para eliminar o reducir la carga de diversos virus y
bacterias en el semen congelado-descongelado antes de la fertilizacion, ya que
se ha demostrado que este procedimiento disminuye el riesgo de trasmision de

enfermedades a receptores y la contaminacién de la fecundacion in vitro.
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4.11 RIESGO DE MAP EN LA SALUD PUBLICA

La enfermedad de PTB, se encuentra presente a nivel mundial y ha sido
reconocida como una de las enfermedades altamente contagiosas (Chiodini et
al., 1984). A pesar de que la enfermedad afecta principalmente a rumiantes, se
ha considerado, el vinculo entre la enfermedad de Johne y la enfermedad de
Crohn en humanos lo cual ha generado preocupacion sobre la seguridad de
productos lacteos, priorizando el control de la enfermedad particularmente en el
ganado lechero (Garcia y Shalloo, 2015). Dalziel en 1913 (citado por Rocca et
al., 2010), fue el primero que reportd una posible asociacion entre la enfermedad
de Crohn, en humanos, ya que refirid6 una gran similitud con la proliferacion
cronica de enteritis causada por MAP en rumiantes con la enteritis cronica con
humanos, esta fue la idea principal de la asociacion de ambas enfermedades.
Adicionalmente, MAP ha sido aislada en pacientes diagnosticados con la
enfermedad de Crohn, lo cual se respalda la teoria anterior (Green et al., 1989;
Greenstein, 2003). Aunque, el papel de M. avium subsp. paratuberculosis como
agente etiologico de la enfermedad de Crohn en humanos es objeto de debate
(Garcia y Shalloo, 2015; Whittington et al., 2005). Debido a que no existe
evidencia definitiva para demostrar que MAP contribuye a la enfermedad de
Crohn en humanos, sin embargo, es mas frecuente que sea detectada en

pacientes con la enfermedad de Crohn (Garcia y Shalloo, 2015).

4.12 IMPACTO ECONOMICO DE LA PARATUBERCULOSIS

Ramirez et al. (2011) indican que PTB en hatos de ganado lechero, causa

grandes pérdidas economicas, a causa de los efectos derivados del
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desmejoramiento de la condicion corporal, debidas a los efectos negativos sobre
la produccion, la salud, la reproduccion, el costo de los procedimientos de
diagnésticos y de monitoreo. Por su parte, Raizman et al. (2004) afirman que las
pérdidas econdmicas son debido a la menor producciéon de leche, menor valor
de la canal al sacrificio, disminucion de la vida productiva de por eliminacion
prematura y por costos de tratamiento. Por lo cual Garcia y Shalloo, (2015).
Afirman que la propagacion de PTB es motivo de gran preocupacion para el
sector ganadero, ya que no hay tratamiento que sea efectivo para los animales
infectados. Hecho que resulta de gran importancia debido a que es una
enfermedad incurable que podria poner en riesgo la reputacion del sector

agroalimentario (Pritchard et al., 2017).

En Estados Unidos PTB se estima pérdidas econémicas graves de alrededor de
$ 200 a $ 250 millones al afio, solo en la industria lactea (Wu et al., 2007). El
costo del control de la paratuberculosis en hatos con prevalencia inferior al 10 %
se estima en $ 97/vaca?, en comparacion a hatos con prevalencia mayor al 10
%, donde los costos son de $ 245/vacal, aunque estas cifras pueden subestimar
los costos reales debido a la dificultad de medir las pérdidas subclinicas (Windsor
y Whittington, 2010). Ramirez et al. (2011) hacen un estimado en hatos con una
prevalencia relativamente alta de paratuberculosis (>10%), donde reportan

pérdidas de hasta 700 kg de leche por vaca.

El impacto econdmico de la paratuberculosis en México es poco valorado, sin
embargo, un estudio realizado en Tizayuca, Hidalgo, por Miranda (2005)

demostré que las pérdidas por esta enfermedad son de $ 10,345 por vaca al afio.
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Lo que representd una pérdida en la Cuenca de $ 25, 411, 836 al afio, que
expresa el 4% del precio por litro pagado al productor, del total de costos,
adicionalmente, la mayor pérdida se observd con una disminucién en la
produccion de leche (47%). Los datos anteriormente mencionados se describen

con mayor detalle en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Impacto econémico anual de la paratuberculosis bovina por variable y

por estrato del Complejo Agropecuario Industrial Tizayuca, Hidalgo,

México.
] Estimacion Desecho Disminucic_')p de
Estrato de los hatos numero de vacas produccion
seropositivas prematuro lactea
1 (Chico) $228.20 $750,405.63  $2,014,465.88
2 (Mediano) $300.37 $1,532,996.41  $4,115,332.89
3 (Grande) $1,240.36 $2,109,316.81  $5,662,466.29
Totales $4,392,718.85 $11,792,265.06
Porcentaje del total 17.6 % 47.2 %
. Total de
Estrato de los hatos Falla . Tratam_lento pérdidas
reproductiva medico -
econdémicas
1 (Chico) $887,684.50 $629,248.64  $4,271,804.64
2 (Mediano) $1,793,013.18 $1,285,486.96 $8,726,828.95
3 (Grande) $2,467,085.26 $1,768,756.36 $12,007,624.95
Totales $5,147,782.94 $3,683,491.96 $25,006,258.54
Porcentaje del total 20.6 % 14.7 % 100 %

Modificado de Miranda (2005).

El impacto economico de la paratuberculosis puede ser considerado en los
rebafios, a partir de casos clinicos, sin embargo, los efectos de la
paratuberculosis en estado subclinico, no es de todo claro, por lo tanto las
estimaciones de las pérdidas econémicas dependen del correcto diagnostico

(Garcia y Shalloo, 2015).
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4.13 CONCLUSIONES

Se ha logrado aislar a la micobacteria a partir de muestras provenientes de
vesiculas seminales, prostata y en semen, en bovinos, y en semen en ovinos,
por ende, el uso de sementales infectados podria ser una posible causa de
transmision de MAP hacia las hembras. Las consecuencias de infectar al hato
se reflejan en pérdidas econdémicas causadas por el desmejoramiento de la
condicién corporal, la menor produccion de leche, menor valor de la canal al
sacrificio, disminucion de fertilidad y por gastos infructuosos asociados al
tratamiento debido a que PTB es incurable. Por lo que, es de gran importancia
realizar estudios de diagndstico de PTB en los sementales, ya que la deteccién
oportuna permite realizar practicas preventivas, para disminuir el riesgo de
transmision del agente causal hacia las hembras y a las crias, durante. De igual
manera, es necesario plantear estrategias de manejo reproductivo para
minimizar los riesgos de transmision de MAP en semen, independientemente del
estado clinico o subclinico del semental que se va a utilizar durante el manejo

reproductivo.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los sementales ovinos de pelo diagnosticados con paratuberculosis en estado
subclinico no mostraron afectacién en variables de peso vivo, circunferencia
escrotal y latencia al eyaculado. De igual manera, las variables seminales de
volumen, pH, motilidad masal, motilidad individual progresiva, concentracion,
espermatozoides vivos y espermatozoides muertos, no mostraron diferencias
significativas debido a la infeccion por la enfermedad. Por otra parte, la
subnutricion durante dos meses con paja de avena favorecié la transicion de
estado subclinico a clinico de PTB en carneros adultos de raza Pelibuey, la
presencia de heces pastosas aumento en un 42.9 % y se genero diarrea en un
28 %, la pérdida de peso en los caneros fue del 25 % y el 28 % de los carneros

que fallecieron al final del periodo de restriccion.

Por otra parte, se identific6 MAP en tejido testicular en un 28.6 % con técnicas
de PCR vy cultivo, y la presencia de MAP en muestras de semen con nPCR fue
del 42.9 %, y por primera vez, se reporta la presencia de MAP en epididimo,
glandula de Cowper, prOstata y testiculos de carneros Pelibuey infectados
naturalmente. Por lo tanto, es de gran importancia realizar estudios de diagndstico
de PTB en los carneros que sean utilizados como sementales, ya que la
deteccion oportuna permite realizar practicas profilacticas, para disminuir el
riesgo de la transmision del agente causal hacia las hembras (via horizontal) y a

las crias (via vertical).
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