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DIAGNOSTICO, ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO Y RESISTENCIA
GENETICA A LA PARATUBERCULOSIS OVINA (Mycobacterium
avium subs. paratuberculosis)

Felipe de Jesus Moron Cedillo, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2014

Resumen

La paratuberculosis (Ptb) es una afeccién cronica del intestino causada por
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), que afecta principalmente a
rumiantes. Es una enfermedad de difusion mundial y provoca importantes pérdidas
econOmicas en el sector ganadero. A pesar de no haber sido demostrado de manera
concluyente, Map también parece estar involucrado en la enfermedad de Crohn en
humanos. En esta tesis doctoral se han abordado distintos aspectos relacionados con
la paratuberculosis ovina, principalmente difundir la importancia de prevalencia de la
infeccion en ovinos de la zona del altiplano potosino, asi como evidenciar los factores
de manejo que influyen sobre la presencia del Mycobacteriym avium subs.
paratuberculosis (Map) y la caracterizacion molecular y su aplicacion practica en la
susceptibilidad / resistencia de la enfermedad.

Este trabajo consta de tres estudios cuyos objetivos estan relacionados con el
conocimiento, diagndstico y transmisién de la enfermedad.

En el primer estudio el objetivo fue el diagnoéstico de la prevalencia de la
enfermedad en ovinos por dos métodos: la prueba de Inmunodifusion en Gel de Agar
(IDGA) en sangre y la prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa anidada (PCR-
anidada) en heces. Con la prueba IDGA se obtuvo una prevalencia de Ptb ovina de
9.48 %, con rangos de 4.35 a 33.33 % entre las comunidades estudiadas; y con la
prueba de PCR-anidada, la prevalencia fue 7.58 %, teniendo prevalencias entre las
comunidades en estudio desde 4.26 a 33.33 %. No se encontré diferencia significativa

(p = 0.262) para el diagndstico de Map con las pruebas utilizadas.



En el segundo estudio el objetivo fue identificar practicas de manejo como:
sanidad, tamafio del rebafo, edad de los animales, y componente racial entre otros,
asociadas con la seroprevalencia de paratuberculosis en ovinos. Se diagnosticaron
242 muestras sanguineas de ovejas usando la prueba de inmunodifusion en gel de
agar (IDAG). Se encontr6 que la edad es un factor de riesgo para diagnosticar ovinos
enfermos (OR = 3.57). La raza Rambouillet presentd mayor riesgo de contraer la
enfermedad (OR = 1.11). Al no llevar practicas de manejo sanitario en los rebafios
ovinos, resultdé un factor de riesgo para la enfermedad (OR = 9.49). La compra de
animales fuera de la localidad, también puede ser un factor de riesgo (OR = 4.51y
5.86). Los resultados sugieren que existe mas riesgo de paratuberculosis, por el
contagio fecal-oral propio de esta enfermedad, en cuanto mas grande sea el total de
animales y mas intensivo sea el manejo en el predio.

En el tercer estudio, el objetivo fue detectar polimorfismos en la regién 3'UTR
del gen SLC11A1 en ovinos, y estimar su relacion con los resultados de diagnostico
serologico y fecal a la paratuberculosis. Los resultados de este estudio indican una
posobible asociacién de polimorfismos encontrados dentro de la region 3’'UTR del gen,
con la resistencia a la paratuberculosis en ovinos al mostrar una diferencia (p < 0.001)
entre las frecuencias alélicas encontradas. Los alelos encontrados con mayor
frecuencia (A22, A23 y A24), sugiere pueden ser utilizados como marcador para
asociar la resistencia de la paratuberculosis ovina en regidn A polimorfica, de los siete
alelos polimérficos encontrados (A19, A20, A21, A22, A23, A24 y A25).

Palabras clave: Paratuberculosis, Prevalencia, IDGA, PCR, Diagnéstico,
polimorfismos, SLC11A1.



DIAGNOSIS, EPIDEMIOLOGY STUDY AND GENETIC RESISTANCE TO
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Abstract

Paratuberculosis is a chronic condition of the intestine caused by
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), which mainly affects ruminants.
It is broadcast worldwide and causes significant economic losses in the livestock
sector. Despite not having been conclusively demonstrated, Map also appears to be
involved in Crohn's disease in humans, and the detection of the bacterium in potential

vehicles of transmission to humans has raised concerns in public health.

This survey consists of three studies whose objectives are related to the
understanding, diagnosis, transmission and control of disease.

In the first study by GAID and PCR was diagnosed in blood and feces, respectively,
samples of sheep. AGID test with a prevalence of 9.48% Ptb sheep was obtained,
ranging between 4.35 and 33.33% among the communities studied; and test-nested
PCR, the prevalence was 7.58%, with a fluctuation between communities of 33.33%
and 4.26. No significant difference (p = 0.262) for diagnostic tests used with Map found.

In the second study objective was to identify herd management practices
associated with paratuberculosis seroprevalence in sheep. Two hundred and forty two
sheep blood samples were diagnosed using the test agar gel immunodiffusion (GAID).
It was found that age is a risk factor for diagnosing sick sheep (OR = 3.57). The
Rambouillet breed had a higher risk of contracting the disease (OR = 1.11). By not
carrying health management practices proved to be a risk factor for the disease (OR =
9.49). The purchase of animals outside the resort, may also be a risk factor (OR =4.51
and 5.86). The results suggest that there is more risk of paratuberculosis by fecal-oral
transmission of the disease itself, in the larger animals and the total is more intensive

management on the farm.



In the third study objective was to detect polymorphisms in the 3'UTR region of
the SLC11A1 gene in sheep, and estimate its relationship with the results of serological
and fecal paratuberculosis diagnosis. The results of this study indicate a possible
association of polymorphisms found in the 3'UTR region of the gene, with resistance
to ovine paratuberculosis to show a difference (p <0.001) between the allelic
frequencies encountered. The most frequently found alleles (A22, A23 and A24)
suggests can be used as a marker to associate the resistance of ovine paratuberculosis
in A polymorphic region of the seven polymorphic alleles found (A19, A20, A21, A22,
A23, A24 and A25).

Keywords: Paratuberculosis, Prevalence, IDGA, PCR, Diagnosis, Polymorphisms,
SLC11A1.
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|. INTRODUCCION GENERAL

A més de 100 afios de que fue descrita por primera vez, la paratuberculosis
(Ptb) es aun considerada un problema importante en la salud animal (Kennedy y Be-
nedictus, 2001). La paratuberculosis también llamada enfermedad de Johne, es una
enteritis granulomatosa que afecta a los rumiantes domésticos y silvestres (Erume et
al., 2001). También ha sido relacionada con la enfermedad de Crohn en humanos
(Chiodini et al., 1984b). Es una enfermedad causada por la bacteria Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (Map). Clinicamente se manifiesta con diarrea progre-
siva, pérdida de peso y eventualmente la muerte, pero esto se observa solamente en
5 a 10% de los animales infectados. Esta enfermedad se encuentra distribuida en el
ambito mundial, ocasionando grandes pérdidas econémicas para los productores de-
bido al descenso en la produccién lactea, menor peso de venta, menor nimero de
crias, costos de tratamiento y por reemplazo de animales eliminados (Dhand et al.,
2007). El nmero de casos clinicos que aparece cada afio en un hato es un indicativo
de la tasa de infeccién, ya que por cada caso clinico es probable que existan 5 6 10
casos subclinicos (Stehman, 1996).

Ademas, Map podria jugar un papel relevante como agente zoonético ya que
actualmente esté en estudio su implicacion como posible agente etiologico de la en-
fermedad de Crohn que afecta al hombre (Hermon-Taylor et al., 2000). La posible via
de transmision del agente de los animales al hombre podria ser la leche y sus deriva-
dos. En concreto ya se ha identificado Map mediante PCR en leche de cabras en Reino
Unido, Noruega y Suiza (Grant et al., 2000; Djonne et al., 2003;). Por lo tanto, la Ptb
podria tener también especial importancia en la Salud Publica. En los ultimos afios, la
produccion animal presenta cambios y retos dados por un cambio en el consumidor,
gue exige cada vez mas productos de origen animal inocuos, provenientes de rebafios
certificados libres de enfermedades zoonoéticas que afectan la salud publica, lo que

tiene un fuerte impacto economico en el mercado.



La prevalencia de Ptb en México esta poco documentada; sin embargo, un gran
namero de cabezas de bovinos, ovinos y caprinos han sido introducidos recientemente
de Estados Unidos, Europa, Canad4, Nueva Zelanda y Australia, y en estos paises se
tienen reportes de la presencia de la enfermedad, por lo que se deben tener las con-
sideraciones debidas para sospechar que existe en nuestro Pais. Como la Ptb no es
una condicién importante para la importacion, algunos animales pueden llevar el mi-
croorganismo y subsecuentemente transmitir la infeccion a la poblacion ganadera en
México. Resultados seroldgicos obtenidos de casos en los estados de San Luis Potosi,
Guanajuato, Querétaro, Distrito Federal, Estado de México y Veracruz, confirman la

presencia de Ptb en cabras y borregos (Estévez-Denaives et al., 2007)

La falta de éxito en la erradicacién de enfermedades infecciosas con enfoques
tradicionales, indica la necesidad de nuevas estrategias como base a resistencia ge-
nética natural a las enfermedades (Templeton et al., 1988), que es la capacidad inhe-
rente de un animal previamente expuestos a resistir a la enfermedad. Aunque el am-
biente de consolidacién influye la variabilidad en la expresion de la enfermedad, la
resistencia natural se ha encontrado ser heredable y se transmite de padres a hijos
(Adams y Templeton, 1998). El gen Nramp1l (resistencia natural asociada a proteinas
de macréfagos) actualmente denominado SLC11A1 (portador de solutos de la familia
11 miembro A1) parece ser uno de estos factores genéticos. La proteina se encuentra
en el fagolisosoma de la membrana de los macréfagos y participa en la muerte de las
bacterias (Bellamy, 2000). Se ha reportado que la susceptibilidad a la infeccion por
Map, esta determinada en parte por factores genéticos, asi que la seleccion asistida
por marcadores, podria ayudar a obtener poblaciones bovinas, ovinas o caprinas, cada
vez mas resistentes a la infeccion (Ruiz-Larrafiaga et al., 2010). Por lo que se deben
instrumentar practicas de manejo que reduzcan al minimo o eviten completamente la
aplicacion de quimicos, farmacos, vacunas y hormonas a los animales, con sistemas
de manejo que no comprometan su bienestar. Con base en lo expuesto, y derivado de

la necesidad de poder evaluar animales resistentes a la enfermedad desde temprana



edad, se pretende estudiar el gen SLC11A1 en rebafios de ovinos naturalmente infec-

tados, con o sin signos clinicos.

1.1. Objetivo General

Estudiar la situacién actual de la paratuberculosis en ganado ovino del Altiplano
Potosino, debido a la importancia tanto sanitaria como econémica, y a la poca infor-
macion de esta enfermedad en México. Por lo que es importante establecer la tasa de
prevalencia, de acuerdo a un método de diagndstico practico y relacionar la prevalen-
cia con las practicas de manejo empleadas en cada rebafio. Con estos datos relacio-

nar una posible resistencia genética con el diagnéstico de la enfermedad.

Para lograr el objetivo general nos planteamos los siguientes:

1.2. Objetivos Especificos

1. Estimar la prevalencia de la infeccion por Mycobacterium avium subsp. pa-
ratuberculosis (Map) en ovinos del Altiplano Potosino.

2. ldentificar aquellas practicas de manejo asociadas con la seroprevalencia
de Ptb en ovejas infectadas naturalmente de rebafios en el Altiplano Poto-
sino.

3. Evaluar la asociacion de polimorfismos del gen SLC11A1 con ovinos pro-
bados sanos e infectados con Map.

1.3. Hipétesis

1. La paratuberculosis esta presente en ovinos del Altiplano Potosino.



. Las practicas de manejo no influyen en la seroprevalencia de paratubercu-
losis en ovinos del Altiplano Potosino.

. No existe asociacion entre los polimorfismos del gen ovino SLC11A1 vy el
estado de infeccion en ovinos.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. La Ganaderia Ovina

El ovino doméstico (Ovis aries) produce tres productos principales: carne, lana
y leche, en algunas ocasiones también es apreciada la produccion de pelo (raza Ka-
rakul). Los ovinos contribuyen a la alimentacion del hombre y a proveerle fibras o pieles
para su vestido y otros usos industriales. El ovino, junto con el bovino y el caprino, son
animales rumiantes; carecen de dientes incisivos superiores y caninos; tienen, en opo-
sicion a los incisivos inferiores, un rodete dentario contra el que prensan los alimentos
fibrosos que son digeridos por los microorganismos que viven en simbiosis en los com-
partimentos ruminales. También les permite utilizar otras fuentes simples de nutrientes
como los compuestos nitrogenados no proteicos o utilizar proteina de mala calidad. El
peso y tamafio de los ovinos es mas bien bajo, aunque variable entre razas; junto con

la cabra se le clasifica entre los “pequenos rumiantes”.

El territorio nacional cuenta segun cifras preliminares a 2012 con 8'375,656 ca-
bezas de ovinos siendo los seis estados con mayor niumero de cabezas de ovinos:
Estado de México con 1'326,982 (15.84%), Hidalgo con 1°162,556 (13.88%), Veracruz
con 664,258 (7.93%), Oaxaca con 527,369 (6.29%), Puebla con 486,786 (5.81%) y
San Luis Potosi con 388,006 (4.63%). La ganderia ovina tuvo un crecimiento durante
los dltimos 5 afios (de 2008 a 2012) del 1.8 % anual.

El estado de San Luis Potosi cuenta con 58 municipios, de los cuales los diez
con mayor produccién en toneladas de ovinos en pie son: Villa De Arriaga
(746,975), Santo Domingo (267,053), Villa De Ramos (264,184) Charcas (207,601),
Moctezuma (167,670) Mexquitic De Carmona (142,926), Venado (131,155), San Vi-
cente Tancuayalab (122,465), San Luis Potosi (109,203) y Salinas (98,736) (SIAP,
2014).



Por otra parte la industria pecuaria nacional no es ajena a los problemas eco-
nomicos por los que atraviesa el pais; siendo la especie ovina una de las mas afecta-
das a partir de una sensible baja del precio de la lana, comenzando en la década de
los noventa con la desintegracion de la ex URSS vy la recision econémica de China,
los principales paises consumidores de lana, posteriormente en el nuevo siglo la reci-
sion econdmica mundial liderada por Estados Unidos de América da como consecuen-
cia la caida e inestabilidad del precio en la venta de ovinos, representado una caida
en la produccién mundial ovina de 40 % entre 1990 y 2007 (TWCo., 2012). Estos fac-
tores son la causa de la reduccién en el rebafio ovino en general, pero particularmente
el explotado en forma extensiva, dando lugar a sistemas de explotacion intensiva (es-
tabulado), aunado a estos factores influye también el aumento en los costos de pro-
duccién. (Ochoa, 2001).

2.2. Situacion Sanitaria del Ganado Ovino en México

Debido a la globalizacion, la calidad sanitaria de los animales o de los productos
derivados de los mismos es actualmente un tema donde debe tomarse en cuenta la
sanidad animal y la inocuidad alimentaria. Deben existir, criterios técnicos para evitar
el ingreso de enfermedades, restringir la movilizacion y comercializacion de animales
que padezcan o sean posibles portadores asintomaticos de las enfermedades. La Bru-
celosis causada por una bacteria del genero Brucella, el ectima contagioso causado
por un virus de la familia Poxviridae y la paratuberculosis, podrian tener caracter de
zoonosis. Las enfermedades que puedan causar enfermedades al hombre y que no
estan clasificadas con tal, deberan ser estudiadas para garantizar la salud humana
(Tortora, 2004).

Por otra parte, las enfermedades infecciosas ocasionan pérdidas economicas a
la ganaderia, tanto de manera directa, resultado de las lesiones y alteraciones que el

agente infeccioso causa a los animales enfermos, lo que repercute en pérdida de peso,



se afecta la capacidad de conversion de alimento en carne, disminucion de la produc-
cion de leche, algunas enfermedades producen aborto, asi como baja de fertilidad, lo
gue ocasiona que un importante porcentaje de hembras infectadas permanezcan sin
prefiarse durante meses. Los animales en estas condiciones siguen consumiendo ali-
mento, pero no generan utilidades. Las pérdidas indirectas son el resultado de las
limitaciones comerciales que representa para una region o para todo un pais, la pre-
sencia de determinada enfermedad infecciosa. Este aspecto ha cobrado fuerza a raiz
de las politicas competitivas de comercio internacional que se viven en el mundo de
hoy (Flores, 2003).

2.3. Etiologia

El agente causal de la paratuberculosis es un bacilo de 1-2 ym de longitud por
0,5 ym de anchura, que normalmente forma colonias rugosas. Generalmente presenta
una tincidbn homogénea con los métodos de tincion y decoloracién con alcohol acido
(como el de Ziehl-Neelsen; ZN), aunque en el caso de formas de pared deficiente o
inexistente (Chiodini et al. 1986a). Tal y como puede observarse en extensiones de
heces y tejidos, los bacilos tienden a agruparse en grumos, supuestamente debido a
la disposicion que adoptan al replicarse dentro de los macréfagos que infectan (Thoen
et al., 1979).

2.3.1. Antecedentes histoéricos

La paratuberculosis también conocida como enfermedad de Johne, esta cau-
sada por Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (“Map”). Este microorga-
nismo esta incluido dentro del género Mycobacterium, para incluir los agentes de la
tuberculosis (M. tuberculosis) y de la lepra (M. leprae). En 1985 Johne y Frothingham
fueron los primeros en describir la enfermedad, tras demostrar la presencia de bacilos
acido-alcohol resistente (BAAR) en el tejido intestinal infectado de bovinos (Johne y

Frothingam 1895). A pesar de denominarse inicialmente como M. paratuberculosis y



M. johnei durante largo tiempo, fueron Thorel et al. (1990), quienes revisaron la clasi-
ficacion taxondmica y establecieron oficialmente el nombre, por el que se conoce ac-
tualmente a esta micobacteria, al poner en evidencia la gran similitud que presentaba

con la especie M. avium.

2.3.2. Morfologia y metabolismo del Map

Estos bacilos son considerados Gram positivos a pesar de la escasa penetra-
cion de colorante por medio de esta técnica. Esto es debido a la presencia de acidos
micdlicos en la compleja envoltura celular de que estan provistos, gracias a la cual
poseen su caracteristica resistencia. Esta envoltura esta constituida por tres compo-
nentes (Rastogi et al., 2001): la cdpsula, cuya sintesis parece estar controlada por
mecanismos reguladores en micobacterias patogenas; la pared celular, formada por
union covalente entre peptidoglicano, arabinogalactano y acidos micdlicos; y por ul-
timo, la membrana citoplasmatica, cuya composicion es similar a la de otras bacterias.
El lipoarabinomanano es un fosfolipido unido a la membrana que atraviesa toda la
envoltura celular y cuya composicion difiere entre las distintas especies micobacteria-
nas (Daffe et al., 1998).

En comparacion con otras bacterias, incluidas el resto de micobacterias, Map
se caracteriza por su extremadamente baja actividad metabdlica, lo que conlleva una
velocidad de crecimiento en condiciones 6ptimas 24 veces inferior que la de bacterias
como Escherichia coli (Juste et al., 1991b). Esa cualidad de metabolismo disminuido
en combinacion con la defensa que le confiere la compleja pared celular, hace de Map
una bacteria muy resistente a condiciones adversas, al mismo tiempo que le permite
ser la primera en estar ahi cuando estas sean mas favorables (Ratledge y Ewing,
1996).



2.3.3. Cepas de Map

Los avances en biologia molecular en las ultimas décadas han permitido distin-
guir diversas cepas de Map y clasificarlas en tipos y subtipos mediante técnicas de
tipificacion. Se han identificado debido a la especie animal que infecta dos genotipos
de Map: “S” (Sheep) para las cepas de tipo ovinoy “C” (Cattle) para las de tipo bovino
(Collins et al., 1990; Whittington et al., 2000a), a pesar de no ser estrictamente espe-
cificas. También se reporta un tercer genotipo “B” (Bison), aislado de bisontes ameri-
canos y cabras de la India (Collins et al., 1990; Sevilla et al., 2005), y una cepa | (in-
termedia), con patrones de hibridacion intermedios entre los de las cepas Cy S, ais-

lada de dos ovejas procedentes de Canada (Collins et al., 1990).

2.3.4. Resistencia de Map

El bacilo de Map, es capaz de sobrevivir 9 meses en agua de estanque y 163
dias en agua de rio (Lovell et al., 1944), en agua corriente con pH no neutro hasta 14
meses (Larsen et al., 1956) y en agua destilada hasta 15 meses, reduciéndose la con-
centracion inicial en 1 Log10 cada 68.5 dias (Sung y Collins, 1998). La supervivencia
en heces de bovinos puede llegar hasta los 246 dias (Lovell et al., 1944), en orina de
la misma especie animal, hasta 287 dias (Jorgensen, 1977) y entre 21 y 28 dias du-
rante la digestiobn anaerodbica de orina bovina de una planta de biogés (Olsen et al.,
1985), aunque supuestamente la mezcla de heces y orina produce un efecto bacteri-
cida (Chiodini et al., 1984a). También Map permanece 55 semanas en ambientes se-
cos y sombrios, y 48 semanas en agua de presa no expuesta a luz solar (Whittington
et al., 2005). Pueden recuperarse células de Map viables después de largos periodos
de congelacion (Richards y Thoen, 1977), también Map es capaz de sobrevivir e in-
cluso replicarse en el interior de protistas ambientales (Mura et al., 2006). Ademas, su
resistencia le permite soportar tratamientos de esterilizacion aplicados a la leche y al
agua destinada al consumo humano (Whan et al., 2001, Grant et al., 2002). Por el

contrario, Map parece sensible a la luz solar, las altas temperaturas, la desecacion, la



elevada concentracion de calcio y el hervido (Whittington et al., 2005). Map también
puede ser inactivado por medio de desinfectantes en suspensioén acuosa como el amo-
nio (3 %), el formol (5 %), compuestos cresolicos (1:32), el fenol (1:40), el bicloruro de
mercurio (1:1000), el hipoclorito célcico (1:50), el cloro, cianamida célcica o el etanol
(Chiodini et al., 1984a). El efecto de estas sustancias es mucho menor en heces secas,
aungque puede incrementarse si se combinan con detergentes (Merkal y Whipple,
1982).

2.4. Infeccion y Patogenia.

Aungue Map no produce toxinas conocidas, el organismo es un parasito intra-
celular muy exitoso, capaz de sobrevivir en el interior de los macréfagos por periodos
prolongados (Zurbrick y Czuprynski, 1987). La persistencia de Map se traduce en una
estimulacién antigénica continua y el reclutamiento de células inflamatorias. Hay prue-
bas de que esta infiltracion inflamatoria distorsiona la arquitectura normal del intestino
gue conlleva un deterioro de la absorcion de nutrientes y el aumento de la pérdida de

proteina intestinal (Allen et al., 1974a).

En la infeccién con Map, el higado realiza un aumento compensatorio de sinte-
sis de proteinas, al permanecer la infeccion el higado ya no se realiza este aumento
compensatorio de sintesis de proteinas, lo que resulta en el desarrollo de los signos
clinicos (Allen et al., 1974b). Sin embargo, en algunos animales infectados la grave-
dad de los signos clinicos no corresponde con la magnitud de las lesiones y el aumento
de acido ribonucleico mensajero (MRNA) del gen de IL-6 (Interleucina-6) y TNF-a (Fac-
tor de necrosis tumoral alfa) en la mucosa intestinal y en la sangre de los animales
paratuberculosos, sugiere que la caquexia puede tener un base inmunoldgica (Adams
y Czuprynski, 1995).
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Los animales jovenes (menores de seis meses de edad) son mas susceptibles
a la infeccion con Map. Esta alta susceptibilidad puede estar relacionada con el sis-
tema inmune inmaduro (Manning y Collins, 2001) y el hecho de que los recién nacidos
tienen el estbmago abierto durante las primeras 24 h de vida, para permitir la absorcién
de las inmunoglobulinas del calostro, por lo que también podria facilitar la absorcion
de Map (Sweeney, 1996). También se ha sugerido que la gotera esoféagica puede tener
una ventaja sobre la infeccién a Map, la gotera esofagica es formada como un reflejo
para que la leche pueda evadir acidez, enzimas digestivas, bilis y otras sustancias
digestivas del rumen inmaduro y de este modo Map puede también evitar alguna de-

fensa natural del sistema inmune (Clarke, 1997).

Se cree que la ingestion de M. paratuberculosis es la principal via de infeccion.
Se han hecho infecciones orales experimentales y han producido la enfermedad en el
ganado bovino, ovino y caprino (Gilmour et al., 1977). Animales clinicamente enfermos
pueden arrojar miles de millones de bacilos por dia en las heces (Chiodini et al.,
1984a). Se asume que la mayoria de los animales se infectan por la ingestion de los
bacilos de una ubre contaminada con estiércol, poco después del nacimiento (Chiodini
et al., 1984b; Gay y Sherman, 1992). Se ha demostrado que una dosis oral de 100
unidades formadoras de colonias, repetida una vez a la semana, por mas de 10 se-
manas, causo infeccion intestinal en corderos (Brotherston et al., 1961). Ademas de la
presencia de bacterias en la sangre (bacteremia), la difusion de M. paratuberculosis a
otros organos, incluyendo la ubre y 6rganos sexuales, puede conducir a la transmision
vertical de la infeccién, de una madre a la descendencia (Sweeney et al., 1992a). El
organismo ha sido aislado del calostro de 22.2% de las vacas asintomaticas infectadas
(Streeter et al., 1995) y a partir de leche de 34.6% de vacas con la paratuberculosis
clinica (Taylor et al., 1981). Por lo tanto, tanto la leche y el calostro pueden ser una
fuente importante de infeccion, a pesar de la baja concentraciéon de organismos de M.
paratuberculosis, que es probable que estén presentes en la leche (Sweeney et al.,
1992a).
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La infeccion intrauterina del feto ha sido reportado en cabras (Goudswaard,
1971) y en bovinos (Sweeney et al 1992b). El porcentaje de los fetos infectados con-
génitamente de vacas con paratuberculosis clinica varié de 26.4% a 63.9% (Gay y
Sherman, 1992), mientras que no se detecto la infeccion en 8.6% de los fetos de vacas
infectados asintométicas (Sweeney et al., 1992b). M. paratuberculosis se ha recupe-
rado también de semen bovino (Larsen y Kopecky, 1970). Experimentalmente, la in-
feccion por M. paratuberculosis también se ha transmitido por via parenteral (intratra-
gueal, inoculacién intravenosa y/o subcutanea) en ovejas (Kluge et al., 1968) y ganado
(Johnson et al., 1977), dando como resultado la infeccién en los intestinos y en otros
lugares. Tras la inyeccién de M. paratuberculosis en la glandula mamaria del orga-
nismo, fue transportado a los ganglios linfaticos en 5 de 6 vacas y para el intestino de
una vaca (Larsen y Miller, 1978).

2.4.1. Entrada Map en el hospedero y mecanismos de supervivencia de Map

Las células M son células epiteliales especializadas localizadas en el denomi-
nado “epitelio asociado a foliculos” que tapiza las placas de Peyer intestinales, y cuya
funcion principal es absorber y transportar los antigenos de diversos microorganismos,
para que sean procesados y presentados a las células linfoides subepiteliales por en-
docitosis transcelular, desde la luz intestinal hacia el tejido linfoide subyacente, encar-
gado de desencadenar una respuesta inmune frente a dichos agentes (Corr et al.,
2008). Se ha comprobado que estas células especializadas son precisamente la prin-
cipal via de penetracién de Map hacia las capas subyacentes, donde el bacilo es fa-
gocitado por los macrofagos subepiteliales, en las placas de Peyer ileales de terneros
(Momotani et al., 1988), corderos (Garcia-Marin et al., 1992). El motivo de que anima-
les jovenes sean mas susceptibles a la infeccién que aquellos de mas edad, parece
residir en la extensa superficie que abarcan las placas de Peyer intestinales en anima-
les jovenes, que va reduciéndose gradualmente con la edad, ya que ése parece ser el
punto de entrada de la bacteria al organismo (Liebler et al., 1988). Ademas, la capta-

cion y transporte del bacilo por estas células transcurre de manera muy rapida. Asi,
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tras la inoculacion directa en la luz de segmentos de intestino delgado de cabras, la
mayor parte de las bacterias atravesaron las células M en menos de una hora (Sigur-
dardottir et al., 2001). De la misma manera, Wu et al. (2007) demostraron que el bacilo
era capaz de cruzar la barrera intestinal y alcanzar los nodulos linfaticos mesentéricos
en una hora, tras la inoculacion intestinal de terneros con Map, mientras que en el
experimento de Momotani et al. (1988), el microorganismo tard6 entre 5y 20 h en

atravesar la barrera intestinal.

Previo a la entrada de Map al cuerpo, cuando esta en la luz intestinal, debe
adherirse a las células de la mucosa intestinal. Los mecanismos implicados en este
proceso aun no estan claros. No obstante, se han identificado proteinas micobacteria-
nas implicadas en la invasion (Secott et al., 2002). Estas “proteinas de acoplamiento
a la fibronectina” (FAP), ubicadas en la superficie de Map, parecen conferir al bacilo la
capacidad de unirse con la fibronectina, proteina de la matriz extracelular de las célu-
las epiteliales. Se ha descrito que la interaccion entre ambas proteinas favoreceria el
proceso de captacion de Map (Lee et al., 2009). La formacién del puente de union
entre FAP y la fibronectina se ve favorecido en presencia de un pH acido de alrededor
de 3 (Secott et al., 2001). Por ello se sospecha que este proceso en infecciones natu-
rales no tendria lugar directamente a nivel de ileon, sino que requeriria un paso previo
de activacion que sucede cuando Map atraviesa el medio acido del abomaso de los
rumiantes, uniéndose posteriormente a la fibronectina secretada en el duodeno, donde
el pH se acerca a 4.5, y el complejo penetraria entonces las células M en el ileon
(Secott et al., 2004).

Una vez cruzada la barrera del epitelio intestinal, el bacilo es transportado por
endocitosis dentro de vacuolas y posteriormente, fagocitado por macréfagos sub- e
intraepiteliales adyacentes (Tessema et al., 2001). A continuacién, Map es transpor-
tado hacia las zonas interfoliculares del tejido linfoide, aqui los antigenos de Map son

expresados a los linfocitos T, y asi desencadenan la respuesta inmune (Stabel, 2000).
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Inicialmente, las células dendriticas presentan los antigenos a los linfocitos Th,
los cuales liberan interleuquina 2 (IL-2). Esta linfocina provoca una expansion princi-
palmente de los linfocitos CD4+ Thl, los cuales producen entre otros IL-2, -interferon
gamma (IFN vy), factor de necrosis tumoral (TNF-a) y los factores estimuladores de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) (Clarke, 1997). Por una parte, la
secrecion de estas sustancias atrae y activa a los macréfagos facilitando la destruccion
de los microorganismos controlando de esta forma la progresion de la infeccidén (Bas-
sey y Collins, 1997). Por otro lado, sustancias como el TNF-a activan la formacién de
granulomas alrededor de la infeccion micobacteriana y de esta forma se aisla el foco
de infeccidn, conteniendo a la bacteria y previniendo la diseminacién a otros érganos
(Saunders y Cooper, 2000). Esta fase también se denomina fase paucibacilar, ya que
se caracteriza por la presencia de un infiltrado tisular formado principalmente por lin-
focitos y pocos o0 ningan microorganismo detectable en el interior de los macréfagos
de los tejidos. Los mecanismos responsables de la pérdida o disminucién de la res-
puesta Thl de tipo celular para dar paso a una respuesta Th2 de tipo humoral se
desconocen, pero se cree que estan relacionados con factores genéticos del hospe-
dero, exposicion constante al antigeno, desarrollo de poblaciones celulares especifi-
cas, deficiente presentacion del antigeno por parte de los macréfagos, proliferacion de
linfocitos Tyd que inhiben la actividad de los CD4+ Th1 o localizacién del antigeno

durante la infeccién (Chiodini y Davis, 1993).

Una vez que el sistema inmune de tipo celular ha fallado, las micobacterias
proliferan y se produce un cambio progresivo en el tipo de respuesta de tipo Thl a
Th2. En esta fase, los linfocitos CD4+ Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que supri-
men la respuesta de tipo Th1l promoviendo la proliferacién de linfocitos B y la produc-
cion de anticuerpos. En este periodo, la respuesta celular declina y aumenta la res-
puesta de tipo humoral a medida que Map se multiplica (Chiodini et al., 1984a). Este
tipo de respuesta no es efectiva frente a microorganismos intracelulares como es el
caso de Map y por lo tanto, en la fase lepromatosa no se detiene la progresion de la

infeccion, el desarrollo de la patologia ni la proliferacion bacteriana (Ellner y Wallis,
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1989). En este momento, los animales presentan un elevado nivel de anticuerpos sé-
ricos y escasa reactividad a las pruebas de inmunidad celular. A esta fase se la conoce
como fase multibacilar, ya que se caracteriza por la presencia de un elevado nimero
de bacilos en el interior de una gran cantidad de macrofagos. El flujo de células infla-
matorias origina un engrosamiento de la pared intestinal hasta que pierde su funcio-
nalidad, originando un sindrome de malabsorcién y enteropatia con pérdidas de pro-
teinas (Gilmour, 1976). En esta fase el microorganismo puede diseminarse por el in-
terior y exterior del tracto gastrointestinal, manifestandose lesiones formadas por infil-
trados de macrofagos con Map en el rifidn, higado, gldndula mamaria, entre otros or-
ganos o tejidos. El animal comienza a manifestar signos clinicos inespecificos de la

enfermedad como pérdida de peso y diarrea.

Una vez dentro de estas células, Map dispone de diversas estrategias para ase-
gurar su supervivencia, poder replicarse y asi diseminarse por el organismo. Estas
estrategias, como el hecho de que las micobacterias tienen la capacidad de inhibir la
maduracion del fagosoma y consecuente formacion del fagolisosoma, proporcionan
una manera de eludir la actividad antimicrobiana directa de la respuesta inmune in-
nata, asi como de evitar la presentacion de sus antigenos a linfocitos T y posterior
desencadenamiento de una respuesta inmune adaptativa (Stabel, 2006). Por otro lado,
también se ha relacionado la presencia de Map con la inhibicion de la acidificacion del
fagosoma, con la consecuente creacion de un medio protector en el que la bacteria
puede replicarse y persistir (Souza et al., 2008). Map soporta las enzimas lisosémicas,
el 6xido nitrico y los demas mecanismos bactericidas que producen los macréfagos,

ayudada entre otras cosas, por su envoltura celular lipidica (Tessema et al. 2001).
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2.4.2 Establecimiento y progresién de lesion a la infeccion

La progresion de la enfermedad se divide en cuatro estadios o fases:

Fase I. Infeccion silente. Esta fase se caracteriza por la ausencia de signos clinicos de
la enfermedad y se encuentra presente fundamentalmente en animales jovenes, aun-

que en ocasiones también se ha descrito en animales adultos.

Fase II. Fase subclinica. En este estadio se encuentran principalmente animales adul-
tos portadores de Map. Durante el transcurso de esta fase los animales no presentan
sintomas de alguna la enfermedad, pero en ocasiones pueden presentar anticuerpos
circulantes o respuestas inmunes celulares alteradas. Ademas, la gran mayoria de los
animales son negativos al cultivo en heces, aunque a pesar de esto los animales ex-

cretan en heces una carga microbiana baja de manera intermitente.

Fase lll. Fase clinica. Esta fase so6lo se desarrolla tras varios afios de infeccion por M.
a. paratuberculosis. Los signos clinicos iniciales y caracteristicos de esta fase son el

de la caida de la produccion lactea, pelo hirsuto, pérdida de peso y diarrea.

Fase 1V. Fase clinica avanzada. El paso de la fase anterior a esta fase tiene lugar en
tan solo unas pocas semanas, durante las cuales los animales entran en un estado de
letargo, debilitacion y emaciacion. Esta fase se caracteriza a su vez por la aparicion
de un edema intermandibular, debido a la presencia de hipoproteinemia, ademas de
la presencia de caquexia y diarrea profusa. Aunque la presencia de diarrea es menos
frecuente en ovinos y caprinos que en vacas y la aparicion de la enfermedad se da en
animales mas jovenes (Stehman, 1996). Es en este estadio en el que los animales son
sacrificados debido a la reduccién en la produccién lechera y a la pérdida de peso,
aunque en ocasiones algunos animales mueren por la deshidratacion severa y la ca-

qguexia que tiene lugar (Whitlock y Buergelt, 1996).
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El Map puede permanecer en el tracto gastrointestinal de animales subclinica-
mente infectados durante afios sin causar sintoma alguno de la enfermedad, los cua-
les pueden llegar a manifestarse debido al estrés originado durante la lactancia (nor-
malmente en la segunda o tercera lactacion) o la presencia de una elevada densidad
animal, entre otros factores (Manning y Collins, 2001). Sin embargo, aunque los ani-
males son mas susceptibles cuando la infeccion se origina a edades tempranas (hasta
el desarrollo clinico de la enfermedad pueden transcurrir meses o incluso afios), la
enfermedad se puede iniciar en animales adultos sanos si éstos se ven expuestos a

una elevada carga infectiva de Map (Rankin, 1961).

2.5. Signos Clinicos

El nimero de animales infectados que enferma es en general bajo, menos del
3%, pero todos los animales que inician el cuadro clinico mueren, las muertes se pre-
sentan en “goteo” en los rebafios afectados a lo largo del afo y los animales que en-
ferman pueden presentar cuadros recurrentes durante dos o tres afios, para morir
luego de un proceso de emaciacion de mas de dos meses, aln en esta etapa de ema-
ciacién progresiva, los animales no dejan de comer, se alimentan normalmente. A di-
ferencia de los bovinos, que presentan un cuadro de diarrea acuosa muy aparente, las
ovejas pueden no presentar diarrea o presentar una diarrea pastosa, se pierde la forma
tipica de excremento en “bolitas”, al mismo tiempo que se observa el proceso de adel-
gazamiento progresivo. El cuadro clinico se asocia frecuentemente a condiciones de
estrés, como el parto, el destete o deficiencias de alimentacion y puede recurrir por si
solo sin mediar tratamientos, para reaparecer nuevamente tiempo después (Tértora,
2008).

Debido al caracter cronico de la paratuberculosis y a pesar de infectarse en las

primeras semanas de vida, los animales no empiezan a manifestar signos clinicos

hasta la edad adulta, tras un largo periodo de incubacion, apareciendo los sintomas
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con mayor frecuencia entre los dos y cinco afos, frecuentemente tras el parto, durante

la primera o la segunda lactacion (Chiodini et al., 1984a; Pérez et al., 1996).

Sin embargo, en una ganaderia en la que los animales estdn en contacto con-
tinuo con Map, aquellos que desarrollan la enfermedad clinica constituyen una minoria
(la punta del iceberg), siendo mucho mas elevado el porcentaje de animales subclini-
cos, que permanecen infectados de forma latente, pero sin llegar a progresar hacia la
forma clinica de la paratuberculosis (Pérez et al., 1996). La enfermedad clinica se con-
sidera, por tanto, la fase terminal de una infeccion crénica subclinica, y el paso de una
forma a otra puede estar desencadenado por humerosas situaciones causantes de
estrés, tales como la gestacion, el parto, un manejo inadecuado, una mayor exigencia
productiva de leche, la desnutricion, infecciones parasitarias, o el pastoreo en suelos
secos Yy deficientes en minerales (Chiodini et al., 1984a).

El signo clasico y mas caracteristico de la paratuberculosis en rumiantes es la
pérdida de peso y condicidn corporal, a pesar de que los animales siguen manteniendo
el apetito y reciben una alimentacién adecuada (Chiodini et al., 1984a; Garcia-Marin
etal., 1994; Pérez et al., 1996; Whitlock y Buergelt, 1996; Clarke, 1997;). Esta pérdida
de peso seria consecuencia de la malabsorcién y pérdida de proteinas asociados a la
inflamacion del intestino (Allen et al., 1974a). Otro de los signos clinicos que se pueden
encontrar es el edema hipoproteinémico en las partes bajas, siendo muy tipico el
edema submandibular, que suele preceder incluso de los demas signos clinicos (Chio-
dini et al., 1984a). Los animales enfermos no presentan fiebre, beben y comen mucho;
sin embargo, siguen adelgazando de forma progresiva hasta llegar en los casos mas
avanzados a un estado de caquexia, debilitamiento general, con atrofia muscular, fra-
gilidad o caida de la lana en el caso de ovinos, palidez de las mucosas, emaciacion,
postracion y finalmente la muerte (Juste et al., 1983; Garcia-Marin et al., 1994; Pérez
et al., 1996; Clarke, 1997;). En este sentido, la mortalidad anual en un rebafio puede

variar entre el 3y el 10% de los animales adultos (Chiodini et al., 1984a).
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La diarrea no es un signo caracteristico de la paratuberculosis en las especies
ovina y caprina, en las que a menudo el Unico signo clinico observado es la pérdida
de peso progresiva, que suele manifestarse generalmente después del parto. No obs-
tante, la diarrea puede aparecer mas frecuentemente, o se puede notar un reblande-
cimiento de las heces, que puede observarse de manera intermitente (Garcia-Marin et
al., 1994). Por ello, en ovino, se puede observar la presencia de heces adheridas a la
lana, manchando la zona de la cola, del periné y del tercio posterior (Garcia-Marin et
al., 1994). Por otro lado, mientras el curso clinico de la enfermedad puede durar de 3
a 6 meses o incluso prolongarse durante mas tiempo en el ganado vacuno, éste suele

ser mucho mas corto en los pequefios rumiantes (Chiodini et al., 1984a).

En la fase subclinica, los animales también pueden presentar otros signos ines-
pecificos, principalmente relacionados con problemas de caracter reproductivo como
infertilidad, ademas de una mayor sensibilidad a padecer problemas de mamitis (Mer-
kal et al., 1975). Por ello, no es extrafio que muchos animales no lleguen a desarrollar
signos clinicos claros de paratuberculosis, sino que suelen ser enviados al matadero
de forma prematura a causa del bajo rendimiento productivo, de la pérdida de peso o
de las diarreas intermitentes, que el ganadero o veterinario suelen confundir con otros

problemas digestivos no infecciosos (Pérez et al., 1996).

2.5.1. Lesiones macroscépicas

El hallazgo caracteristico y constante de la paratuberculosis, especialmente en ovinos
y caprinos, es la presencia de linfangitis y linfangiectasias en los tramos afectados. En
estas lesiones, los vasos linfaticos intestinales aparecen como cordones blanquecinos
o transparentes que discurren de forma tortuosa haciendo prominencia sobre la serosa
intestinal, y en casos extremos pueden verse en su recorrido hacia los nodulos linfati-
cos mesentéricos a través del mesenterio (Kurade et al., 2004). En la especie bovina,
estas linfangiectasias no son tan frecuentes, y suelen ser focales y menos aparentes

(Buergelt et al., 1978). En ovinos, y especialmente en el ganado caprino, también se
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ha sefalado la aparicion de focos de necrosis caseosa y calcificacion en los nédulos
linfaticos mesentéricos y también, aunque menos frecuentemente, en la mucosa, sub-

mucosa, serosa o vasos linfaticos (Valheim et al., 2002).

En el ganado ovino y caprino, la formacion de pliegues en el intestino puede no
ser tan evidente como en la especie bovina, y el incremento de grosor de la pared
puede ser moderado-leve, incluso a veces muy sutil, por lo que resulta muy facil pa-
sarlo por alto en la necropsia si el examen no es cuidadoso (Garcia-Marin et al., 1994).
En pequefios rumiantes, en ocasiones, la linfangitis es el Unico cambio macroscopico
apreciable que sirve para el diagnostico presuntivo de paratuberculosis, ademas, en
ovinos, se ha descrito la coloracién amarillenta o anaranjada de la mucosa intestinal

en casos de infecciones por cepas pigmentadas de Map (Clarke y Little, 1996).

2.5.2. Lesiones microscoépicas

Estas se caracterizan por una enteritis granulomatosa cuyas lesiones mas evi-
dentes se localizan en los dltimos tramos de intestino delgado, en los primeros tramos
del intestino grueso, y nddulos y vasos linfaticos asociados. La lesion caracteristica es
un infiltrado celular compuesto por macrofagos, linfocitos, y células epiteloides y plas-
maticas. Los macréfagos aparecen normalmente llenos de bacilos, acompafados fre-
cuentemente de células gigantes, también con numerosas bacterias en su interior
(Buergelt et al., 1978).

En ovinos, ademas, los nervios ileales de la submucosa se pueden encontrar
rodeados de agregados inflamatorios mononucleares (Gwozdz et al., 2001). Los baci-
los en este tipo de lesiones multibacilares son facilmente detectables en el citoplasma
de macrofagos y células gigantes mediante la tincion de ZN o bien, mas especifica-

mente, mediante técnicas inmunohistoquimicas (Kheirandish et al., 2008).
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En la especie ovina, y principalmente la caprina, es frecuente encontrar focos
de necrosis caseosa Y calcificacion en los granulomas, incluso en ocasiones con en-
capsulamiento fibroso, tanto en la mucosa, submucosa, serosa intestinal como en los
vasos, y especialmente en los nddulos linfaticos mesentéricos. En cambio, estos ha-

llazgos son muy raros en el ganado bovino (Valheim et al., 2002).

2.5.3. Respuesta inmune del hospedero

Como es tipico en casos de paratuberculosis natural, tras la infeccion se abre
una fase asintomética de dos afios o mas, durante la que no es posible observar una
respuesta inmunoldégica celular ni humoral diferenciada, ni detectar la excrecion de la
bacteria en heces (Clarke, 1997). En casos de paratuberculosis inducida experimen-
talmente, se ha observado la produccion de anticuerpos anti-Map que incluso, prece-
den a la respuesta celular inicial tipica (Waters et al., 2003). Los estadios iniciales y
subclinicos de la enfermedad se caracterizan por una alta respuesta inmune celular
(CMI), mientras en estadios clinicos avanzados predomina la respuesta inmune hu-
moral (Stabel, 2000).

El sistema inmune innato constituye la primera barrera defensiva del hospedero
frente a los patdgenos microbianos. Los macréfagos, células dendriticas y otras célu-
las presentadoras de antigenos (CPA) constituyen la primera linea de defensa frente
a los patégenos intracelulares mediante una serie de mecanismos propios de la res-
puesta inmune innata. Se trata de un mecanismo protector evolutivamente antiguo
cuya activacion se inicia con el reconocimiento de moléculas altamente conservadas
presentes en la mayoria de los microorganismos, los denominados “patrones molecu-
lares asociados al patégeno” (PAMP). Los PAMPs son estructuras esenciales para la
supervivencia microbiana, ausentes en el hospedero, que pueden ser lipopolisacaridos
de la pared celular, lipoproteinas, proteinas o acidos nucleicos. Las células del sistema

inmune innato son capaces de reconocer los PAMPs del patégeno para poder fagoci-
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tarlo de manera rapida. Para ello, disponen de cantidades limitadas de receptores co-
dificados genéticamente, los “receptores del patron de reconocimiento” (PRR) (Uema-
tsu y Akira, 2006).

En el momento en el que una infeccidn intracelular se establece y asienta en un
hospedero, se empieza a activar la respuesta inmune adaptativa o adquirida, mediada
principalmente por los linfocitos T y B, y caracterizada fundamentalmente por su es-
pecificidad para reconocer un numero amplio de antigenos, asi como por su capacidad

de “memoria” de larga duracion (Stabel, 2006).

Durante varios afos, se ha pensado que ambas respuestas desarrollaban sus
funciones de manera totalmente separada e independiente, y la inmunidad innata in-
cluso estaba considerada como secundaria o de menor importancia en la defensa del
hospedador (Medzhitov y Janeway, 1997). Sin embargo, ultimamente, se ha ido de-
mostrando que no solamente ambas respuestas pueden traslaparse sino que también
interaccionan entre si en un objetivo comun de lucha antimicrobiana, como en el caso

de las micobacteriosis (Sohal et al., 2008).

Los primeros signos de la infeccion son la produccion de IFN-y y la proliferacion
de linfocitos en respuesta a la inoculacion de antigenos micobacterianos, como el de-
rivado proteico purificado (PPD). Esto indica la activacion de la inmunidad celular, y la
excrecion intermitente de la bacteria en heces. Esta respuesta ird en incremento junto
con la carga micobacteriana excretada en las heces, mientras, los anticuerpos de la
respuesta humoral pueden ir apareciendo. Esta fase de aparente equilibrio entre pa-
tégeno y hospedero puede durar afios. Al final, la respuesta celular cae y la excrecién
de bacterias aumenta, lo que lleva al estado clinico de la enfermedad (Chiodini, 1996).
En la especie bovina se distinguen bajos excretores, excretores moderados y grandes
excretores (o super-excretores) (Whitlock et al., 2006). En comparacién con los menos
excretores, el grupo de grandes excretores se asocia con animales de baja respuesta

celular (sobre todo en las fases iniciales de infeccidén), asentamiento mas temprano de
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la enfermedad y titulos de anticuerpos mas altos (Koets et al., 2006). Se considera que
la inmunidad de protecciéon contra Map viene dada por la respuesta inmune celular,
con lo que esa protecciéon depende de las interacciones entre las células T y las células
presentadoras de antigeno infectadas (Kaufmann, 2001). En la respuesta inmune ce-
lular, las células T excretan citocinas que activan la eliminacion de Map en los macroé-
fagos (Stabel, 2000). Los macrofagos presentan los antigenos de Map a las células T,
que liberan IL-2. Esta interleuquina impulsa la propagacion de los LT CD8+ citoliticos
y los CD4+ LTh1 (Chiodini y Davis, 1993), y estos ultimos, liberan mas IL-2, IFN y,
TNF y factor estimulante de colonias de granulocitos de macréfago (GM-CSF), con el
objetivo de activar el poder bactericida de los macréfagos (Stabel, 1995). Después, la
poblacion de CD4+ LTh1 cae impulsada al final por la proliferacion de las células T
gamma-delta (y d), entrando asi en una fase anérgica (Chiodini y Davis, 1993). Hipo-
téticamente, el descenso de la respuesta inmune celular refleja un cambio de res-
puesta de tipo 1 (con LThl) a tipo 2 (con LTh2), de acuerdo con la dicotomia de las
células T auxiliares (Chiodini, 1996). Los estudios realizados con animales con para-
tuberculosis no han sido capaces de demostrar ese hipotético cambio de Th1l protector
a Th2 permisivo; sin embargo, el descenso de IFN-y, y el incremento de IL-10 y TGF-
B parecen mas evidentes (Lee et al., 2001). En la ultima fase, la fase clinica, los CD4+
LTh2 producen citocinas (IL-4 e IL-10, entre otras) que suprimen la respuesta celular
y activan la respuesta humoral, con el aumento de los linfocitos B y la produccion de
anticuerpos, quedando establecida la respuesta humoral (Langelaar et al., 2005).

A nivel histopatoldgico se compara la paratuberculosis con la lepra, en la que
fueron establecidos 5 tipos inmunopatolégicos principales que correlacionan las lesio-
nes histolégicas y la respuesta inmune: tuberculoide, tuberculoide intermedio, interme-
dio, lepromatoso intermedio y lepromatoso. En las formas tuberculoides existe una
fuerte resistencia a la infeccion detectable por pruebas de inmunidad celular y una baja
(o muy baja) cantidad de bacilos, mientras en las formas lepromatosas se da todo lo

contrario. Estudios en paratuberculosis confirman un modelo similar para esta patolo-

23



gia, y sugieren gue se da una evolucion de una respuesta tuberculoide (lesiones ini-
ciales en el punto de infeccion) hacia otra de tipo lepromatoso dependiendo del estado

inmunitario del hospedador (Buergelt et al., 1978).

2.6. Epidemiologia

Entender la epidemiologia de la enfermedad de Johne tiene importancia para
determinar las estrategias del manejo y control de la enfermedad. Se considera a los
rumiantes domésticos (ganado bovino, caprino y ovino) los hospedadores por exce-
lencia (Chiodini et al., 1984a). Cuando se determind la importancia de esta enferme-
dad en los rumiantes domésticos se aumentaron los estudios a rumiantes salvajes
como los cérvidos (Mackintosh et al., 2004) y el bafalo (Bubalus bubalis) (Sivakumar
et al., 2005), asi mismo en animales no rumiantes, siendo el conejo uno de los mas
importantes (Oryctolagus cuniculus) (Greig et al., 1999), poniéndose de manifiesto su
importancia principalmente como reservorios de la enfermedad para los animales do-
mésticos. La identificacion de Map en animales salvajes tiene una clara repercusion
en los programas de control. También han sido hallados casos naturales de infeccion
en cerdo y jabali (Sus domesticus y Sus scrofa; Alvarez et al., 2005), en burro (Equus
asinus; Dierckins et al., 1990), en perro (Canis familiares; Vogel 1977), en primates
(McClure et al., 1987), en liebre (Lepus europaeus), en zorro (Vulpes vulpes), en mus-
télidos (Mustela erminea, Mustela minuta, Meles meles), en ratén de campo y rata
(Apodemus sylvaticus, Rattus norvegicus), y en cérvidos (Corvus corone, Corvus fru-
gilegus, Corvus monedula) (Beard et al., 2001). Estos aislamientos podrian tener im-
portancia desde el punto de vista epidemioldgico, ya que estos animales podrian ac-
tuar como reservorios de Map y contribuir a la difusién de la paratuberculosis, pudiendo

incluso participar como fuentes de infeccion para el ganado doméstico.

Por otro lado, a pesar de que los casos de infeccion natural de paratuberculosis

parecen haberse descrito con mayor frecuencia en determinadas razas (Julian, 1975).
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Otros autores opinan que en realidad no existe mayor 0 menor resistencia a esta en-
fermedad entre las diferentes razas, sino mas bien un manejo diferente segun el tipo
de explotacion, que puede favorecer en mayor o menor medida la diseminacién y la

transmision de Map entre los animales (Kennedy y Benedictus, 2001).

2.6.1. Factores que Influyen en la adquisicion de la enfermedad

Existen varios factores que pueden influenciar el resultado de la infeccién y que
por conveniencia, se clasifican en variables ambientales, variables propias del pat6-
geno y factores del hospedador. Los factores ambientales pueden incluir, entre otros,
la nutricion, las toxinas ambientales y la edad de exposicion al patdgeno. Por otra
parte, aquellas variables derivadas del patégeno generalmente implican factores de
virulencia que, por ejemplo, pueden incrementar o atenuar la habilidad de colonizacién
del organismo o aumentar la virulencia a traves de la expresion de una toxina. Final-
mente, los factores atribuidos al hospedero, implican principalmente la dotacién gené-
tica del organismo (Diaz et al. 2005).

2.6.2. Edad, dosis ingerida, otros factores

Los animales jévenes (menores de seis meses de edad) son los mas suscepti-
bles a la infeccién (Manning y Collins, 2001), debido principalmente: a) El desarrollo
incompleto de su sistema inmune (Cocito et al., 1994); b) El maximo desarrollo en
animales jovenes de las placas de Peyer ileales que son la puerta de entrada de Map
al intestino; c) Gracias a la presencia de la gotera esofagica en animales jovenes,
evadiendo los mecanismos defensivos del tracto alimentario del hospedero (Clarke,
1997); d) Los animales recién nacidos tienen lo que traducido directamente del inglés
se denomina “intestino abierto” (open gut), que hace referencia al espacio intersticial
entre las células del intestino delgado que permite el paso de macromoléculas como
las inmunoglobulinas del calostro a la mucosa intestinal. Esta mayor separacién celular

hace mas facil la invasion tisular de Map (Sweeney, 1996).
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Otro parametro importante para el establecimiento de la enfermedad es la dosis
ingerida. Se ha establecido que la dosis infectiva es aproximadamente de 102 bacilos
(Brotherston et al., 1961). Teniendo en cuenta que el niumero de bacilos viables elimi-
nados en heces de animales infectados es de 10%-108 unidades formadoras de colo-
nias/g (UFC/g) (Whittington et al., 2000b); una minima contaminacion fecal del am-

biente es suficiente para producir la infeccion de los animales susceptibles.

Existen otros factores que influyen en la adquisicion y desarrollo de la infeccion
como son la distinta patogenicidad de los aislados de Map (Saxegaard, 1990), el
tiempo de exposicion a la bacteria (Whitlock y Buergelt, 1996) y la respuesta del hos-
pedador (Clarke, 1997). Esta respuesta se ve afectada de una forma directa con el
sistema de produccion (sistema intensivo), raciones alimenticias, estrés por transporte,
parto y lactacion, inmunosupresion causada por otros agentes como el virus de la dia-
rrea virica bovina (BVD) (Lepper et al., 1989) y hacinamiento de los animales (Collins
et al., 1994). Factores como el tipo de suelo, agua de la explotacion y contacto con

animales salvajes (conejos) (Daniels et al., 2001).

2.6.3. Persistencia en el medio

En cuanto a su capacidad de resistencia, Map puede sobrevivir en el medio
ambiente durante largos periodos de tiempo. Asi, su viabilidad ha sido estimada en
163 dias en rios, 9 meses en aguas fangosas, 11 meses en heces bovinas y hasta 1
afio en pastos, pero Unicamente 7 dias en orina (Juste, 1984). También se ha com-
probado su resistencia a -14 °C durante al menos un afo (Richards y Thoen, 1977).
Sin embargo, se ha demostrado que tras almacenar durante una semana a -20 °C
muestras de heces procedentes de 11 vacas con paratuberculosis, la viabilidad de
Map en dichas muestras se redujo (Khare et al., 2008). El grado elevado de resistencia
gue presenta este bacilo, se explica en parte por la gruesa capa cérea que le rodea,

lo que le permite soportar condiciones fisico-quimicas que no suelen aguantar otras
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especies, y por otro lado, por la posibilidad de disminuir su metabolismo en determi-

nadas condiciones (Juste et al., 2000).

Por otro lado, Map también dispone de una enorme capacidad para soportar los
desinfectantes que funcionan para la mayor parte de los agentes biologicos. Se han
realizado algunos estudios para conocer aquellos capaces de eliminar el bacilo de
superficies externas, encontrando que tanto el hipoclorito sédico (lejia comercial), el
formol al 5 %, los cresoles al 3 %, el fenol al 2,5 %, el bicloruro de mercurio al 0,1 %,
asi como el hipocloruro calcico al 2 %, son eficaces para matar al bacilo en menos de
10 minutos en condiciones adecuadas, con mayor eficacia si actian en soluciones
acuosas (Hole, 1958). Por otro lado, se ha comprobado el efecto bactericida del cloro,
desinfectante usado en el tratamiento del agua, sobre cepas bovinas y humanas de
Map (Whan et al., 2001). Si bien posteriormente, los mismo autores encontraron que
esta micobacteria podia adquirir una mayor capacidad de resistencia al cloro cuando
era ingerida por el protozoo Acanthamoeba spp., o que deberia de tenerse en cuenta

en los procesos de cloracion del agua para el consumo humano (Whan et al., 2006).

Por las posibles implicaciones de Map en la salud publica, se han llevado a cabo
diferentes estudios para conocer el efecto de la pasteurizacion de la leche o los pro-
cesos de fabricacion y curacién del queso sobre la viabilidad de esta bacteria. En
efecto, se ha detectado la presencia del bacilo en leche cruda y pasteurizada de vacas,
ovejas y cabras, asi como en quesos de venta al por menor en diferentes paises, lo
gue indica que los humanos podrian estar expuestos a Map a través del consumo de
estos productos de origen animal (Ikonomopoulos et al., 2005; Eltholth et al., 2009).
Se ha estimado que el someter la leche cruda a una temperatura de 72 °C durante 15
s seria suficiente para la eliminacion total del microorganismo (Rademaker et al.,
2007).
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2.6.4. Prevalencia

Desde la primera descripcion de un caso de paratuberculosis en 1895 se ha extendido
afectando a un elevado nimero de paises; sin embargo, la dificultad en su diagndstico
hace que en ocasiones la estimacion de la prevalencia real sea dificil (Chiodini et al.,
1984b). En Estados Unidos de América, un estudio en Nueva Inglaterra mostré una
tasa de prevalencia del 18 %, cuando se empled la técnica de cultivo, ademas de
prueba histolégica; que cuando solo se utilizo la técnica del cultivo, dando falsa esti-
maciones bajas a causa de imprecisiones y falta de sensibilidad de la prueba (Chiodini
et al., 1986). La evidencia serolédgica de la paratuberculosis en ganado de Florida in-
dica animales seropositivos que comprende 8.6 %y 17.1 % de la poblacion de prueba
en bovinos de carne y leche, respectivamente (Braun et al., 1990). En una extensa
prueba, que incluyd a 32 Estados y Puerto Rico, se examinaron los ganglios linfaticos
de 7,540 bovinos mediante técnicas de cultivo, dando prevalencia general de 1.6 %
(Merkal et al., 1987). Otros estudios serolégicos mediante ELISA (Enzyme-Linked Im-
munoSorbent Assay) en ganado vacuno lechero, las seroprevalencias fluctuaron de
un 4.8 % (Collins et al., 1994) a un 26.8 % (Sorensen et al., 2003), mientras que en el
vacuno de carne describieron prevalencias entre un 3.3 % (Hill et al., 2003) y 3.95 %
(Pence et al., 2003). En Australia, el nivel de infeccién en Victoria y Nueva Gales del

Sur se ha descrito como un 22y 9 %, respectivamente (Kennedy y Allworth, 2000).

En Europa, en Gran Bretafia, también se han llevado a cabo estudios en mata-
dero mediante cultivo microbiologico y PCR, observandose prevalencias de un 2.6 %
y un 3.5 %, respectivamente (Cetinkaya et al., 1998). En pequefios rumiantes no hay
tantos estudios de prevalencia de la paratuberculosis, como en el caso del ganado
vacuno. En Espafia, en ganado ovino se han realizado estudios mediante métodos
histopatoldgicos, encontrando prevalencias de hasta un 49.4 % (Pérez et al., 1996).
Estos mismos resultados se encontraron en un estudio que combinaba los resultados

obtenidos mediante pruebas seroldgicas, cultivo y estudio anatomopatologico en la
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Comunidad Autonoma de Aragon (Juste et al., 1991a). En Noruega, la paratubercu-
losis en ganado vacuno es esporadica; sin embargo, en cabras es endémica. En un
estudio realizado entre 1996 y 1999 se analizaron 9,456 sueros de cabras de 754
rebafios y un 7.7 % fueron positivos (Tharaldsen et al., 2003). En Australia, sin em-
bargo, la principal especie animal afectada con paratuberculosis son las ovejas, con-
firmandose la enfermedad a finales del afio 2001 en 1,087 rebafios de un total de
84,362 (Windsor et al., 2002).

En México, Unzueta (1936) diagnostico la presencia de la enfermedad por pri-
mera vez en bovinos lecheros, utilizando como método diagndstico la aplicacion de
Johnina y tuberculina aviar, y también al observar el bacilo al microscopio. El primer
informe en una publicacién seriada de aislamiento de Mycobacterium paratuberculosis
(Bacilo de Johne) a partir de muestras de ganglios mesentéricos e intestino delgado
de bovinos lecheros sacrificados en un rastro de Tulancingo, Hgo., fue hecho por Ra-
mirez et al., en 1979. Posteriormente en un estudio que se realizé con un rebafio ca-
prino ubicado en los alrededores de la ciudad de México, con antecedentes clinicopa-
tologicos, seroldgicos y bacterioldgicos, en donde para su deteccion se utilizo el ana-
lisis de RFLP empleando la sonda la 1IS900 y la enzima de restriccion BstEll, revelando
gue el tipo de Map correspondio al tipo C1, que es uno de los méas diseminados en el
ambito mundial entre las diferentes especies domésticas y silvestres (Chavez et al.,
2004). También en los estados de Querétaro y Morelos, se tiene evidencia clinica y
serolégica de paratuberculosis, en donde fue identificada la cepa de Map “C”1, por

medio de PCR en leche de cabras (Favila-Humara et al., 2007).

En 2009, se organiz6 un taller sobre planificacion estratégica para la atencién
de paratuberculosis en el ganado bovino, ovino y caprino; llegando a concluir que se
necesitan mas estudios para determinar la prevalencia de la enfermedad en todo el
pais (CONASA, 2009).
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2.7. Diagnéstico

El progresivo desarrollo de la enfermedad es una caracteristica distintiva de la
paratuberculosis, se han dirigido extensos esfuerzos hacia un medio eficaz para el
diagndstico de los animales portadores no clinicos, ya que son capaces de propagar
el organismo a otros compafieros de hato o rebafo. Incluso, la enfermedad cronica
puede ser dificil de diagnosticar positivamente de una manera no invasiva y rapida. El
cultivo del organismo sigue siendo el inico medio definitivo de diagndstico. Con perio-
dos de incubacion que van desde semanas a meses, este método es considerado

inadecuado para un programa de erradicacion de la enfermedad (Kreeger, 1991).

Segun la OIE (2008), los métodos de diagndstico se basan principalmente en
dos partes: el diagnéstico de la enfermedad clinica y la deteccién de la infeccion sub-

clinica. Con métodos especificos para cada uno segun lo siguiente:

2.7.1. Identificacion del agente

2.7.1.1. Necropsia

La paratuberculosis no se puede diagnosticar a través de un examen superficial
de los intestinos buscando sintomas de engrosamiento. Los intestinos deben abrirse
desde el duodeno al recto para exponer la mucosa. No siempre existe una relacion
estrecha entre la gravedad de los sintomas clinicos y la extension de las lesiones in-
testinales. Las primeras lesiones se manifiestan como el engrosamiento y el encade-
namiento de los vasos linfaticos. Los nodulos linfaticos mesentéricos se encuentran

habitualmente prominentes y edematosos.
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2.7.1.2. Bacteriologia (microscopia)

Los frotis fecales o de mucosa intestinal tefiidos segun el método de Ziehl—
Neelsen se examinan al microscopio. Se puede diagnosticar la paratuberculosis de
modo preliminar si se encuentran agregados (tres 0 mas microorganismos) de bacilos
acido-resistentes pequefios (0,5-1,5 um) y fuertemente tefiidos. La presencia de ba-
cilos acido-resistentes aislados en ausencia de agregados es un resultado dudoso. La
desventaja de esta prueba es que no permite la diferenciacion con otras especies de
micobacterias y sélo una pequefia proporcion de casos puede confirmarse mediante
el examen microscoépico de una muestra fecal Unica. Este método tiene la ventaja de
ser simple, rapido y barato, pero tiene la desventaja de tener una baja sensibilidad y
especificidad. En los casos de diarrea grave, la concentracion de Map disminuye en
relacion a la cantidad de heces, aumentando asi la probabilidad de resultados negati-
vos falsos. La concentracion de bacilos en las heces por centrifugacion y posterior
descontaminacion utilizando descontaminante hexa-decilo cloruro de piridinio (HPC)
mejora la sensibilidad de esta prueba (Eamens et al., 2000). Una condicion similar se
produce en los animales con paratuberculosis subclinica, donde hay una baja tasa de
excrecion fecal. En los frotis o secciones de tejidos (intestinos cerca de la valvula ileo-
cecal o en los ganglios linfaticos intestinales con lesiones macroscopicas) de visuali-
zacion de grupos de color rosa brillante bacilos de colores dentro de los macrofagos

residentes en las lesiones es muy sugerente de paratuberulosis (Singh et al., 2014).

2.7.1.3. Bacteriologia (cultivo)

El aislamiento de M. avium paratuberculosis de un animal proporciona un diag-
nostico definitivo de infeccién con el microorganismo. Aunque el cultivo es técnica-
mente dificil y su realizacion requiere tiempo, es la Unica prueba que no da positivos
falsos en sus resultados (100% de especificidad). El cultivo fecal es capaz de detectar

la mayoria de los animales en un estado avanzado de la enfermedad, pero solo unos
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cuantos en la fases iniciales de la infeccion. En las muestras fecales y de tejido intes-
tinal, los microorganismos de Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis es-
tan enmascarados por otras bacterias y hongos. El aislamiento efectivo de M. paratu-
berculosis a partir de tales muestras depende de la eficacia en la inactivacion de estos

microorganismos no deseados.

Debido a la excrecion intermitente del Map, es recomendable tomar muestras
en serie a través del tiempo (Pinedo et al., 2008). El cultivo bacteriano requiere como
minimo 100 UFC (unidades formadoras de colonias) por g (Merkal, 1970). Esta canti-
dad se supera por los animales con paratuberculosis clinica, pero no por excretores
fecales sub-clinicos de baja y / o moderada excrecion, y solamente 15-25% de ellos
puede ser detectada por cultivo bacteriano (Whitlock y Buergelt, 1996). El cultivo bac-
teriano de la leche de los animales en esta etapa es dificil, porque la tasa de excrecion
bacteriana es 2-8 UFC/50 ml (McKenna et al., 2005). El cultivo a partir de muestras de
tejido proporciona una sensibilidad de 70% y una especificidad del 95% (Tiwari et al.,
2006).

2.7.1.4. Sondas de ADN y reaccion en cadena de la polimerasa

Se han elaborado sondas de ADN que permiten detectar M. paratuberculosis
en las muestras de diagndstico e identificar rapidamente las bacterias aisladas (Elling-
son et al., 1998). McFadden et al. (1987) han identificado una secuencia, denominada

IS900, que es una secuencia especifica de insercion de M. paratuberculosis.

La caracterizacion de la secuencia de insercion IS900 que tiene 1451 pares de
bases y esta presente con 15 a 20 copias en el genoma de Map ha permitido la iden-
tificacion especifica del ADN bacteriano mediante la reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR).La PCR se puede realizar en muestras como heces, leche, sangre y tejidos
(ileon, o yeyuno, o valvula ileocecal cerca yeyunal, o ganglios linfaticos ileocecal). Se

debe tener cuidado para evitar la contaminacion con inhibidores de la PCR que podrian
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causar que los resultados falsos negativos. La PCR se ha convertido en una alternativa
al cultivo, sin embargo , la sensibilidad de la PCR convencional se ve obstaculizada
por factores como sustancias inhibidoras, baja carga de Map en muestras (heces, le-
che, tejidos, semen, secreciones vaginales), la manipulacion de estas muestras, que
son altamente contaminado con otros microbios y materiales. Por lo tanto se han pro-
puesto variantes a la PCR convencional como: i) PCR anidada, que implica dos rondas
de amplificacion de la misma secuencia con diferentes pares de cebadores cada uno
y por lo tanto, permite aumentar la sensibilidad de la reaccion; i) PCR multiplex, que
utiliza varios pares de cebadores en la misma reaccion para amplificar multiples se-
cuencias diana del genoma bacteriano simultdneamente; iii) en tiempo real o PCR
cuantitativa (RT-PCR), que utiliza una sonda marcado con fluorocromo complementa-
ria a un fragmento intermedio de la secuencia diana que se amplifica. La cuantificacién
de la fluorescencia emitida durante cada ciclo de PCR es proporcional a la cantidad
de ADN. La ventaja de la PCR es la deteccién oportuna de Map, y sin la necesidad de
bacterias viables en la muestra. La ventaja de la RT-PCR es que permite la inmediata
observacion de la amplificacion de la diana, cuantificacion y tiene una mayor sensibi-

lidad que el cultivo bacteriano (Bogli-Stuber et al., 2005).

2.7.2. Pruebas serolégicas

Las pruebas serolégicas utilizadas habitualmente para la paratuberculosis en el
ganado vacuno son la fijacion del complemento (FC), la técnica de enzimoinmunoen-
sayo (ELISA) y la inmunodifusion en gel de agar (IGDA) (Sockett et al., 1992) en lo
referente a inmunidad humoral, y la técnica del interferén gamma cuando se trata de

inmunidad celular.

2.7.2.1. Prueba de Fijacion del Complemento (FC)

Se emplea como antigeno un extracto acuoso de la bacteria del que se han

eliminado los lipidos. Se inactivan todos los sueros a diagnosticar en un bafio de agua
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a 60°C durante 30 minutos. Se mezcla el antigeno y el sensibilizante correspondiente
se afiade el suero, que contiene por consiguiente el complemento, éste desaparece
del suero que, por tanto, se vuelve incapaz de reactivar otra mezcla que contenga un
antigeno y el sensibilizante. Es lo que se expresa diciendo que el complemento ha

sido fijado sobre el primer antigeno.

La prueba de FC es adecuada cuando se trata de animales clinicamente sos-
pechosos, pero no presenta suficiente especificidad para fiarse de su uso con fines de
control en la poblacion general. Sin embargo, a menudo es solicitada por paises que
importan ganado. Esta prueba puede identificar a los animales con signos clinicos,
pero no lo suficientemente especifica como para ser utilizado en los programas de
control (Singh et al., 2014).

2.7.2.2. Técnica del Enzimoinmunoensayo (ELISA)

ELISA es la prueba diagndéstica mas utilizada para el diagnéstico serolégico de
la paratuberculosis. Se puede aplicar en las muestras de sangre, suero y leche.
Cuando ELISA da resultados positivos en rebafios aparentemente sanos o de baja
prevalencia, un cultivo bacteriano debe llevarse a cabo para confirmar la etapa de la
infeccién. La especificidad de la prueba ELISA se incrementa mediante la absorcion
de sueros a M. phlei (Singh et al., 2014).

En los pequefios rumiantes, el ELISA comercializado present6é una especifici-
dad del 98,2-99,5% (intervalos de confianza [IC] del 95%) y detecto el 35-54% (IC del
95%]) de animales con evidencia histoldgica de infeccion (Hope et al., 2000). En otro
estudio, la especificidad estimada de un ELISA doméstico fue del 99% y su sensibili-

dad referida a los resultados histologicos fue del 21,9% (Sergeant et al., 2003).

La prueba de ELISA tiene varias ventajas, tales como facil automatizacion, la

repetibilidad y la posibilidad de evaluar multiples muestras juntas. Tiene muy buena
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sensibilidad y especificidad en etapas clinicas y es relativamente barata. La desventaja
es la variabilidad antigénica en diferentes pruebas de ELISA y las diferentes edades
de los animales que puede conducir a errores en la sensibilidad y especificidad (Co-
llins, 2002).

2.7.2.3. Prueba de Inmunodifusion en Gel de Agar (IDGA)

Esta prueba se basa en la precipitacion de los complejos inmunes formados por
los anticuerpos de animales infectados con un antigeno soluble de un extracto de pro-
toplasméatica de Map en una matriz de gel de agar. Es un método simple, rapido y
relativamente barato, pero tiene baja sensibilidad en la etapa temprana de la enferme-
dad (Ferreira et al., 2002). La prueba IGDA es Uutil para confirmar la enfermedad en las
vacas, ovejas y cabras clinicamente sospechosas (Shermann et al., 1984). Se ha des-
crito que en pequefios rumiantes de Nueva Zelanda, la IDGA presenta una sensibilidad
y especificidad ligeramente mayor que la obtenida por los ELISA (Sergeant et al.,
2003). La especificidad y la sensibilidad descritas para la IDGA medidas respecto a
los resultados histolégicos fueron 99-100% (IC del 95%) y 38-56% (IC del 95%), res-
pectivamente (Hope et al., 2000).

2.7.3. Pruebas de Inmunidad Mediada por Células

La deteccién de una respuesta sistémica mediada por células precede a la pro-
duccién de anticuerpos detectables. Los animales que estan infectados con frecuencia
a un minimo nivel no dan reacciones en las pruebas serolégicas, pero pueden reac-

cionar positivamente en las pruebas que miden la inmunidad mediada por células.

2.7.3.1. Técnica del Gamma Interferon

Esta técnica se basa en la liberacion de gamma interferdn a partir de linfocitos
sensibilizados durante un periodo de incubacion de 18-36 h con antigeno especifico

(tuberculina del tipo derivado proteico purificado [PPD] aviar, tuberculina PPD bovina
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o johnina). En los animales con la etapa de sub-clinica, la sensibilidad de este ensayo
es superior a la de las pruebas seroldgicas, pero baja en términos absolutos (41.0 %)
(Gwozdz et al., 2000). La ventaja de la prueba de IFN-y es la secrecion significativa
de IFN-y durante las primeras etapas y puede ser utilizado para detectar animales en
la etapa de sub-clinica. Sin embargo, tiene varias desventajas: i) las posibles reaccio-

nes cruzadas, ii) su alto costo y iii) su baja sensibilidad (Stabel y Whitlock, 2001).

2.7.3.2. Hipersensibilidad de Tipo Retardado

La prueba de hipersensibilidad cutanea de tipo retardado (DTH) es una medida
de inmunidad mediada por células, pero tiene un valor limitado. La prueba se realiza
mediante la inoculacién intradérmica de 0.1 mL de antigeno en una zona esquilada o
rasurada, normalmente en lateral del tercio medio del cuello. En el pasado se usaba
para este fin, la tuberculina PPD aviar o johnina, porque se pensaba que la tuberculina
aviar y la johnina tenian una sensibilidad y especificidad comparable. El grosor de la
piel se mide con un calibrador antes de la inoculacién y 72 horas después de la misma.
Los aumentos del grosor de la piel superior a 2 mm se consideraran indicativos de la

presencia de DTH.

Esta prueba tiene una sensibilidad estimada de 54.0 % y una especificidad del
79.0 % (Kalis et al., 2003). Las ventajas son que es facil de realizar en el campo, y que
hay una posibilidad de la deteccién temprana de los animales infectados. Las desven-
tajas son su baja sensibilidad y su especificidad baja (debido a probables reacciones

cruzadas).

En conclusion para la deteccion de la Map, el cultivo bacteriano, se considera
como estandar de oro. Sin embargo, debido a la falta de signos clinicos en la etapa
temprana de la infeccion esta prueba no permite la identificacion precisa de los anima-
les verdaderamente infectados. Las pruebas para el diagndéstico de paratuberculosis

dependen principalmente de (i) la deteccion directa de bacilos (Map) por microscopia
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fecal, la cultura del organismo y de inmunofluorescencia (tejidos infectados) (ii) la de-
teccion de su genoma en las heces / tejido / sangre por PCR. Indirectamente, se puede
detectar por la medicién de anticuerpos-Map especifica (ELISA) y las células T (en-
sayo de linfoproliferacion). Ademas histopatologia se puede realizar para visualizar los
cambios degenerativos en los tejidos infectados. Cada una de estas pruebas tiene una
sensibilidad y especificidad variable y por lo tanto es necesario analizar cuidadosa-

mente los resultados de cada prueba de forma independiente (OIE, 2008).

2.8. Control

El control de la paratuberculosis es un gran desafio, ya que el organismo es
omnipresente y es capaz de sobrevivir durante largos periodos de tiempo, incluso en
condiciones ambientales extremas, asi como su capacidad de infectar multiples espe-
cies (Pickup et al., 2006). La incapacidad de las pruebas de diagndstico para detectar
los animales con infeccidn subclinica también posee un gran desafio. Actualmente la
mayoria de las practicas de control de la paratuberculosis se basan en las intervencio-
nes de gestion disefiados para limitar la introduccion, asi como la transmision del pa-
tdgeno. Los factores a nivel hato incluyen: la resistencia de la manada y sus reempla-
zos; fuentes comunes de agua y alimento; corrales comunales; contaminacién del ali-
mento y agua con estiércol, asi como los terneros, el lavado de la ubre antes del or-
defio y el tipo de alojamiento (Ott et al., 1999). Como ninguna prueba es 100 % sensi-
ble o especifica, el control de la enfermedad por eliminacién de los reactivo-positivos
se realiza con pruebas repetidas a intervalos de 6 meses o de un afio durante varios
afos asi como por la eliminacion de los reactivo-positivos a las pruebas serolégicas o
pruebas fecales; también se considera prudente la separacion de la descendencia de
las hembras reactivas. Incluso estos procedimientos no siempre tienen éxito sin cam-
bios en los habitos de higiene y en el manejo del ganado para reducir la transmision
de la infeccion en el rebafio (Argente, 1988). Se han emprendido muchas iniciativas
para controlar y erradicar la paratuberculosis y hay 3 métodos seguidos: 1) restriccion

de la transmision de Map a traves del cambio en el manejo, 2) las practicas de prueba
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y desecho para eliminar la fuente de infeccion y, 3) vacunar a los reemplazos para

aumentar su resistencia a la infeccion.

2.8.1. Cambios en las practicas de manejo

Los cambios en el manejo se centran en evitar el contacto entre animales infec-
tados y sanos y disminuir la carga ambiental del Map. Tales medidas incluyen la se-
paracion de las crias de madres inmediatamente después del nacimiento; alimentacion
con sustitutos de leche libre de paratuberculosis a los terneros, cria de reemplazo (co-
rral independiente) por separado, evitar fertilizacion con abono las tierras de pastoreo,
mejorar la higiene de la granja en general. Ademas, al introducir nuevos animales al
rebafo se debe considerar: el diagndstico y observar el estado de paratuberculosis del
rebafio de origen. El mayor retroceso de estas practicas, es la capacidad del Map de
sobrevivir en el ambiente por periodos prolongados (Whittington et al., 2005). Las limi-
taciones economicas de las explotaciones pueden limitar alin mas el éxito de este
enfoque. Estas medidas, ademas, no proporcionan resultados inmediatos (Muskens
et al, 2003).

2.8.2. Practicas de pruebay desecho

La baja sensibilidad de los métodos diagnosticos es la mayor desventaja en
esta estrategia y es costosa para los productores. Si el desecho se basa en el cultivo
fecal, existe la posibilidad que algunos casos de animales infectados fueran falsos
negativos. El cultivo puede tomar varias semanas para detectar animales positivos y
durante este periodo, los animales infectados seguiran arrojando Map en el ambiente.
El control y progreso de la enfermedad es lento, por tanto, a menudo es decepcio-
nante, ya que los animales positivos aparecen regularmente en los ultimos afos, in-
cluso después de la eliminacién de todos los animales que presenten la enfermedad
clinica. ELISA es una prueba de diagndstico rentable; sin embargo, su sensibilidad y

especificidad también se ve comprometida. Por lo tanto, la decision de los animales
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para sacrificio sufrira siempre con sospecha por falso positivo. Otro problema es que
varios kits de ELISA de diagndstico disponibles comercialmente tienen especificidad y
sensibilidad variable (Singh et al., 2007; Dieguez et al., 2009,), lo que afecta grave-
mente los programas de control. El sacrificio por detecciéon de PCR también se ha
aplicado. Las mejoras en la técnica de PCR, los precios bajos de reactivos, la mejora
de la sensibilidad y de procesamiento de alto rendimiento de las muestras, han hecho
de esta prueba una estrategia fructifera. El cultivo de heces ha sido recientemente
sustituido en Holanda por pruebas basadas en la PCR para el control de la paratu-
berculosis (Bastida y Juste, 2011). En campo, PCR y la eliminacién selectiva, aun no

estan muy probados como lo esta ELISA y la eliminacién selectiva (Singh et al., 2014).

2.8.3. Vacunacion

La vacunacion se considera rentable y como forma mas eficaz en el control de
la paratuberculosis (Juste y Casal, 1993; Reddacliff et al., 2006; Juste y Pérez, 2011,).
Ademas, se ha sugerido que la vacunacion puede iniciar el final del gran problema de
la paratuberculosis en todo el mundo, tal vez marcando la diferencia entre no hacer
nada y avanzar hacia el control a nivel mundial (Juste et al., 2002). La principal des-
ventaja de la vacunacion es que los animales vacunados no pueden diferenciarse de
los animales infectados, y por otra parte, interfiriere con la serologia de la tuberculosis
(Juste y Pérez, 2011). En Espafa, se desarrollé una vacuna viva, con lo cual se man-
tuvo la paratuberculosis ovina en observacién. La vacunacion contra la paratubercu-
losis en Cabras esta actualmente en uso en Espafia, los Paises Bajos, Francia, No-
ruega y la India (Juste y Pérez, 2011).

La vacunacion en Noruega de ganado caprino, resulté en una reduccion de 98%
en hallazgos post mortem de las lesiones, y durante un periodo de 16 afos, se redujo
la incidencia de 53% a 1% (Saxegaard y Fodstad, 1985). En los Estados Unidos, la
vacuna Mycopar (microorganismo muerto) usada en ovinos redujo 75.3% las lesiones

histol6gicas (Thonney y Smith, 2005).
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Se supone que la vacunacién modifica los procesos inmunopatolégicos que
conducen a la persistente inflamacion intestinal progresiva, responsable de la enfer-
medad clinica, de una manera tal que los individuos inmunizados son capaces de de-
tener la progresion de la infeccion y las lesiones resultantes. Dando como resultado la
reduccion de la excrecién de Map y disminucién significativa en la gravedad de los

signos clinicos y pérdidas econdmicas (Singh et al., 2014).

La vacunacion también ayuda a reducir la contaminacion del medio ambiente
debido a la Map. En el estudio de vacunacion de van Schaik et al. (1996) la reduccién
global de contaminacion fue del 66,6%. Esto se debi6 a la disminucién en el nUmero
de excretores. En 49 ensayos de diferentes estudios, la vacunacion en el ganado
ovino, se observaron efectos positivos de la vacunacion en el 94% de los casos. En
las cabras, se reportaron efectos positivos en el 92% de los casos en 24 ensayos
(Juste y Pérez, 2011).

2.8.4. Tratamiento

Los tratamientos con antibiéticos no son muy efectivos ya que no llegan a curar
la enfermedad y los animales tratados mejoran clinicamente, pero siguen eliminando
el bacilo por las heces, el tratamiento solo es recomendable para animales de alto

valor genético (Merkal y Larsen, 1973).

La falla en el éxito del tratamiento radica en la dificultad mostrada por los far-
macos antimicobacterianos para acceder a los compartimentos intracelulares del ba-
cilo (Jean, 1996). Los compuestos mas eficaces tanto in vitro como in vivo, son: la
isoniazida, la clofazimina, la rifampicina, y la gentamicina, sin embargo, ninguno de
ellos es capaz de eliminar totalmente la infeccién. (Chiodini et al., 1984a; Cocito et al.,
1994).
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2.9. Salud Publica

La paratuberculosis se considera una zoonosis menor, pues Map se ha aislado
de casos esporadicos de colitis cronica en humanos, la enfermedad de Crohn; sin
embargo, ni los aislamientos, ni los estudios con herramientas moleculares (PCR) han
arrojado resultados definitivos en cuanto a que efectivamente la bacteria sea el agente

causal (Harris y Barletta, 2001).

La enfermedad de Crohn, caracterizada por una enteritis granulomatosa crénica
gue afecta a las personas, fue descrita por primera vez en 1932 por Crohn et al. (1932).
Los signos clinicos de esta enfermedad, parecidos a los de la paratuberculosis, inclu-
yen malestar general, pérdida crénica de peso, dolor abdominal, diarrea 'y pueden ma-
nifestarse de forma intermitente (Chiodini, 1989). Fue hasta 1984 cuando Chiodini et
al. (1894b), aislaron Map de tres pacientes enfermos de Crohn. Este hallazgo, junto
con el aislamiento de dicho bacilo a partir de sangre y tejidos de pacientes (Naser et
al., 2004; Sechi et al., 2005), han suscitado aun mas interés sobre el posible papel
zoonGtico de esta micobacteria; y han abierto un debate muy controvertido en estas

dos ultimas décadas (Greenstein, 2003).

A pesar de las evidencias a favor, aun se acepta con reserva el hecho de que
esta micobacteria sea el agente causal de la enfermedad de Crohn, ya que en el caso
de que Map fuera el agente etiol6gico de esta enfermedad, los ganaderos y el personal
mMas expuesto a esta micobacteria deberian tener mayor predisposicion a padecer la
enfermedad de Crohn, mientras que no se ha observado una mayor proporcion de
individuos afectados entre estas poblaciones (Jones et al., 2006). Por lo que aun se
requieren muchos mas estudios para poder confirmar su papel como agente causal
en la enfermedad de Crohn (Grant, 2005; Pierce, 2009).

Si se confirmara Map como agente etiolégico en la enfermedad de Crohn, esto

implicaria la preocupacion de la micobacteria en la cadena alimenticia. Por ello, se han
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abierto ya varias lineas de investigacion para valorar la presencia de Map en la leche,
la carne o productos derivados, asi como el agua, que pudiera participar en una posible

transmision a la especie humana (Eltholth et al., 2009)

2.10. Literatura Citada

Adams L.G.; Templeton J.W. 1988. Genetic resistance to bacterial diseases of ani-
mals. Rev Sci Tech. 17(1):200-19.

Adams, L.G.; Czuprynski C.J. 1995. Ex vivo induction of TNF alpha and IL-6 mMRNA in
bovine whole blood by Mycobacterium paratuberculosis and mycobacterial cell
Wall components. Microbial Pathogenesis 19: 19-29.

Allen, W.M.; Berrett, S.; Patterson, D.S.P. 1974a. A biochemical study of experimental
Johne's disease. Il. An in vitro study of L-histidine uptake by sheep intestinal
mucosa. J . Comp. Pathol. 84; 385-389.

Allen, W.M.; Patterson D.S.; Slater T.F. 1974b. A biochemical study of experimental
Johne's disease. lll. Protein metabolism in sheep and mice. Comp. Pathol.
84:39-398.

Alvarez, J.; de Juan L.; Briones V.; Romero B.; Aranaz A.; Fernandez-Garayzabal J.F.;
Mateos A. 2005. Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis in fallow
deer and wild boar in Spain. Vet.Rec., 156(7):212-3.

Argente, G. 1988. Utilisation de la culture fécale dans un plan de prevention de la pa-
ratuberculose dans 500 troupeaux; justifications techniques et économiques.
En: Second International Colloquium on Paratuberculosis. Laboratoire Central
de Recherches Vétérinaires, 94703 Maisons-Alfort Cedex, France, 30-35).

Bassey, E.O.; Collins M.T. 1997. Study of T-lymphocyte subsets of healthy and Myco-
bacterium avium subsp. paratuberculosis infected cattle. Infect. Immun.
65:4869-4872.

Bastida, F.; Juste R.A. 2011. Paratuberculosis control: a review with a focus on vac-
cination. J. Immune Based Ther. Vaccines 9:8

Beard, P.M.; Daniels M.J.; Henderson D.; Pirie A.; Rudge K.; Buxton D.; Rhind S;
Greig A.; Hutchings M.R.; McKendrick I.; Stevenson K.; Sharp J.M. 2001. Para-
tuberculosis infection of nonruminant wildlife in Scotland. J.Clin.Microbiol.
39(4):1517-21.

42



Bellamy, R. 2000. Identifying genetic susceptibility factors for tuberculosis in africans:
a combined approach using a candidate gene study and a genome-wide screen.
Clin. Sci. (Lond.), 98: 245-250.

Bogli-Stuber K.; Kohler C., Seitert G.; Glanemann B.; Antognoli M.C.; Salman M.D.;
Wittenbrink M.M.; Wittwer M.; Wassenaar T.; Jemmi T.; Bissig-Choisat B. 2005.
Detection of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis in Swiss dairy
cattle by real-time PCR and culture: a comparison of the two assays. J. Appl.
Microbiol. 99:587-597.

Braun, R.K.; Buergelt C.D.; Littell R.C.; Linda S.B.; Simpson J.R. 1990, Use of an en-
zyme-linked immunosorbent assay to estimate prevalence of paratuberculosis
in cattle of Florida. J Am Vet Med Assoc 196:1251-1254.15

Brotherston, J.B.; Gilmour N.J.L.; Mc Samuel J. 1961. Quantitative studies of Myco-
bacterium johnei in the tissues of sheep. J. Comp. Pathol. 71:286-299.

Buergelt, C.D.; Hall C.; Mcentee K.; Duncan J.R. 1978. Pathological evaluation of para-
tuberculosis in naturally infected cattle. Vet. Pathol., 15:196-207.

Cetinkaya, B.; Erdogan H.M.; Morgan K.L. 1998. Prevalence, incidence and geograph-
ical distribution of Johne's disease in catle in England and the Welsh borders.
Vet. Rec. 143:265-269.

Chavez, G.G.; Trigo F.J.T.; Svastova P.; Pavlik I. 2004. Identificacidon del polimorfismo
genético de aislamientos de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis de
caprinos del centro de México. Vet Mex 35:75-84.

Chiodini, R.J. 1989. Crohn's disease and the mycobacterioses: a review and compari-
son of two disease entities. Clin. Microbiol. Rev. 2:90-117.

Chiodini, R.J. 1996. Immunology: resistance to paratuberculosis. Vet.Clin.North
Am.Food Anim.Pract. 12(2):313-43.

Chiodini R.J.; Van Kruiningen H.J.; Merkal R.S. 1984a. Ruminant paratuberculosis
(Johne's disease): The current status and future prospects. Cornell Vet., 74:218-
62.

Chiodini R.J.; Van Kruiningen H.J.; Merkal R.S.; Thayer W.R.; Coutu J.A. 1984b. Char-
acteristics of an unclassified Mycobacterium species isolated from patients with
Crohn's disease. J.Clin.Microbiol., 20(5):966-71.

Chiodini, R.J.; Davis W.C. 1993. The cellular immunology of bovine paratuberculosis:
immunity may be regulated by CD4+ helper and CD8+ immunoregulatory T lym-
phocytes which down-regulate gammal/delta+ T-cell cytotoxicity. Microb.
Pathog. 14:355-367.

43



Chiodini, R.J.; Van Kruiningen H.J. 1986. The prevalence of paratuberculosis in New
England. Cornell Vet 76:91-104.

Clarke, C.J. 1997. The pathology and pathogenesis of paratuberculosis in ruminants
and other species. J. Comp. Pathol. 116, 217-261.

Clarke, C.J.; Little D. 1996. The pathology of ovine paratuberculosis: gross and histo-
logical changes in the intestine and other tissues. J. Comp. Pathol., 114: 419-
437.

Cocito, C.; Gilot P.; Coene M.; de Kesel M.; Poupart P.; Vannuffel P. 1994. Paratuber-
culosis. Clin. Microbiol. Rev. 7:328-345.

Collins M.T. 2002. Interpretation of a commercial bovine paratuberculosis Enzyme
linked immunosorbent assay by using likelihood ratio. Clin. Diag. Lab. Immunol.
9:1367-1371.

Collins, D.M.; Gabric D.M.; De Lisle G.W. 1990. Identification of two groups of Myco-
bacterium paratuberculosis strains by restriction endonuclease analysis and
DNA hybridization. J. Clin. Microbiol., 28: 1591-1596.

Collins, M.T. 1994. Clinical approach to control of bovine paratuberculosis. J. Am. Vet.
Med. Assoc. 204, 208-210.

Collins, M.T., Sockett D.C.; Goodger W.J.; Conrad T.A.; Thomas C.B.; Carr D.J. 1994.
Herd prevalence and geographic distribution of, and risk factors for, bovine para-
tuberculosis in Wisconsin. J. Am. Vet. Med. Assoc. 204:636-641.

CONASA. Consejo Técnico Consultivo Nacional de Sanidad Animal. 2009. Taller de
trabajo de planeacion estratégica para la atencion de la paratuberculosis en bo-
vinos, caprinos y ovinos de México. Tequisquiapan, Querétaro, México.
http://www.conasamexico.org.mx/conasatequis.pdf (Consultado: Enero 5 de
2013).

Corr, S.C.; Gahan C.C.; Hill C. 2008. M-cells: origin, morphology and role in mucosal
immunity and microbial pathogenesis. FEMS Immunol. Med. Microbiol., 52: 2-
12.

Crohn, B.B.; Ginzburg I.; Oppenheimer G.D. (1932). Regional ileitis: a pathologic and
clinical entity. J. Am. Vet. Med. Assoc. 99:1323-1328.

Daffe M.; Draper P. 1998. The envelope layers of mycobacteria with reference to their
pathogenicity. Adv.Microb.Physiol., 39:131- 203.

Daniels, M.J.; Ball N.; Hutchings M.R.; Greig A. 2001. The grazing response of cattle
to pasture contaminated with rabbit faeces and the implications for the transmis-
sion of paratuberculosis. Vet. J. 161:306-313.

44



Dhand, N. K.; Eppleston J.; Whittington R. J.; Toribio J-A.L.M.L. 2007. Risk factors for
ovine Johne’s disease in infected sheep flocks in Aust. Prev Vet Med. 82:51-
71.

Diaz, S.; Ripoli M.V.; Peral-Garcia P.; Giovambattista G. 2005. Marcadores genéticos
para resistencia y susceptibilidad a enfermedades infecciosas en animales do-
mesticos. Los loci del complejo principal de histocompatibilidad (mhc) como ge-
nes candidatos. Analecta veterinaria 25 (1): 40-52.

Dieguez, F.J.; Gonzalez A.M.; Menéndez S.; Vilar M.J.; Sanjuan M.L.; Yus E. 2009.
Evaluation of four commercial serum ELISAs for detection of Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis infection in dairy cows. Vet. J. 180:231-235.

Dierckins, M.S.; Sherman D.M.; Gendron F. 1990. Probable paratuberculosis in a Si-
cilian ass. J.Am.Vet.Med.Assoc. 45:459-61.

Djonne, B.; Jensen M.R.; Grant |.R.; Holstad G. 2003. Detection by immunomagnetic
PCR of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in milk from dairy goats
in Norway. Vet. Microbiol. 92, 135-143.

Eamens, G.J.; Whittington R.J.; Marsh I.B.; Turner M.J.; Saunders V.; Kemsley P.D.;
Rayward D. 2000. Comparative sensitivity of various faecal culture methods and
ELISA in dairy cattle herds with endemic Johne’s disease. Vet. Microbiol. 77 (3-
4): 357-367.

Ellingson, J.L.E.; Bolin C.A.; Stabel J.R. 1998. Identification of a gene unique to Myco-
bacterium avium subspecies paratuberculosis and application to diagnosis of
paratuberculosis. Mol. Cell. Probes, 12: 133-142.

Ellner, J.J.; Wallis R.S. 1989. Immunologic aspects of mycobacterial infections. Rev.
Infect. Dis. 11:455-459.

Eltholth, M.M.; Marsh V.R.; Van Winden S.; Guitian F.J. 2009. Contamination of food
products with Mycobacterium avium paratuberculosis: a systematic review. J.
Appl. Microbiol., 107: 1061-1071.

Erume, J.; Spergser J.; Rosengarten R. 2001. Rapid detection of Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis from cattle and zoo animals by nested PCR. Afri-
can Health Sciences 1: 83-89.

Estévez-Denaives |.; Hernandez-Castro R.; Trujillo-Garcia A.M.; Chavez-Gris G. 2007.
Detection of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in goat and sheep
flocks in Mexico. Small Rumin Res 72:209-213.

Favila-Humara, L.; Hernandez-Castro R.; Chavez-Gris G. 2007. Deteccién de Myco-
bacterium avium subespecie paratuberculosis en leche de cabras por PCR en

45



México. V° Congreso de especialistas en pequefios rumiantes y cameélidos sud-
americanos. Mendoza, Argentina. http://www.produccionbovina.com/sani-
dad_intoxicaciones_metabolicos/enfermedades_caprinos/10-chavez,%20my-
cobacterium.pdf (Consultado 29 de Febrero, 2012)

Ferreira, R.; Fonseca L.S.; Lilenbaum W. 2002. Agar gel immunodiffusion test (AGID)
evaluation for detection of bovine paratuberculosis in Rio de Janeiro, Brazil. Le-
tters Appl. Microbiol. 35:173-175.

Flores, C. R. 2003. La salud animal en ovinos como factor de valor agregado en la
comercializacion de carne. ler. Simposium Internacional de Ovinos de Carne.
Pachuca, Hidalgo 17 a 19 de noviembre.

Garcia-Marin, J.F.; Benazzi S.; Perez V.; Badiola J.J. 1992. Study of entrance of M.
paratuberculosis in the lambs intestinal mucosa using immunohistochemical
methods for antigens detection. En: Chiodini, R.J.; Kreeger, J.M. (Eds.). Proc
3rd Int. Coll. PTBC. IAP. Providence. EE.UU. pp 371-377.

Garcia-Marin, J.F.; Pérez V.; Garcia De Jalon J.A.; De Las Heras M.; Barberan M.;
Fernandez De Luco D.; Badiola J.J. 1994. Diagndstico de casos clinicos de pa-
ratuberculosis ovina y caprina. Med. Vet., 11: 491-502.

Gay, J.M.; Sherman D.M. 1992. Factors in the epidemiology and control of ruminant
paratuberculosis. Vet. Med., 1133-1139.

Gilmour, N.J.L. 1976. The pathogenesis, diagnosis and control of Johne's disease. Vet.
Rec. 99:433-434.

Gilmour, N.J.L.; Angus K.W.; Mitchell B. 1977. Intestinal infection and host response
to oral administration of Mycobacterium johnei in sheep. Vet. Microbiol., 2; 223-
235.

Goudswaard, J. 1971. Studies on the incidence of Mycobacteriumjohnei in the organs
of experimentally infected goats. Neth. J. Vet. Sci. 4:65-75.

Grant, I.R. 2005. Zoonotic potential of Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis: the
current position. J. Appl. Microbiol., 98: 1282-1293.

Grant, |.; Pope C.; O’'Riordan L.; Ball H.; Rowe M. 2000. Improvement detection of My-
cobacterium avium subsp. paratuberculosis in milk by immunomagnetic PCR.
Vet microbial 77:369-378.

Grant, I.R.; Ball H.J.; Rowe M.T. 2002. Incidence of Mycobacterium paratuberculosis
in bulk raw and commercially pasteurized cows' milk from approved dairy pro-
cessing establishments in the United Kingdom. Appl. Environ. Microbiol.
68(5):2428-35.

46



Greenstein, R.J. 2003. Is Crohn's disease caused by a mycobacterium? Comparisons
with leprosy, tuberculosis, and Johne's disease. Lancet. Infect. Dis., 3: 507-514

Greig, A.; Stevenson K.; Pérez V.; Pirie A.A.; Grant J.M.; Sharp J.M. 1999. Paratuber-
culosis in wild rabbits (Oryctolagus cuniculus). Vet.Rec. 140:141-3.

Gwozdz, J.M.; Thompson K.G.; Manktelow B.W. 2001. Lymphocytic neuritis of the il-
eum in sheep with naturally acquired and experimental paratuberculosis. J.
Comp. Pathol., 124: 317-320.

Gwozdz, J.M.; Thompson K.G.; Murray A.; Reichel M.P.; Manktelow B.W.; West D.M.
2000. Comparison of three serological tests and an interferon-gamma assay for
the diagnosis of paratuberculosis in experimentally infected sheep. Aust. Vet. J.,
78(11):779-783.

Harris, N.B.; Barletta R.G. 2001. Mycobacterium avium Subs. paratuberculosis. In
Veterinary medicine. Clin. Microbiol. Rev. 14:492-512.

Hermon-Taylor J.; Bull T.J.; Sheridan J.M.; Cheng J.; Stellakis M.L. 2000. Causation
of Crohn's disease by Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis. Can
J Gastroenterol 14: 521-539.

Hill, B.B.; West M.; Brock K.V. 2003. An estimated prevalence of Johne's disease in a
subpopulation of Alabama beef cattle. J. Vet. Diagn. Invest 15, 21-25.
Hole, N.H. 1958. Johne’s disease. Adv. Vet. Sci., 4: 341-387.

Hope, A.F.; Kluver P.F.; Jones S.L.; Condron R.J. 2000. Sensitivity and specificity of
two serological tests for the detection of ovine paratuberculosis. Aust. Vet. J.,
78 (12):850-856.

Ikonomopoulos, J.; Pavlik |.; Bartos M.; Svastova P.; Ayele W.Y.; Roubal P.; Lukas J.;
Cook N.; Gazouli M. 2005. Detection of Mycobacterium avium subsp. paratu-
berculosis in retail cheeses from Greece and the Czech Republic. Appl. Environ.
Microbiol., 71: 8934-8936.

Jean, G.S. 1996. Treatment of clinical paratuberculosis in cattle. Vet. Clin. North Am.
Food Anim. Pract., 12:417-430.

Johne, H.A.; Frothingham, L. 1895. Ein eigentimlicher Fall von Tuberkulose beim
Rind. Dtsch. Ztschr. Tiermed. Path. 21:438-454.

Johnson, D.W.; Muscoplat C.C.; Larsen A.B.; Thoen C.O. 1977. Skin testing, fecal
culture, and lymphocyte immunostimulation in cattle inoculated with Mycobac-
terium paratuberculosis. Am. J. Vet. Res. 38:2023-2025.

Jones, P.H.; Farver T.B.; Beaman B.; Cetinkava B.; Morgan K.L. 2006. Crohn's disease
in people exposed to clinical cases of bovine paratuberculosis. Epidemio. Infect.,
134: 49-56.

47



Jorgensen J.B. 1977. Survival of Mycobacterium paratuberculosis in slurry.
Nord.Vet.Med. 29:267-70.

Julian, R.J. 1975. A short review and some observations on Johne's disease with rec-
ommendations for control. Can. Vet. J., 16: 33-43.

Juste R.A.; Geijo M.V.; Sevilla I.; Aduriz G.; Garrido J.M. 2002. Control of paratuber-
culosis by vaccination. In Proceedings of the 7th International Colloquium on
Paratuberculosis; Bilbao, Spain. Edited by: Juste RA. International Association
for Paratuberculosis. pp. 331.

Juste R.A.; Marco J.C.; Saez de Ocariz C.; Aduriz J.J. 1991b. Comparison of different
media for the isolation of small ruminant strains of Mycobacterium paratubercu-
losis. Vet.Microbiol., 28:385-90.

Juste, R.; Casal J. 1993. An economic and epidemiologic simulation of different control
strategies for ovine paratuberculosis. Prev. Vet. Med. 15:101-105.

Juste, R.A. 1984. Paratuberculosis: una revision. Med. Vet., 1: 197-216.

Juste, R.A.; Badiola J.J.; Arnal M.C.; Balaguer L.; Garcia-Marin J.F.; Saez de Ocariz
C.; Marco J.C. 1991a. A survey of ovine paratuberculosis in Aragon (Spain) by
different methods. Paratuberc. Newslett. 3, 3-4.

Juste, R.A.; Cuervo L.A.; Gelabert J.L.; Sdez De Océriz C.; Marco J.C.; Camon J. 1983.
Paratuberculosis bovina en Vizcaya. Hyg. Pec., 5:57-67.

Juste, R.A.; Garrido J.M.; Aduriz G. 2000. El agente causal de la paratuberculosis y su
situacion taxondmica. En: Juste Editor. Paratuberculosis. BOVIS, Aula Veteri-
naria, 93:13-28.

Juste, R.A.; Perez V. 2011. Control of Paratuberculosis in Sheep and Goats. Vet. Clin.
North Am: Food Animal Prac. 27(1):127-138.

Kalis, C.H.J.; Collins M.T.; Hesselink J.W.; Barkema H.W. 2003. Specificity of two tests
for the early diagnosis of bovine paratuberculosis based on cell-mediated im-
munity: the Johnin skin test and the gamma interferon assay. Vet. Microbiol.
97:73-86.

Kaufmann, S.H. 2001. How can immunology contribute to the control of tuberculosis?
Nat.Rev.Immunol. 1(1):20-30.

Kennedy, D.J.; Allworth M.B. 2000. Progress in national control and assurance pro-
grams for bovine Johne's disease in Australia. Vet. Microbiol. 77, 443-451.

Kennedy, D.J.; Benedictus G. 2001. Control of Mycobacterium avium subsp. paratu-
berculosis infection in agricultural species. Rev. Sci. Tech., 20: 151-179.

48



Khare, S.; Adams L.G.; Osterstock J.; Roussel A.; David L. 2008. Effects of shipping
and storage conditions of fecal samples on viability of Mycobacterium paratu-
berculosis. J. Clin. Microbiol., 46: 1561-1562.

Kheirandish, R.; Khodakaram-Tafti A.; Hosseini A. 2008. The comparative evaluation
of immunohistochemical and acid fast staining with histopathological changes in
naturally occurring paratuberculosis in sheep. Comp. Clin. Pathol., 17: 111-116

Kluge, J.P.; Merkal, R.S.; Monlux W.S.; Larsen AB.; Kopecky K.E.; Ramsey F.K.; Lech-
mann R.P. 1968. Experimental paratuberculosis in sheep after oral, intratra-
cheal, or intravenous inoculation: Lesions and demonstration of etiologic agent.
Am. J. Vet. Res. 29:953-962.

Koets, A.P.; Langelaar M.; Hoek A.; Bakker D.; Willemsen P.T.J.; van Eden W.; Rutten
V. 2006. Evidence for distinct host response patterns in cows experimentally
infected with M. avium subspecies paratuberculosis. En: Manning y Nielsen ed-
itores. Proc.8th Int.Coll.Paratub. p. 154. IAP, Madison, WI, USA.

Kreeger, J.M. 1991. Ruminant paratuberculosis - a century of progress and frustration.
J Vet Diagn Invest 3:373-383.

Kurade, N.P.; Tripathi B.N.; Rajukumar K.; Parihar N.S. 2004. Sequential development
of histologic lesions and their relationship with bacterial isolation, fecal shedding,
and immune responses during progressive stages of experimental infection of
lambs with Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Vet. Pathol. 41:378-
387.

Langelaar, M.F.; Weber C.N.; Overdijk M.B.; Muller K.E.; Koets A.P.; Rutten V.P. 2005.
Cytokine gene expression profiles of bovine dendritic cells after interaction with
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (M.a.p.), Escherichia coli (E. coli)
or recombinant M.a.p. heat shock protein 70. Vet.Immunol.Immunopathol.,
107(1-2):153-61.

Larsen A.B.; Merkal R.S.; Vardaman T.H. 1956. Survival time of Mycobacterium para-
tuberculosis. Am. J. Vet. Res. 17(64):549-51.

Larsen, A. B.; Kopecky, K.E. 1970. Mycobacterium paratuberculosis in reproductive
organs and semen of bulls. Am. J. Vet. Res., 31:255-258.

Larsen, A.B.; Miller J.M. 1978. Mammary gland exposure of cows to Mycobacterium
paratuberculosis. Am. J. Vet. Res. 39:1972-1974.

Lee, H.; Stabel J.R.; Kehrli M.E. Jr. 2001. Cytokine gene expression in ileal tissues of
cattle infected with Mycobacterium paratuberculosis. Vet.Immunol.Immuno-
pathol. 82(1-2):73-85.

49



Lee, J.S.; Shin S.J.; Collins M.T.; Jung I.D.; Jeong Y.l.; Lee C.M.; Shin Y.K.; Kim D.;
Park Y.M. 2009. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis fibronectin at-
tachment protein activates dendritic cells and induces a Th1 polarization. Infect.
Immun., 77: 2979-2988.

Lepper, AW.; Wilks C.R.; Kotiw M.; Whitehead J.T.; Swart K.S. 1989. Sequential bac-
teriological observations in relation to cell-mediated and humoral antibody re-
sponses of cattle infected with Mycobacterium paratuberculosis and maintained
on normal or high iron intake. Aust. Vet. J. 66, 50-55.

Liebler, E.M.; Pohlenz J.F.; Woode G.N. 1988. Gut associated lymphoid tissue in the
large intestine of calves. I. Distribution and histology. Vet.Pathol. 25:503-508.

Lovell R.; Levi M.L.; Francis J. 1944. Studies on the survival of Johne's bacilli.
J.Comp.Pathol. 34:120-9.

Mackintosh, C.G.; de Lisle G.W.; Collins D.M.; Griffin J.F. 2004. Mycobacterial dis-
eases of deer. N.Z.Vet.J. 52(4):163-74.

Manning, E.J.; Collins M.T. 2001 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis: path-
ogen, pathogenesis and diagnosis. Rev Sci Tech 20: 133-150.

McClure, H.M.; Chiodini R.J.; Anderson D.C.; Swenson R.B.; Thayer W.R.; Coutu J.A.
1987. Mycobacterium paratuberculosis infection in a colony of stumptail Mac-
caques (Maccaca arctoides). J.Infect.Dis. 155:1011-1019.

Mcfadden, J.J.; Butcher P.D.; Thompson J.; Chiodini R.; Hermon-Taylor J. 1987. The
use of DNA probes identifying restriction fragment length polymorphisms to ex-
amine the Mycobacterium avium complex. Mol. Microbiol., 1:283-291.

McKenna S.L.B.; Keefe G.P.; Barkema H.W. Sockett D.C. 2005. Evaluation of three
ELISAs for Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis using tissue and fecal
culture as comparison standards. Vet. Microbiol. 110:105-111.

Medzhitov, R.; Janeway C.A. Jr. 1997. Innate immunity: impact on the adaptive im-
mune response. Curr. Opin. Immunol., 9:4-9.

Merkal, R.S. 1970. Diagnostic methods for detection of paratuberculosis (Johne’s dis-
ease), p. 620-623. In: Proceedings of the 74th Annual Meeting of the U.S. Ani-
mal Health Association. USAHA, Philadelphia, Pa.

Merkal, R.S.; Larsen A.B.; Booth G.D. 1975. Analysis of the effect of inapparent bovine
paratuberculosis. Am. J. Vet. Res., 36: 837-838.

Merkal, R.S.; Larsen, A.B. 1973. Clofazimine treatment of cows naturally infected with
Mycobacterium paratuberculosis. Am. J. Vet. Res., 34: 27-28.

50



Merkal, R.S.; Whipple D.L. 1982c. Effectiveness of disinfectants on Mycobacterium
paratuberculosis. Proc.86th Annu.Meet.USAHA. pp. 514-8.

Merkal, R.S.; Whipple D.L.; Sacks J.M.; Snyder G.R. 1987. Prevalence of Mycobacte-
rium paratuberculosis in ileocecal lymph nodes of cattle culled in the United
States. J Am Vet Med Assoc 190:676-680.

Momotani, E.; Whipple D.L.; Thiermann A.B.; Cheville N.F. 1988. Role of M cells and
macrophages in the entrance of Mycobacterium paratuberculosis into domes of
ileal Peyer's patches in calves. Vet. Pathol., 25: 131-137.

Mura M.; Bull T.J.; Evans H.; Sidi-Boumedine K.; McMinn L.; Rhodes G.; Pickup R.;
Hermon-Taylor J. 2006. Replication and longterm persistence of bovine and hu-
man strains of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis within Acan-
thamoeba polyphaga. Appl. Environ. Microbiol. 72(1):854-9.

Muskens, J.; Elbers A.R.; Van Weering H.J.; Noordhuizen P.T. 2003. Herd manage-
ment practices associated with paratuberculosis seroprevalence in Dutch dairy
herds. J. Vet. Med. B 50(8):372-377.

Naser, S.A.; Ghobrial G.; Romero C.; Valentine J.F. 2004. Culture of Mycobacterium
avium subspecies paratuberculosis from the blood of patients with Crohn's dis-
ease. Lancet, 364:1039-1044.

Ochoa, C.M.A. 2001. Produccién y composicién de la leche de ovejas Rambouillet en
México. Tesis Doctoral. Fac. de Agronomia. UASLP.

OIE. 2008. Organizacién Mundial de la Sanidad Animal. Manual de las Pruebas de
Diagnostico y de las Vacunas para los Animales Terrestres 2013 (version 2008
en espafol en linea) http://www.oie.int/esp/normes/mmanual/e_summry.htm
(consultado: marzo 24 de 2014).

Olsen J.E.; Jorgensen J.B.; Nansen P. 1985. On the reduction of Mycobacterium para-
tuberculosis in bovine slurry subjected to batch mesophilic or thermophilic an-
aerobic-digestion. Agricultural Wastes 13(4):273-80.

Ott, S.L.; Wells S.J.; Wagner B.A. 1999. Herd level economic losses associated with
Johne’s disease on US dairy operations. Prev. Vet. Med. 40:179-192.

Pence, M.; Baldwin C.; Black C.C. 2003. The seroprevalence of Johne's disease in
Georgia beef and dairy cull cattle. J. Vet Diagn. Invest. 15, 475-477.

Pérez, V.; Garcia-Marin J.F.; Badiola J.J. 1996. Description and classification of differ-
ent types of lesidén associated with natural paratuberculosis infection in sheep.
J. Comp. Pathol. 114:107-122.

51



Pickup, R.W.; Rhodes G.; Bull T.J.; Arnott S.; Sidi-Boumedine K.; Bull T.J.; Weightman
A.; Hurley M.; Hermon-Taylor J. 2006. Mycobacterium avium subsp. paratuber-
culosis in lake catchments, in river water abstracted for domestic use, and in
effluent from domestic sewage treatment works: diverse opportunities for envi-
ronmental cycling and human exposure. Appl. Environ. Microbiol. 72:4067-
4077.

Pierce, E.S. 2009. Where are all the Mycobacterium avium subspecies paratuberculo-
sis in patients with Crohn's disease? PLoS Pathog., 5 (3): 1-11 €1000234.

Pinedo, P.J.; Rae D.O.; Williams J.E.; Donovan G.A.; Melendez P.; Buergelt C.D. 2008.
Association among results of serum ELISA, faecal culture and nested PCR on
milk, blood and faeces for the detection of paratuberculosis in dairy cows. Trans-
boundary Emerg. Dis. 55:125 — 133.

Rademaker, J.L.; Vissers M.M.; Te Giffel M.C. 2007. Effective heat inactivation of My-
cobacterium avium subsp. paratuberculosis in raw milk contaminated with natu-
rally infected feces. Appl. Environ. Microbiol., 73: 4185-4190.

Ramirez, C. P.; Trigo E.T.; Suarez F.G.; Merkal R. 1979. Aislamiento e identificacion
de Mycobacterium paratuberculosis en México. Téc. Pec. Méx. 36:1979.

Rankin, J.D. 1961. The experimental infection of cattle with Mycobacterium johnei Ill.
Calves maintained in an infectious environment. J Comp Pathol 71: 10-15.

Rastogi N.; Legrand E.; Sola C. 2001. The mycobacteria: an introduction to nomencla-
ture and pathogenesis. Rev. Off. Int. Epizoot. 20(1):21-54.

Ratledge C.; Ewing M. 1996. The occurrence of carboxymycobactin, the siderophore
of pathogenic mycobacteria, as a second extracellular siderophore in Mycobac-
terium smegmatis. Microbiology, 142(Pt 8):2207-12

Reddacliff L.; Eppleston J.; Windsor P.; Whittington R.; Jones S. 2006. Efficacy of a
killed vaccine for the control of paratuberculosis in Australian sheep flocks. Vet.
Microbiol. 115:77-90.

Richards W.D.; Thoen C.O. 1977. Effect of freezing on the viability of Mycobacterium
paratuberculosis in bovine feces. J.Clin.Microbiol. 6(4):392-395.

Ruiz-Larrafiaga, O.; Garrido J.M.; Manzano C.; Irion M.; Molina E.; Gil A.; Koets A.P.;
Rutten V.P.; Juste R.A.; Estonba A. 2010. Identification of single nucleotide pol-
ymorphisms in the bovine solute carrier family 11 member 1 (SLC11A1) gene
and their association with infection by Mycobacterium avium subspecies para-
tuberculosis. J. Dairy Sci., 4: 1713-1721.

Saunders, B.M.; Cooper A.M. 2000. Restraining mycobacteria: role of granulomas in
mycobacterial infections. Immunol. Cell Biol. 78:334-341.

52



Saxegaard, F. 1990. Experimental infection of calves with an apparently specific goat-
pathogenic strain of Mycobacterium paratuberculosis. J. Comp. Pathol.
102:149-156.

Saxegaard, F.; Fodstad F.H. 1985. Control of paratuberculosis (Johne's disease) in
goats by vaccination. Vet. Rec. 116:439-441.

Sechi, L.A.; Scanu A.M.; Molicotti P.; Cannas S.; Mura M.; Dettori G.; Fadda G.; Zanetti
S. 2005. Detection and Isolation of Mycobacterium avium subspecies paratu-
berculosis from intestinal mucosal biopsies of patients with and without Crohn's
disease in Sardinia. Am. J. Gastroenterol. 100:1529-1536.

Secott, T.E.; Lin T.L.; Wu C.C. 2001. Fibronectin attachment protein homologue medi-
ates fibronectin binding by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. In-
fect. Immun., 69: 2075-2082.

Secott, T.E.; Lin T.L.; Wu C.C. 2002. Fibronectin attachment protein is hecessary for
efficient attachment and invasion of epithelial cells by Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis. Infect. Immun. 70:2670-2675.

Secott, T.E.; Lin T.L.; Wu C.C. 2004. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
fibronectin attachment protein facilitates M-cell targeting and invasion through a
fibronectin bridge with host integrins. Infect. Immun., 72:3724-3732.

Sergeant, E.S.; Marshall D.J.; Eamens G.J.; Kearns C.; Whittington R.J. 2003. Evalu-
ation of an absorbed ELISA and an agar-gel immuno-diffusion test for ovine
paratuberculosis in sheep in Australia. Prev. Vet. Med., 61(4):235-248.

Sevilla, 1.; Singh S.V.; Garrido J.M.; Aduriz G.; Rodriguez S.; Geijo M.V.; Whittington
R.J.; Saunders V.; Whitlock R.H.; Juste R.A. 2005. Molecular typing of Myco-
bacterium avium subspecies paratuberculosis strains from different hosts and
regions. Rev. Sci. Tech., 24:1061-1066.

Shermann, D.M.; Markham R.J.F.; Bates F. 1984. Agar gel immunodiffusion test for
the diagnosis of clinical paratuberculosis in cattle. J. Am. Vet. Med. Assoc.,
185:179-182.

SIAP. 2014. Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera. Secretaria de Agri-
cultura Ganaderia Desarrollo Rural Pesca y Alimentacion (SAGARPA), en linea
http://lwww.siap.gob.mx/poblacion-ganadera/ y http://www.siap.gob.mx/ganade-
ria-resumen-municipal-pecuario/. Consultado 9 de mayo de 2014.

Sigurdardattir, O.G.; Press C.M.; Evenson O. 2001. Uptake of Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis through the distal small intestinal mucosa in goats: an
ultrastructural study. Vet. Pathol., 38:184-189.

53



Singh, S.V.; Singh P.K.; Singh A.V.; Sohal J.S.; Subodh S.; Narayanaswamy K. 2007.
Non-chemical method of DNA recovery and characterization of Mycobacterium
avium subspecies paratuberculosis using 1IS900 PCR. Ind. J. Experimental Biol.
45:812-816.

Singh, S.V.; Sohal J.S.; Kumar N.; Gupta S.; Chaubey K.K.; Rawat K.D.; Chakraborty
S.; Tiwari R.; Dhama K. 2014. Recent approaches in diagnosis and control of
mycobacterial infections with special reference to Mycobacterium avium sub-
species paratuberculosis. Adv. Anim. Vet. Sci. 2 (1S): 1 — 12.

Sivakumar, P.; Tripathi B.N.; Singh N. 2005. Detection of Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis in intestinal and lymphnode tissues of water buffaloes (Bubalus
bubalis) by PCR and bacterial culture. Vet.Microbiol. 108(3-4):263-70.

Sockett, D.C.; Conrad T.A.; Thomas C.D.; Collins M.T. 1992. Evaluation of four sero-
logical tests for bovine paratuberculosis. J. Clin. Microbiol. 30:1134-1139.

Sohal, J.S.; Singh S.V.; Tyagi P.; Subhodh S.; Singh P.K.; Singh A.V.; Narayanasamy
K.; Sheoran N.; Singh-Sandhu K. 2008. Immunology of mycobacterial infections:
with special reference to Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis.
Immunobiology, 213:585-598.

Sorensen, O.; Rawluk S.; Wu J.; Manninen K.; Ollis; G. 2003. Mycobacterium paratu-
berculosis in dairy herds in Alberta. Can. Vet. J. 44, 221-226.

Souza, C.D.; Evanson O.A.; Weiss D.J. 2008. Role of cell membrane receptors in the
suppression of monocyte anti-microbial activity against Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis. Microb. Pathog., 44: 215-223.

Stabel J.R. 2000. Transitions in immune responses to Mycobacterium paratuberculo-
sis. Vet. Microbiol., 77(3-4):465-473.

Stabel, J.R. 1995. Temporal effects of tumor necrosis factor-alpha on intracellular sur-
vival of Mycobacterium paratuberculosis. Vet.Immunol.Immunopathol. 45(3-
4):321-32.

Stabel, J.R. 2006. Host responses to Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis:
a complex arsenal. Anim. Health Res. Rev., 7: 60-70.

Stabel, J.R.; Whitlock R.H. 2001. An evaluation of a modified interferon—gamma assay
for the detection of paratuberculosis in dairy herds. Vet. Immunol. Immuno-
pathol. 79:69-81.

Stehman, S.M. 1996. Paratuberculosis in small ruminants, deer, and South American
camelids. Vet Clin North Am Food Anim Pract 12: 441-455.

54



Streeter, R.N.; Hoffsis G.F.; Bech-Nielsen S.; Shulaw W.P.; Rings D.M. 1995. Isolation
of Mycobacterium paratuberculosis from colostrum and milk of subclinically in-
fected cows. Am. J. Vet. Res. 56:1322- 1324.

Sung N.; Collins M.T. 1998. Thermal tolerance of Mycobacterium paratuberculosis.
Appl.Environ.Microbiol. 64(3):999-1005.

Sweeney, R.W. 1996. Transmission of paratuberculosis. Vet. Clin. North. Am. Food
Anim. Pract. 12: 305-312.

Sweeney, R.W.; Whitlock R.H.; Rosenberger A. E. 1992a. Mycobacterium paratuber-
culosis cultured from milk and supramammary lymph nodes of infected asymp-
tomatic cows. J. Clin. Microbiol., 30; 1 66- 171.

Sweeney, R.W.; Whitlock R.H.; Rosenberger A.E. 1992b. Mycobacterium paratuber-
culosis isolated from fetuses of infected cows not manifesting signs of the dis-
ease. Am. J. Vet. Res., 53; 477-480.

Taylor, T.K.; Wilks, C.R.; McQueen, D.S. 1981. Isolation of Mycobacterium paratuber-
culosis from the milk of cows with Johne's disease. Vet. Rec. 109: 532-533.

Templeton, J.W.; Smith R.; Adams L.G. 1988. Natural disease resistance in domestic
animals. J. Am. Vet. Med. Assoc., 192: 1306-1315.

Tessema, M.Z.; Koets A.P.; Rutten V.P.; Gruys E. 2001. How does Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis resist intracellular degradation? Vet. Q., 23:153-
162.

Tharaldsen, J.; Djonne B.; Fredriksen B.; Nyberg O.; Siguroardottir O. 2003. The Na-
tional Paratuberculosis Program in Norway. Acta Vet. Scand. 44, 243-246.

Thoen C.O.; Muscoplat C.C. 1979. Recent developments in diagnosis of paratubercu-
losis. J. Am. Vet. Med. Assoc. 174(8):838-40.

Thonney, M. L. S. S. and Smith M. C. 2005. Control of Johne’s disease in sheep by
vaccination Preliminary Report. Cornell University.

Thorel, M.F.; Krichevsky, M.; Lévy-Frébault, V.V. 1990. Numerical taxonomy of myco-
bactindependent mycobacteria, emended description of Mycobacterium avium,
and description of Mycobacterium avium subsp. avium subsp. nov., Mycobacte-
rium avium subsp. paratuberculosis subsp. nov., and Mycobacterium avium
subsp. silvaticum subsp. nov. Int. J. Syst. Bacteriol., 40: 254-260.

Tiwari, A.; Vanleeuwen J.A.; McKenna S.L.B.; Keefe G.P.; Barkema H.W. 2006.
Johne's disease in Canada. Part I. Clinical symptoms, pathophysiology, diagno-
sis, and prevalence in dairy herds. Can. Vet. J. 47:874-882.

55



Tortora P.J.L. 2004. Brucelosis en ovinos. En: VI Seminario de produccién de ovinos
en el trépico. Del 7 al 9 de Marzo. Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco.
Villahermosa, Tabasco. Pp 142-149.

Tértora, J.L.P. 2008. Enfermedades reemergentes para el rebafio ovino mexicano. La
Revista del Borrego, v. 10(53), p. 4-12.

Uematsu, S.; Akira S. 2006. Toll-like receptors and innate immunity. J. Mol. Med.
84:712-725.

Unzueta, R. J. 1936. Contribucién al estudio de la enteritis paratuberculosa bovina en
México. Tesis de Licenciatura. Fac. de Med. Vet. y Zoot. Universidad Nacional
Autébnoma de México, México, D.F.

Valheim, M.; Storset A.K.; Aleksandersen M.; Brun-Hansen H.; Press C.M. 2002. Le-
sions in subclinical paratuberculosis of goats are associated with persistent gut-
associated lymphoid tissue. J. Comp. Pathol., 127: 194-202.

van Schaik G.; Kalis C.H.; Benedictus G.; Dijkhuizen A.A.; Huirne R.B. 1996. Cost ben-
efit analysis of vaccination against paratuberculosis in dairy cattle. Vet. Rec.
139:624-627.

Vogel O. 1977. Paratuberculosis in a dog. Berl.Munch.Tierartzl. Wochenschr.
90(21):419-21.

Waters W.R.; Miller J.M.; Palmer M.V.; Stabel J.R.; Jones D.E.; Koistinen K.A.; Stead-
ham E.M.; Hamilton M.J; Davis W.C.; Bannantine J.P. 2003. Early induction of
humoral and cellular immune responses during experimental Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis infection of calves. Infect.Immun., 71(9):5130-8.

Whan, L; Grant I.R.; Ball H.J.; Scott R.; Rowe M.T. 2001. Bactericidal effect of chlorine
on Mycobacterium paratuberculosis in drinking water. Lett. Appl. Microbiol., 33:
227-231.

Whan, L.; Grant I.R.; Rowe M.T. 2006. Interaction between Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis and environmental protozoa. BMC Microbiol. 6:63.

Whitlock, R.H.; Buergelt C. 1996. Preclinical and clinical manifestations of paratuber-
culosis (including pathology). Vet Clin North Am Food Anim Pract 12: 345-356.

Whitlock, R.H.; Sweeney R.W.; Fyock T.L.; Smith J. 2006. MAP Super-Shedders: An-
other factor in the control of Johne's disease. En: Manning y Nielsen editores.
Proc.8th Int.Coll.Paratub. p. 164. IAP, Madison, WI, USA.

Whittington R.J.; Marsh |.B.; Reddacliff L.A. 2005. Survival of Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis in dam water and sediment. Appl. Environ. Microbiol.
71:5304-5308.

56



Whittington, R.J., Reddacliff, L.A., Marsh, I., McAllister, S., Saunders, V. 2000b. Tem-
poral patterns and quantification of excretion of Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis in sheep with Johne's disease. Aust. Vet. J. 78, 34-37.

Whittington, R.J.; Hope A.F.; Marshall D.J.; Taragel C.A.; Marsh I. 2000a. Molecular
epidemiology of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis: 1S900 re-
striction fragment length polymorphism and IS1311 polymorphism analyses of
isolates from animals and a human in Australia. J. Clin. Microbiol., 38: 3240-
3248.

Windsor, P.; Eppleston J.; Whittington R.; Jones S.; Britton A. 2002. Efficacy of a killed
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis vaccine for the control of OJD in
Australian sheep flocks. En: Proceedings of the Seventh International Collo-
guium on Paratuberculosis. Juste, R.A., Geijo, M.V., Garrido, J.M. Eds. Bilbao,
Espafia. 420-423.

Wu, C.W.; Livesey M.; Scmoller S.K.; Manning E.J., Steinberg H.; Davis W.C.; Hamil-
ton M.J.; Talaat A.M. 2007. Invasion and persistence of Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis during early stages of Johne's disease in calves. Infect.
Immun., 75: 2110-2119.

Zurbrick, B.G.; Czuprynski C.J. 1987. Ingestion and intracellular growth of Mycobacte-
rium paratuberculosis within bovine blood monocytes and monocyte derived
macrophages. Infect. Immun. 55; 1588-1593.

57



CAPITULO 1. PREVALENCIA DE LA INFECCION POR Mycobacterium avium
SUBESPECIE paratuberculosis EN REBANOS DE OVINOS DE DOS MUNICIPIOS
DE SAN LUIS POTOSI, MEXICO*

Prevalence of Infection by Mycobacterium avium Subspecie paratuberculosis
In Flocks of Sheep of Two Regions of San Luis Potosi, Mexico

1.1. Resumen

La paratuberculosis, también conocida como enfermedad de Johne, es causada
por el Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (Map). La enfermedad es
contagiosa en bovinos, ovinos, cabras y otros rumiantes; en humanos esta relacionada
con la enfermedad de Crohn. En ovinos se manifiesta con pérdida progresiva de peso,
y en estados avanzados, con heces aglutinadas y diarrea. Para el diagndstico de la
enfermedad existen diferentes pruebas: una en heces, de donde se obtiene una se-
cuencia de insercién 900 (1S900) del genoma de Map, pudiendo identificar el orga-
nismo por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y otra en suero sanguineo,
por medio de la prueba de Inmunodifusién en Gel de Agar (IDGA). Se seleccionaron
estas dos técnicas para estimar la prevalencia de Map. Se analizaron muestras san-
guineas y fecales de 211 ovinos asintomaticos en 32 rebafios de 10 comunidades de
Salinas y Villa de Ramos, San Luis Potosi. La prevalencia de Map por rebafio entre
comunidades con la prueba de IDGA fluctu6 desde 4.35 hasta 33.33 %, con promedio
de 9.48 %. La prevalencia con la prueba de PCR-anidada se presentt de 4.26 a 33.33
% y un promedio entre comunidades de 7.58 %. La prueba de IDGA detectd 20 ovinos
positivos con anticuerpos de Map. La técnica de PCR-anidada detectd 16 ovinos que
excretaban Map. Al utilizar la prueba de PCR como prueba de

*Investigacion publicada en: Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XXIII, N° 4, 293 - 299,
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oro, la prueba de IDGA tuvo una sensibilidad de 81 % y una especificidad de 96 %,
con una concordancia kappa de 0.96. Con la presencia de Map en los municipios de
Salinas y Villa de Ramos de San Luis Potosi, es necesario tomar las medidas perti-
nentes en su control y erradicacion, para evitar la diseminacion y pérdidas economicas

en las explotaciones pecuarias.

Palabras clave: Paratuberculosis, prevalencia, 1S900, IDGA, PCR.

1.2. Abstract

Paratuberculosis, also known as Johne’s disease, is caused by Mycobacterium
avium subspecies paratuberculosis (Map). The disease is contagious in cattle, sheep,
goats and other ruminants; in humans it is associated with Crohn’s disease. Progres-
sive weight loss is observed in sheep, and in advanced stages, clumped stools and
diarrhea. To diagnose this disease there are different tests: one is using the feces, from
which an insertion sequence 900 (IS900) Map genome is obtained, making possible
the organism identification through a Polymerase Chain Reaction (PCR), and a second
one in blood serum through the Agar Gel Immunodiffusion test (AGID). These two tech-
niques were selected to estimate the prevalence of Map. Fecal and blood samples of
211 asymptomatic sheep were analyzed in 32 flocks from 10 communities in Salinas
and Villa of Ramos, San Luis Potosi. The Map prevalence per flock between commu-
nities with the AGID test ranged from 4.35 to 33.33 %, with a mean of 9.48 %. The
prevalence with the nested PCR test came out with a value varying from 4.26 to 33.33
% and a mean of 7.58 % between communities. The AGID test detected 20 positive
sheep to Map antibodies. The nested PCR detected 16 sheep excreting Map. By using
the PCR test as the gold standard, the AGID test had a sensitivity of 81 % and a spec-
ificity of 96 %, with a kappa agreement value of 0.96. Being Map present in the Munic-
ipalities of Salinas and Villa de Ramos, San Luis Potosi, it is necessary to take the
relevant measures to control and eradicate it, preventing its spread and economic

losses in all livestock farms.
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1.3. Introduccién

La paratuberculosis (Ptb), también conocida como enfermedad de Johne es
causada por el Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (Map). Esta enfer-
medad causa desordenes infecciosos del tracto intestinal, principalmente en rumiantes
domésticos, pero también en rumiantes salvajes e incluso primates (Kennedy y Bene-
dictus, 2001). También se ha asociado con la enfermedad de Crohn, una enfermedad
cronica multifactorial inflamatoria del intestino humano (Ghadiali et al., 2004). La ma-
nifestacion clinica de la paratuberculosis ovinos (Ovis aries) se manifiesta a edades
mas tempranas que en bovinos (Bos taurus), siendo la pérdida progresiva de peso la
primera manifestacion (Dhand et al., 2007). Se ha observado que en 10 a 20% de los
casos clinicos de Ptb en ovinos se presentan heces aglutinadas o diarrea (Stehman,
1996). La Ptb es una enfermedad comun en muchos paises (Stabel, 1998), incluyendo
México. Desafortunadamente en México, aun se desconoce la magnitud del problema
(Méndez et al., 2009). La base del control de esta enfermedad es la identificacién y
eliminacion de los animales infectados. Sin embargo, el caracter subclinico de la en-
fermedad y la baja sensibilidad de los métodos de identificacidn dificultan el diagnés-
tico (Collins, 1996). La Ptb se puede encontrar en hatos bovinos y ovinos siendo dificil
identificar un ovino con infeccidn subclinica, de esta manera, animales asintomaticos
infectados pueden estar diseminando el microorganismo mediante heces por varios
afos (Reddacliff et al., 2004). Para detectar la enfermedad de manera subclinica se
pueden hacer pruebas como: las seroldgicas y el aislamiento del agente (OIE, 2004).
En ovinos, la deteccion mediante los cultivos fecales son efectivos para detectar al
menos 12% de los casos subclinicos, la desventaja es que requieren de dos a cuatro
meses (mes) para incubar la bacteria (Satoko et al., 2007). Una alternativa a las limi-
taciones del procedimiento anterior son las pruebas serolégicas como son: la prueba

de fijacion de complemento (FC), la técnica de ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y la

60



inmunodifusion en gel de agar (IDGA) (Clarke et al., 2006). En Nueva Zelanda y Aus-
tralia, la técnica de IDGA en pequefios rumiantes ha demostrado una mayor sensibili-
dad y especificidad que la prueba de ELISA (Sergeant et al., 2003). Por otra parte, la
prueba serolégica de IDGA es sencilla y rapida, lo que permite analizar rebafios com-
pletos en pocos dias (d), con buena sensibilidad entre 70 a 80% Yy especificidad de
hasta 100% (Sweeney, 1996). Actualmente, los avances en biologia molecular, como
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), ofrecen una alternativa por ser mas
sensible y especifica para la deteccion de enfermedades infecciosas (Garrido et al.,
2000). La secuencia nucleétida de insercion 900 (IS900) contiene multiples copias (14-
18) del genoma de Map, lo que facilita la identificacion de este microorganismo (Green
et al., 1989). Aprovechando esta ventaja, Erume et al. (2001), implementaron a partir
de la secuencia I1S900, la técnica de PCR-anidada, que se caracteriza por utilizar dos
pares de iniciadores. El primer iniciador es disefiado de una secuencia de la region
IS900, con él se obtiene un producto de amplificacion mayor a 500 pares de bases
(pb). El segundo iniciador fue disefiado de la secuencia de la region interna del pro-
ducto amplificado (500pb) del que se obtiene un producto de amplificacion méas pe-
qguefio que el producto original lo que aumenta la sensibilidad y especificidad de la
prueba. Las ventajas que tiene este método sobre el cultivo bacteriano es que, los
resultados se pueden obtener en tres o cuatro d, eliminando los periodos de incuba-
cion. También la secuencia de insercion IS900 es especifica para Map, lo que elimina
los problemas de contaminacion de la muestra; ademas, con la misma técnica se
puede diferenciar las bacterias viables y las no viables (Collins, 2003; Toman et al.,
2003). La base del control de esta enfermedad es la identificacion y eliminacion de los
animales infectados; sin embargo, el caracter subclinico de la infeccion y escasos
diagnésticos hacen que la enfermedad esté subestimada en México, causando un im-
pacto negativo en la economia de las explotaciones ovinas. Por lo anterior, el objetivo
de este estudio fue estimar la prevalencia de la infeccién por Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (Map) con la técnicas IDGA y PCR-anidada, en ovinos de los

municipios de Salinas y Villa de Ramos, San Luis Potosi, México.
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1.4. Materiales y Métodos

1.4.1. Localizacion del area de estudio.

Esta investigacion se realizé con rebafios ovinos de las comunidades: Laguni-
llas, La Herradura, El Calvario, Villa de Ramos, Pinillos, El Zacaton y San Pedro del
Saltito del municipio Villa de Ramos, localizado geograficamente a los 22°37'N y
101°42’0, a una altitud de 2070 m (INEGI, 1994). Asimismo, las comunidades: Zara-
goza, Diego Martin y Salinas de Hidalgo del municipio Salinas, localizado geogréfica-
mente a los 22° 50’ N y 101° 65’ O, a una altitud de 2200 m (INEGI, 1994); ambos
municipios del estado de San Luis Potosi. Por la cercania geogréfica, sus caracteris-
ticas son muy parecidas, el clima predominante es seco templado, su temperatura
media anual es de 18.7°C y su precipitacion pluvial media anual es de 391 mm. Pre-
domina una vegetacion de matorral microfilo desértico, espinoso, izotal, pastizal, no-
palera y cardonal de cuyas asociaciones se tienen especies como: Larrea tridentata,
Prosopis laevigata, Acacia berlandieri, Flourensia cernua, Opuntia spp. Yucca filiferay
una variedad de pastos como: Bouteloua gracilis, Bouteloua curtipendula, Erioneuron

pulchellum y Distichlis spicata (Rzedowski, 1978).

1.4.2. Poblacién de estudio

Se muestrearon 211 ovinos mayores de dos afios de edad, provenientes de 32
rebafos, localizados en ambos Municipios. Se seleccionaron ocho comunidades para
ser incluidas en este estudio de acuerdo a la disposicién y cooperacion de los produc-
tores, dado que algunos productores se mostraron poco cooperantes para proporcio-
nar datos y permitir tomar las muestras necesarias. La raza ovina predominante en el
area de estudio fue Rambouillet y sus cruzas. Se tomaron muestras sanguineas del
10% de animales del rebafio ovino en cada predio de cada comunidad, con una edad

mayor a dos afos, confirmada por férmula dentaria. Se identificaron los ovinos por
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medio de aretes plasticos con numero, para poder dar seguimiento a los animales que
pudieran resultar positivos. En estos rebafios no se tenian antecedentes de incidencia

de la enfermedad y los ovinos no presentaban signos clinicos de infeccion por Map.

1.4.3. Preparacion de las muestras.

En cada rebafio se recolectaron muestras de heces y sangre, de un namero
representativo de animales asintomaticos, hasta reunir un total de 211 muestras de
cada tipo. Se muestrearon cinco mL de sangre por animal de la vena yugular y se
colocaron en tubos de plastico para suero de 13 x 100 mm x 5,0 mL (BD Vacutainer®,
tapdn rojo Hemogard™, EUA) adicionados con activador de coagulacion y cubierta
interior de silicon, que fueron procesados para separar el suero, el cual se almacené
en un congelador (Thermo Scientific, Forma 7000 modelo 7320A, EUA) a -20°C hasta
procesarlos mediante la prueba de inmunodifusion en gel de agar (IDGA) (Sergeant et
al., 2003). Las muestras fecales se obtuvieron del recto del animal con la ayuda de un
guante de plastico, las muestras se conservaron en congelacion a -20°C hasta su uso
para la extraccion de ADN, la cual se llevo a cabo con la técnica descrita por Garrido
et al. (2000), que brevemente consistié en: tomar dos g de heces, las que se disolvie-
ron durante 15 min en 40 mL de una solucién de cloruro de N-cetilpiridinio (HCP)
(Sigma Chemical Co., EUA) a 0.76%, después se dejaron en reposo durante 18 h; de
esta solucién se tomaron 20 mL, los cuales se centrifugaron durante 10 min a 300 x g.
El sedimento se lavé tres veces con cinco mL de solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS), después se transfirio a microtubos de un mL y se centrifugd por cinco min a 14
000 x g (Jaimes et al., 2008). La lisis celular se realiz6 mediante enfriamiento-calenta-
miento (Garrido et al., 2000). Para llevar a cabo este proceso, el producto de lisis se
centrifugd, el sedimento fue transferido a criotubos y se resuspendié con 500 uL de
TE-Tritbn100X (Tris 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8; tritbn 50mM). Los criotubos se colo-
caron tres veces en un termo criogénico (Taylor-Wharton 3K, EUA) a -80°C durante
cinco min para luego retirarlos y colocarlos en un horno (Felisa HR, México) a 100°C

por cinco min (Jaimes et al., 2008) de acuerdo con el protocolo, este proceso se llevo
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a cabo tres veces. La extraccion de ADN se realiz6 usando la técnica descrita por
Jaimes et al (2008); que brevemente consistid en lo siguiente, a una muestra fecal de
ovino se agregd 450 pL de isotiocianato de guanidina (Sigma Chemical Co., EUA) 5M
y 250 pL de acetato de amonio (Sigma Chemical Co., EUA) 7.5 M pH 6.3 y se coloco
en hielo durante 15 min. Las muestras se transfirieron a microtubos y se les adiciono
en dos ocasiones 500 pL de cloroformo (Sigma Chemical Co., EUA), alcohol isoamilico
(24:1), se centrifug6 durante cinco min a 14 000 x g. Se recupero la fase acuosa a la
que se le agrego6 450 pL de isopropanol (Sigma Chemical Co., EUA) y se incub6 en
un ultracongelador (Thermo Scientific Forma 7000 modelo 7320A, EUA) a -20°C du-
rante toda la noche. Después, las muestras se centrifugaron durante 15 min a 14 000
X g, se realizaron dos lavados con un mL de etanol a 70% y se centrifug6 durante cinco
min a 14 000 x g. El ADN se sec0 a temperatura ambiente y se resuspendié en 100

ML de agua miliQ.

1.4.4. Prueba de Inmunodifusién en Gel de Agar (IDGA)

Para la preparacién del gel se pesaron 3.75 g de agar noble (Difcolaboratories),
los cuales se disolvieron por calentamiento en 50 mL de buffer salino de fosfatos (PBS
1X) para obtener una concentracion final de 0.75% de agar; luego se afiadié un mL de
azida de sodio al 0.2% y posteriormente se adicionaron 15 mL de la solucién de agar
en una placa de petri para formar el gel. Una vez polimerizado, se realizaron las per-
foraciones en forma de rosetas. En el pozo del centro se coloco el antigeno 3065 de
Map (Martinez et al., 2012). En los pozos periféricos se colocaron 30 yL de sueros
problemas. La placa con las muestras se coloco en una camara humeda y se incuba-
ron a 37°C por un periodo entre 24 y 48 h. Las placas se inspeccionaron para detectar
una banda de precipitacion definida. Si la banda se presentaba dentro del periodo de
48 h, la muestra se consideraba como positiva; de lo contrario se consideraba negativa
(Sherman et al., 1984).
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1.4.5. Procedimiento de la PCR Anidada

Para la PCR anidada se utilizaron los iniciadores (Accesolab, S.A. de C.V., Mé-
xico) diseflados por Erume et al. (2001); ptb1 (5 TGA TCT GGA CAA TGA CGG
TTACGG A 3’) y ptb4 (5’CGC GGC ACG GCT CTT GTT3’), con los que se obtiene un
producto de amplificacion de 563 pb. Para la segunda reaccion de PCR se usaron los
iniciadores ptb2 (5 GCC GCG CTG CTGGAG TTA A 3’) y ptb3 (5° AGC GTC TTT
GGC GTCGGT CTT G 3’), con los que se obtuvo un producto de amplificacionde 210
pb. Los procedimientos de amplificacion y visualizacidn se llevaron a cabo de acuerdo
a procedimiento descrito por Jaimes et al. (2008). Para la primera reaccién se utilizaron
3 uL (10 ng uL—1) de ADN proveniente de heces de ovinos, 5 yL de amortiguador de
PCR (67 mM pL-1), 3 uL MgClI2 (Sigma Chemical Co., EUA) 2mM (30 mM uL-1), 1
ML dNTP’s (Gibco BRL Co., EUA) 200 mM c/u, 1 uL(25 p Mol) de los iniciadores Ptb 1
y Ptb 4y 0,2 uL (1 U) de ADN polimerasa (Sigma Chemical Co., EUA) termoestable (5
U pL-1) y 35,8 pL de agua miliQ en un volumen final de 50 yL. Las muestras se am-
plificaron en un termociclador (PCR Sprintl, Termo Electron, Co., EUA) con el si-
guiente programa: desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos a
95°C por 1 min, 65°C por 1 min y 72°C por 1 min, y una extension final a 72°C por 5
min. Para la segunda amplificacion se usaron tres pL de la primera amplificacion en
microtubos de PCR que contenian la misma cantidad y concentracién de reactivos
descritos anteriormente, excepto que los iniciadores Ptb1 y Ptb4 fueron sustituidos por
los iniciadores Pth2 y Ptb3. Se utilizd el mismo programa del termociclador. Se incluy6
como testigo positivo el ADN de una cepa Map (K10 19698). Los productos de ampli-
ficacion fueron visualizados en gel de agarosa alo 2 %, tefiidos con bromuro de etidio
(Sigma Chemical Co., EUA).

1.4.5. Analisis Estadistico

Para determinar el tamafo de la muestra se consideré una prevalencia esti-

mada de para tuberculosis ovina de 4.4 % (Méndez et I., 2009), para poder utilizarla
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en un muestreo aleatorio simple, ya que no existen datos en la region, empleando un
nivel de confianza de 95.0 % y un porcentaje de error de 5,0 %, en donde segun la
metodologia de Lwanga y Lemeshow (1991), se obtuvo un tamafio de muestra de 73
animales, pero se tuvo la oportunidad de muestrear un mayor niumero de ovinos (211)
para dar mas validez al estudio. Para calcular las diferencias de prevalencia entre co-
munidades, obtenida de cada una de las pruebas de diagndstico, se utilizd una prueba
de t-student (Snedecor y Cochran, 1989). Al utilizar dos métodos diferentes para el
diagnostico de una enfermedad, es necesario conocer el grado de concordancia entre
ellos. El grado de concordancia entre ambas pruebas de diagndstico se expresa con
el valor de kappa (1<). Este valor expresa el grado de concordancia mas alla del azar
(Cohen, 1960).

1.5. Resultados y Discusién

Los ovinos no presentaban signos clinicos de infeccion con Map, asimismo las
comunidades no tenian antecedentes de diagndstico de la enfermedad. Se encontra-
ron 20 muestras de suero sanguineo ovino con anticuerpos a Map por la prueba IDGA.
De acuerdo con los iniciadores disefiados por Erume et al. (2001), para reconocer
secuencias contenidas en las amplificaciones de un producto con 210 pares de bases
en la prueba de PCR-anidada, se presentaron bandas amplificadas en 16 de las 211
muestras de heces, lo que corresponde a la IS900 de Map (Figura 1) y 13 de las 211
muestras resultaron positivas en ambas pruebas (Cuadro 1). Con la prueba IDGA se
obtuvo una prevalencia global de Ptb ovina de 9.48 %, oscilando entre 4.35y 33.33 %
entre las comunidades estudiadas; y con la prueba de PCR-anidada, la prevalencia
fue 7.58 %, teniendo una fluctuacion entre comunidades de 4.26 y 33.33 %. No se
encontro diferencia significativa (p = 0.262) para el diagnostico de Map con las pruebas
utilizadas. En un estudio realizado en los estados de Querétaro y Guanajuato, México,
por Chavez et al. (2004) reportaron prevalencias en caprinos (Capra hircus) de 8.8 %
y en ovinos de 4.4 %. Por otra parte, Vélez-Hernandez et al. (1999) determinaron se-

roprevalencias en el Valle de México de 6.39 y 4.89 % en dos rebafios caprinos. En
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este estudio, IDGA y PCR, se utilizaron comparativamente con el fin de lograr una
evaluacion descriptiva del nivel de positividad de Ptb en la poblacién objetivo. De los
20 sueros positivos a Ptb detectados por IDGA, siete muestras fecales fueron negati-
vas a la prueba de PCR, representando el 35 % (7/20) de los animales (Cuadro 2).
Como se observa en los resultados, por la prueba de IDGA se obtuvo un nimero ma-
yor de animales positivos comparada con la prueba de PCR; 20 vs. 16, respectiva-
mente. Este nUmero menor de muestras positivas obtenidas por PCR, se explica por-
gue los bacilos son desechados de manera intermitente en las heces (Sergeant et al.,
2003), lo que permite sugerir que si solo se utiliza la prueba de PCR para diagnosticar
Ptb, se realicen diferentes muestreos para dar un resultado mas certero. Los autores
apoyan la hipotesis de que estos ovinos estan infectados, a pesar de que el grupo
criterio tenia una condicién corporal clinicamente sana, pero es probable que en el
momento de la toma de muestra los individuos no estuvieran excretando un ndmero
de organismos adecuados para ser detectados por la prueba de PCR. Aun y cuando
el grupo criterio eran animales mayores de dos afos edad, ya que la literatura reporta
gue en este periodo de edad es en donde existe mayor probabilidad de encontrar an-
ticuerpos circulantes y excrecion de microorganismos en heces (Collins, 2003). Con
base en los resultados obtenidos, se puede decir que IDGA presenté mayor sensibili-
dad al compararla con PCR, 81 vs 65 %, respectivamente (Cuadro 2); de igual forma
es mayor a las sensibilidades reportadas por Gumber et al. (2006) de 8.3 %y por Hope
et al. (2000) de 56.0 %. La sensibilidad de la prueba IDGA esta relacionada con el tipo
de antigeno utilizado. En este estudio el antigeno utilizado fue el 3065 (Martinez et al.,
2012), por lo que pueden diferir los resultados de otros reportes de IDGA. La prueba
de IDGA tiene capacidad de detectar un nimero mayor de animales infectados, lo cual
ofrece ventaja al utilizarla como prueba de diagnéstico para esta enfermedad. Las
pruebas de IDGA y PCR coincidieron en 56.5 % (13/23) del total de animales positivos,
y la amplificacion del elemento de insercién IS900 especifico para Map en heces esta
asociada con la titulacion de los sueros reactivos detectados por IDGA en 6. 2%
(13/211) del total de ovinos muestreados. Esto indica que los ovinos, ademas de pre-

sentar anticuerpos detectables por IDGA, también eliminaban el bacilo por heces,
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como lo reporta Gwozdz et al. (1997). Los resultados del andlisis revelaron que la
prueba tuvo una sensibilidad de 81 % y una especificidad de 96 % (Cuadro 2). Con
respecto al 18.75 % (3/16) de los ovinos que resultaron negativos a IDGA, pero posi-
tivos a PCR, se considera que pudo deberse a la falta de anticuerpos detectables,
pues esta prueba necesita gran cantidad de anticuerpos para expresar la precipitacion
en el gel. Esto sucede en las etapas tempranas de la infeccion y pueden pasar varios
meses o0 afos, antes de que el nivel de anticuerpos circulantes sea suficiente para
desencadenar una reaccion positiva, permaneciendo la respuesta humoral bajo el li-
mite de deteccidn de las pruebas serolégicas actualmente disponibles (Toman et al.,
2003). Por lo tanto, los factores que afectan la capacidad de deteccion de la infeccidon
como: niveles bajos o nulos de anticuerpos en sangre y excrecion intermitente de la
bacteria en heces (Stabel, 1998), asi como la posibilidad de una transmision vertical
de madre a feto via intrauterina y a través del calostro en los corderos (Toman et al.,
2003), es probable que los niveles de infeccién encontrada en los rebafios examinados
sea mayor a la reportada en esta investigacion. Si bien los resultados expuestos en
este estudio muestran que no existe diferencia entre los métodos de diagndstico usa-
dos, se sugiere el método de Inmunodifusion en Gel de Agar (IDGA) por ser una téc-
nica que no requiere equipos costosos de laboratorio para su uso. Cualquier método
de diagnéstico elegido sera valido para iniciar el diagnéstico de la Ptb y tomar las
medidas para su control, como separar y eliminar animales positivos, con el fin de
disminuir la diseminacién de la enfermedad en el rebafio, aun y cuando existe poca
informacion epidemiolédgica que implica la enfermedad; sin embargo, se conoce que
un animal que conviva con el menor nimero de patégenos va a tener mayor produc-

cion.

1.6. Conclusiones

Este estudio es el primer reporte de la infeccion por Map en el estado de San
Luis Potosi, México. Con base en los resultados obtenidos en el estudio se reporta

una prevalencia de la infeccion por Map en los municipios de Villa de Ramos y Salinas
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del estado de San Luis Potosi de 9.48% y de 7.58% con las técnicas IDGA y PCR,

respectivamente. Por medio de la prueba IDGA, se obtuvo una mayor sensibilidad al

compararla con la prueba de PCR, aunque los resultados muestran que no existe una

diferencia significativa entre los métodos de diagndstico utilizados.
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Cuadro 1. Resultados de la prevalencia de Map por las técnicas inmunodifusion

en agar gel (IDAG) y reaccion en cadena de polimerasa — anidada (PCR-

anidada) en rebafios de los municipios de Salinas y Villa de Ramos, San

Luis Potosi.
TOTAL POSITIVO POSITIVO
COMUNIDAD DE OVI- CON PREV: CON PREV:
NOS IDAG % PCR %
Cerro Pinillos 10 0 0.00 0 0.00
Salinas 3 1 33.33 0 0.00
Diego Martin 7 1 14.29 1 14.29
El Calvario 3 1 33.33 1 33.33
El Zacaton 54 8 14.81 6 11.11
La Herradura 47 3 6.38 2 4.26
Lagunillas 23 1 4.35 0 0.00
Sn Pedro del Saltito 29 0 0.00 0 0.00
Villa de Ramos 28 3 10.71 4 14.29
Zaragoza 7 2 28.57 2 28.57
TOTAL 211 20 9.48 16 7.58
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Cuadro 2. Analisis de sensibilidad, especificidad y concordancia de la compara-
cion Inmunodifusién en agar gel (IDAG) empleando PCR-anidada como

prueba definitiva.

PCR (1S900) Total
IDAG + -
+ 13a I 20(a+b)
- 3c 1884 191 (c+d)
Total 16(a+c) 195(p+d) 211n

Sensibilidad : a/(a+c)x100 =81%
Especificidad: d/ (b + d) x 100 = 96%
Concordancia: Kappa = 0.96

1 2 3 4 § 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 1. Amplificacién del ADN gendmico de heces de ovinos por PCR anidada.
Amplificacion de un producto de 210 pb de la IS900 de Map. Carril 1: mar-
cador de tamafo molecular de 50 pb; carril 2: control positivo K10 Map;
carriles 3y 6 muestras que no amplificaron; carriles 4,5, 7, 8,9, 10, 11, 12

y 13 muestras amplificadas; carril 14: control negativo.
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CAPITULO 2. PRACTICAS DE MANEJO ASOCIADAS CON LA SEROPREVALEN-
CIA DE PARATUBERCULOSIS EN REBANOS DE OVINOS EN DOS MUNICIPIOS
DE SAN LUIS POTOSI, MEXICO**

Management Practices Associated with Seroprevalence Paratuberculosis Herd
Sheep in two municipality of San Luis Potosi, Mexico

2.1. Resumen

El objetivo fue identificar practicas de manejo de rebafio asociadas con la sero-
prevalencia de paratuberculosis (Ptb) en ovinos. Se diagnosticaron 242 muestras san-
guineas de ovejas usando la prueba de inmunodifusion en gel de agar (IDAG). La
informacion de los rebafios a través de una encuesta fue agrupada en: variables del
Predio, variables del Rebafio, variables de Manejo y variables de Origen y Destino de
los ovinos. Se us6 una regresion logistica (RL) para analizar los datos. El nivel de
seroprevalencia fue de 9.99%. Se encontr6 que la edad es un factor de riesgo para
diagnosticar ovinos enfermos (OR = 3.57). La raza Rambouillet presentd mayor riesgo
para contraer la enfermedad (OR = 1.11). Al no llevar practicas de manejo sanitario
resultd un factor de riesgo para la enfermedad (OR = 9.49). La compra de animales
fuera de la localidad, también puede ser un factor de riesgo (OR = 4.51 y 5.86). Los
resultados sugieren que existe mas riesgo de paratuberculosis, por el contagio fecal-
oral propio de esta enfermedad, en cuanto mas grande sea el total de animales y mas
intensivo sea el manejo en el predio. Seran necesarios mas estudios para aclarar los
factores del huésped que estan asociados con la resistencia a la infeccion, ya que lo
encontrado en este estudio fue que existe un factor racial para animales seropositivos.
Se confirm6 que la prevalencia de Ptb en ovinos, es mayor en rebafios que adquieren

sus ovinos fuera de su localidad, sin tomar en cuenta las condiciones de salud.

Palabras clave: Diagnéstico, paratuberculosis, Regresion Logistica, IDAG.

**|nvestigacion aceptada para publicacion en: AGROciencia Afio 8, Vol.8 Nim.4, Jul- Ago-2015.
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2.2. Abstract

The objective was identify flock management practices associated with sero-
prevalence of paratuberculosis (PTB) in sheep. Two hundred and forty two sheep blood
samples were diagnosed using the test agar gel immunodiffusion (AGID). Information
flock using a survey was grouped into Farm variables, Flock Management variables,
Origin and Destination of sheep variables. To analyze the data, a logistic regression
(LR) was used. The level of seroprevalence was 9.99 %. It was found that age is a risk
factor for diagnosing sick sheep (OR = 3.57). The Rambouillet breed had a higher risk
of contracting the disease (OR = 1.11). By not carrying health management practices
proved to be a risk factor for the disease (OR =9.49). The purchase of animals outside
the locality, may also be a risk factor (OR = 4.51 and 5.86). The results suggest that
there is more risk of paratuberculosis by fecal-oral transmission due to the nature of
the disease, in the larger total animals and more intensive management on the farm.
Further studies will be needed to clarify host factors that are associated with resistance
to infection, since it was found in this study that there is a racial factor for seropositive
animals. It was confirmed that the prevalence of Ptb in sheep is higher in flocks that

purchase their sheep outside your locality, regardless of health conditions.

Key words: Paratuberculosis, diagnosis, Logistic Regression, AGID.

2.3. Introduccion

La paratuberculosis, es una enfermedad contagiosa en bovinos, ovinos, cabras
y otros rumiantes (Kennedy y Benedictus, 2001). La enfermedad se manifiesta como
una enteritis cronica que conduce a la reduccién de la produccién, pérdida de peso y
finalmente la muerte (Harris y Barletta, 1996). La enteritis cronica provoca mala absor-
cion de nutrientes esenciales en el tracto intestinal y conforme se vaya desarrollando
la fase clinica de la enfermedad, se hara mas notoria la pérdida progresiva de la con-

dicién corporal, ocasionada principalmente por el estado de hipoproteinemia en que
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se encuentra el animal infectado con Map (Clarke y Little, 1996). La manifestacion
clinica de Ptb en ovinos se observa a edades mas tempranas que en bovinos, siendo
la pérdida progresiva de peso la primera manifestacion (Dhand et al., 2007). La fuente
primaria de infeccion son los animales adultos infectados. A diferencia del ganado bo-
vino, los ovinos y las cabras normalmente no muestran signos de diarrea y debido al
gradual enflaquecimiento, la enfermedad se pasa por alto en la mayoria de los casos
(Khodakaram y Rashidi, 2000). Las mortalidades y las subsecuentes pérdidas econo-
micas de ovinos con enfermedad de Johne varian considerablemente entre los reba-
fos infectados, incluso entre lotes con caracteristicas aparentemente similares. Al-
guna variacion inter-rebafo podria estar relacionada con diferencias en la etapa de la
epidemia de la enfermedad; sin embargo, parece que hay otros factores de riesgo que
son capaces de afectar la prevalencia de Ptb en el rebafio o explotacion (Bush et al.,
2006). Existe poca informacion en el area de estudio de esta investigacion acerca de
los factores de riesgo que afectan a los ovinos con enfermedad de Johne. Las investi-
gaciones actuales se han enfocado en la vida silvestre como una fuente potencial de
infeccion, dado que el agente causal se ha aislado en conejos, zorros, roedores y cér-
vidos, lo que sugiere que la vida silvestre puede estar involucrada en la perpetuacion
del ciclo de la enfermedad (Daniels et al., 2003). Sin embargo, dos estudios identifica-
ron a las practicas relacionadas con el manejo intensivo, el tamafio del rebafio, la in-
troduccion de razas de ovinos de otros paises, en donde la enfermedad es endémica
y la alta tasa de reemplazo, son factores de riesgo para la Ptb (Mainar-Jaime y Vaz-
guez-Boland, 1998). Una encuesta por correo aplicada a productores con rebafios
afectados por Map en Australia, informé de las asociaciones con factores como: el
tiempo de infeccion en el rebafio, altitud, la raza, la practica de sacrificio, la proporcion
de calidad de los pastos y la textura del suelo (Lugton, 2004). Una investigacion de
factores de riesgo con la tasa de mortalidad de Ptb en 12 granjas infectadas en el sur
de Nueva Zelanda del Oeste, encontraron asociaciones con el tamaifio del rebafio, la
proporcion de pasturas mejoradas, la carga animal y la edad del cordero del destete
(Toribio et al., 2005). Una prueba de campo, que se llevo a cabo en el sur de Nueva

Zelanda del Oeste, identifico altos niveles de contaminacion de pastos y la exposicion
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de ovinos jovenes, como los principales factores responsables de la presencia de da-
fos histolégicos, lesiones o la aparicion de la mortalidad por Ptb (Whittington y Mcgre-
gor, 2005). Los factores ambientales en los cuales se establece un rebafio son muy
importantes para tener un manejo adecuado de la raza y especie a producir (Dhand et
al., 2007). En los sistemas de manejo extensivo, las ovejas paren y crian a sus ovejas
en los pastos. Practica que no es factible para separar a los corderos recién nacidos
de las ovejas y criarlos artificialmente, como se hace con el ganado lechero. Tampoco
es posible eliminar a las ovejas y corderos de las pasturas, y darles de comer una
racion preparada. Por estrategia comercial, madres y crias deberan estar juntas en los
pastos hasta que se puedan ser destetados (Abbot et al., 2004). Se considera que hay
una mayor prevalencia de la enfermedad en el ganado ovino cuyas madres tenian una
condicion corporal muy baja, que son indicadores de la mala nutricion y estrés. Por
otra parte, una condicidn corporal baja aumenta la posibilidad y transmision de la in-
feccion a la descendencia por ambas rutas, horizontal y vertical. Una prueba mas del
impacto de la nutricién inadecuada y el estrés que se enfrentan las crias en las prime-
ras 12 semanas de vida, en las cuales son mas susceptibles a la enfermedad (Dhand
et al., 2004). La gravedad de la infeccion o el grado de difusién dentro de un rebafio
depende de las condiciones de manejo, el niumero de animales infectados y la dura-
cion de la infeccion en el grupo. Debido al largo periodo de incubacién, muchos ani-
males en el grupo pueden estar expuestos o infectados subclinicamente por el tiempo
gue cada caso clinico se hace evidente. Esto ha sido referido como efecto iceberg en
el rebafio. Para cada caso clinico, hasta 15 a 25 animales pueden ser asintomaticos
en la granja (Stehman, 1996). Una alta carga animal conduce a una mayor contami-
nacion de las pasturas con Map, debido a un mayor nimero de animales por unidad,
incrementando el esparcimiento de Map como resultado del estrés nutricional. En con-
secuencia, los corderos conocidos por ser altamente susceptibles a la infeccion estan
expuestos a dosis mas altas de Map, que se traduce a una mayor prevalencia de la
enfermedad entre ellos a través del tiempo (Stehman, 1996). Comprender las vias de
transmision de la enfermedad sera crucial para el control de la Paratuberculosis. Por

lo anterior, el objetivo del presente estudio fue identificar algunas practicas de manejo
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asociadas con la seroprevalencia de Ptb, por medio del andlisis de regresion logistica,
en ovejas infectadas naturalmente de rebafios en dos municipios de San Luis Potosi,

México.

2.4. Materiales y Métodos

2.4.1. Localizacién del area de estudio

Se utilizaron rebafos de ovinos de dos municipios del Altiplano Potosino; Villa
de Ramos: 22° 37" Ny 101° 42' O a 2070 m de altura, y Salinas: 22° 50’ N y 101° 55’
0O, a 2200 m de altitud (INEGI, 1994). Presentan una temperatura media anual de
18.7°C y una precipitacion pluvial media anual de 391 mm, predomina una vegetacion
de matorral microéfilo desértico, espinoso, izotal, pastizal, nopalera y cardonal (Medina
et al., 2005).

2.4.2. Disefio del Estudio

Los datos sobre practicas de manejo fueron colectados a partir de una encuesta
realizada a los productores, directamente en la propiedad. La poblacién de estudio se
bas6 de acuerdo al censo ganadero del estado de San Luis Potosi. Para determinar
el tamafo de la muestra se considerd una prevalencia estimada de paratuberculosis
ovina de 15% (Santillan et al., 2007) y se utilizé en un muestreo aleatorio simple, ya
que no existen datos en la regién, empleando un nivel de confianza de 95.0% y un
porcentaje de error de 5.0%, en donde segun la metodologia de Lwanga y Lemeshow
(1991), obtenemos un tamafio de muestra de 196 ovinos para encontrar al menos un
caso. En estos rebafios no se tenian antecedentes de incidencia de la enfermedad, y
los ovinos no presentaban signos clinicos de infeccion por Map. La seleccién de las
explotaciones se hizo de forma aleatoria y de acuerdo a la disposicion y cooperacion
de los productores, para facilitar datos y la toma de las muestras sanguineas. Se to-

maron muestras de sangre de acuerdo al tamafio del rebafio seleccionado.
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2.4.3. Procedimiento Seroldgico

Se tomaron 242 muestras sanguineas de hembras adultas en etapa productiva,
mayores de dos afios de edad. El diagndstico serologico se hizo por la prueba de
inmunodifusion en gel de agar (IDGA). Las muestras de sangre, 5 mL por animal, se
obtuvieron de la vena yugular en tubos de ensayo para venopuncion, a las cuales se
les separo el suero y se congeld a -20 °C hasta procesar los sueros. Los sueros se
procesaron por duplicado mediante la prueba de IDGA. Para la preparacion del gel, se
pesaron 0.5 g de agar noble (Difco laboratories), los cuales se disolvieron por calenta-
miento en 50 mL de buffer salino de fosfatos (PBS 1X) para obtener una concentracion
final de 0.75 % de agar. Una vez disuelta, se afiadiéo 1 mL de azida de sodio al 0.2 %
y posteriormente, se colocaron 15 mL del agar en una caja de petri para formar el gel.
Una vez polimerizado, se realizaron las perforaciones para formar las rosetas. En el
pozo del centro se colocé el antigeno protoplasmético de la cepa de Map 3065 (18) y
en los pozos periféricos, los sueros problema en cantidades iguales (30 uL). La caja
se mantuvo en una camara humeda y se incubaron a 37° C entre 4 y 48 horas para
realizar la lectura. Se utilizé un suero control positivo comercial (Allied Monitor Inc.,
Estados Unidos de América). Si se presentaba una linea de precipitacion bien definida
entre el pozo del antigeno y suero, se consideraba como resultado positivo, mientras

gue en la ausencia de dicha banda se daba un resultado negativo (Matinez et al, 2012).

2.4.4. Andlisis Estadistico

Se realiz6é un andlisis univariado con la prueba de Chi-cuadrada y las variables
con un valor p < 0.15 se sometieron a un analisis multivariado mediante regresion
logistica (RL) para conocer la asociacion de algunas practicas de manejo y la seropre-
valencia de Ptb, con el programa computacional SPSS versién 15.0 para Windows
(SPSS Inc, Chicago IL, USA). Si los animales fueron considerados positivos o negati-

vos a Ptb por medio de la prueba de IDGA fue la variable respuesta. La informacion
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colectada fue clasificada en cuatro secciones como variables predictoras: 1) Variables
concernientes al predio como: a) localidades; La Herradura, Villa de Ramos y Salinas,
las dos primeras del municipio de Villa de Ramos y Salinas del municipio de Salinas,
cada localidad con rebafos seleccionados al azar; b) superficie (la que ocupa el ga-
nado, expresado en Ha); ¢) tamafio del rebafio (total de ovinos en el predio), d) manejo
alimenticio (si el ganado es alimentado en pastoreo o en estabulacion); 2) Variables
concernientes al rebafio, tales como: a) edad (expresado en afios), b) raza (criolla,
cruza con Rambouillet y Rambouillet) y 3) Variables relacionadas con el manejo del
rebafo, tales como: a) tipo de alimentacion (agostadero, alimento balanceado o es-
quilmos), b) sanidad, c) reproduccion y d) manejo general. Finalmente, 4) Variables
relacionadas con el origen y destino, como lugar de: a) venta y b) compra del ganado

ovino.

2.5. Resultados y Discusion

De los 242 sueros de ovejas muestreadas, 21 fueron positivos a la prueba
IDGA, resultando una prevalencia real de 9.99 %, tomando en cuenta una sensibilidad
de 85.71 % y especificidad de 72.6 % (Sherman et al., 1984). En el tamafio de los
rebafios encuestados, predominaban las explotaciones entre 61-150 cabezas (48.35
%; 117/242), en los otros grupos eran menores a 60 cabezas (28.51 %; 69/242) y
mayores a 150 cabezas (23.14 %; 56/242). Se componian mayoritariamente por razas
cruzadas obtenidas a partir de la raza Rambouillet (74.8 %; 181/242). Mas de la mitad
de los rebafios (64.9 %; 157/242) fueron catalogados como rusticos, sin registros ni
control sanitario o reproductivo. Los corrales, en donde alojaban o guardaban el re-
bafio en la noche, estaban construidos con madera y alambre de puas. La mayoria de
las explotaciones de ovinos eran de tipo extensivo (80.1 %; 196/242); es decir, los
ovinos pasaban una gran parte del dia en pastoreo, realizado en terrenos comunales,
con superficies entre 0y 200 ha (59.5 %; 144/242). La reproduccion era inspeccionada
alguna vez (cubriciones controladas, sincronizacién de celos) en el 68.6 % de los re-

bafios (166/242). Para el manejo sanitario, los servicios veterinarios mostraron una
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baja asistencia (10.0 %) y solamente tres propietarios dijeron ocupar los servicios para
vacunaciones oficiales (brucelosis), los entrevistados dijeron pagar servicios veterina-
rios (Cuadro 3).

Los analisis de seroprevalencia son una buena herramienta en epidemiologia
para estimar las tasas de infeccidn o contacto con un determinado agente en las po-
blaciones (Tyler et al., 1989). Son pocos los resultados de prevalencia de Map que
han sido reportados en México, prevalencias de 4.4 % en ganado ovino, reportado en
un estudio de casos recibidos para diagndéstico serologico en el laboratorio de patolo-
gia animal de Calamanda, Querétaro (Méndez et al., 2009), de 8.8 % en ovinos del
estado de Guanajuato (Chavez, 2009), y por otra parte, Santillan et al. (2007), repor-
taron una seroprevalencia de 15.0 % en Silao, municipio de Guanajuato. La prevalen-
cia del 9.99 % encontrada en este estudio, es considerada alta en los municipios en
estudio, de acuerdo a los autores previamente mencionados. Es conveniente indicar
que el impacto de la enfermedad no se refleja econémicamente, pues cuando los pro-
ductores tienen problemas con los ovinos infectados (emaciacion), y al no responder
a tratamientos de desparasitaciones y vitaminicos que usan, prefieren enviarlos al ras-

tro o matadero; razén por la cual los productores no reportan bajas por muerte.

2.5.1. Variables del Predio

En el analisis univariado se encontrd asociacion significativa (p < 0.15) entre los
rebafios con al menos un ovino seropositivo a la prueba IDGA con las doce variables,
todas fueron incluidas en el modelo de regresién logistica. En el andlisis final de re-
gresion logistica se encontré que no hubo diferencias significativas entre las variables:
“Localidad”, “Superficie”, “Pastoreo”, “Alimentacién”, “Reproduccién”, “Manejo general’

y “Venta”.
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Las muestras de este estudio fueron estratificadas por localidades a causa de
presentar diferencias en el tipo de manejo que se da en cada zona, ya que se encon-
traban a distancias relativamente grandes (20 km), aunque las condiciones ambienta-
les (orograficas, suelo y vegetacion) eran semejantes en las tres localidades; sin em-
bargo, no hubo asociacion significativa entre localidades y la presencia de ovinos se-
ropositivos. En caso particular de la brucelosis, Reviriego et al. (2000), mencionan que
de las condiciones ambientales, los tipos de suelos tienen un papel importante en la
epidemiologia de dicha enfermedad. Los rebafios fueron agrupados de acuerdo a la
superficie en donde alojaban el ganado la mayor parte del tiempo, y de igual forma al
total de animales que conformaba el rebafio, con la finalidad de determinar la densidad
animal, el hacinamiento o el contacto con otros ovinos que pudieran ser factores para
la transmisién de Map, encontrando que ninguna de las tres categorias de superficie
fue un factor de riesgo para contraer la enfermedad, pero si en el total de animales del
predio, en donde existi6 menor riesgo de contraer la enfermedad fue en los rebafios >
61 ovinos. Esto concuerda con lo reportado por Coelho et al. (2010), que en rebafios
con 31 a 60 ovinos, tienen un alto riesgo de presentar la enfermedad, comparado con
aguellos rebafios con mayor o menor niumero de ovinos; infiriendo que en los rebafios
pequefios, el contacto entre animales es mayor que en rebafios mas grandes. Situa-
cion similar ocurre en aquellas explotaciones que son manejadas en patios o en la
misma casa, teniendo mayor contacto con las excretas (Muskens et al., 2003). En
rebafios mayores, Mainar-Jaime y Velazquez-Boland (1998) reportan mayor cantidad
de seropositivos en rebafios mayores de 200 ovinos, lo que fue asociado con practicas
de manejo deficiente y mayor contacto con otros ovinos. Por otra parte, se ha mencio-
nado que la tasa alta de poblacion en sistemas extensivos, tiene efectos perjudiciales
gue conducen a la mala la condicién corporal de las ovejas de parto o de su progenie
debido a la competencia por el alimento, y en animales estresados e infectados pue-
den empezar a eliminar micobacterias; asi mismo, las ovejas en movimiento a lo largo
de las carreteras, también frecuentados por las ovejas de los rebafios vecinos, au-

menta la probabilidad de contagio (Dhand et al., 2007).
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2.5.2. Variables de Rebafio

Se encontrd que la edad es un factor de riesgo para diagnosticar ovinos enfer-
mos, pues resultd un OR = 3.57 con los ovinos de entre cuatro y seis afios de edad.
La raza Rambouillet presentdé mayor riesgo de contraer la enfermedad (OR = 1.11)

gue los ovinos cruza con esta raza y los ovinos criollos de este estudio.

La edad aparecié como un factor de riesgo en los ovinos de entre 4 y 6 afios de
edad, comparado con los grupos de menor y mayor edad, condicion presentada por la
naturaleza de la enfermedad y la técnica de diagnostico elegida (IDGA), ya que los
animales mas susceptibles de contraer la infeccion son los jovenes, especialmente
antes de los seis meses de edad, pero las manifestaciones clinicas aparecen a la edad
de dos a cinco afios (Harris y Barletta, 2001). Al igual, tener presente que un resultado
negativo no prueba que el animal esta libre de la infeccion, ya que puede ser reflejo
Unicamente de que las muestras analizadas no contienen anticuerpos (Manning y Co-
llins, 2001), y debido a que la sensibilidad de esta técnica serolégica es mayor en
animales con lesiones lepromatosas (Clarke y Little, 1996 ), con un nivel elevado de
excrecion de Map en heces o animales que se encuentran en las fases mas tardias
de la enfermedad con signos clinicos (Sweeney, 1996), siendo incapaces de identificar

animales en fases tempranas de la infeccion.

En cuanto a los resultados de las razas y sus cruzas, se encontré mayor nimero
de animales seropositivos en los ovinos de la raza Rambouillet, en comparacion con
los criollos o cruzas; esto podria estar relacionado, aunque no fue posible medirlo, con
la susceptibilidad-resistencia de la infeccion entre razas (Koets et al., 2000). La dife-
rencia encontrada con respecto a los ovinos criollos podria deberse a la adaptacion, o
bien que los ovinos de raza pura estan infectados y al ser introducidos al rebafio, se
disemina la enfermedad. Por otra parte, también se observd que las razas puras son
adquiridas para mejora genética y tienen un manejo intensivo en el area de estudio.

Por ejemplo en el bovino, se ha manifestado que las mejores ejemplares parecen ser
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mas propensos a desarrollar la Ptb y resultar positivos a la prueba de IDGA (Merkal et
al., 1995).

2.5.3. Variables de Manegjo

Al no llevar practicas de manejo sanitario resultd un factor de riesgo para la
enfermedad (OR = 9.49). La compra de animales fuera del municipio o aun en otro
estado, también puede ser un factor de riesgo (OR = 4.51 y 5.86, respectivamente).
Rebafos de entre 61 y 150 cabezas tuvieron mayor riesgo de ser seropositivos (Cua-
dro 4).

Las préacticas de manejo como alimentacion no fueron representativas para ser
un factor de riesgo, ya que de acuerdo a esta variable no hubo diferencia en el tipo de
alimento que se ofrecid. Sobre las practicas sanitarias como manejo del estiércol, des-
parasitaciones y vacunaciones de rutina (brucelosis, clostridiosis y salmonelosis) pre-
vienen la transmision de la enfermedad (Coelho et al., 2010), ya que se encontraron
baja incidencia de Ptb, asi como que la poca acumulacion de estiércol (Goodger et al.,
1996). De acuerdo a los rebafios encontrados en este estudio, la mayoria son mane-
jados como explotaciones extensivas de pastoreo y el manejo del estiércol no es un
problema latente para la transmision de la enfermedad, pues los rebafios que utilizan
corrales de encierro nocturno son rotativos; es decir, segun se vaya agotando la ve-
getacién van construyendo nuevos corrales y asi evitan la acumulacién de estiércol en
una area determinada. Por otro lado, el aspecto de sanidad animal es incipiente o
escasa, pues la mayoria de los rebafios no tiene acceso a los servicios médicos vete-
rinarios y menos a informacién sobre la transmisiéon y prevencién de la enfermedad,
razones importantes para el control de la Ptb. El manejo reproductivo no fue significa-

tivo para estar relacionado con la transmisién de la paratuberculosis en este estudio.
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2.6. Conclusiones

La mayoria de las explotaciones se infectan a través de la compra de animales
enfermos aparentemente sanos; a partir de animales portadores, la transmision ocurre
por la via fecal-oral y por la ingestion accidental de materia fecal, situacion a considerar
cuando se diagndstica un rebafio positivo. Por lo tanto, factores como la compra y
venta de ganado, deberdn ser tomados en cuenta para minimizar el riesgo de la infec-
cion. En este estudio, la compra resultd ser la practica de mayor riesgo en la seropre-
valencia de la Ptb. Por lo tanto, para este punto se debe contar con un diagndstico

eficiente para reducir el riesgo del ingreso de nuevas enfermedades a cada rebafio.

Debido a las limitaciones por el disefio de este estudio tipo transversal, los re-
sultados deben ser interpretados cuidadosamente, dado que no fue posible identificar
claramente una relacion causa-efecto. Sin embargo, la informacién proporcionada por
la presente investigacion puede hacer una contribucién importante para que las futuras
estrategias de disefio sean mas apropiadas. Varios factores de este estudio fueron
asociados con la seropositividad. Los resultados sugieren que en cuanto mas grande
sea el total de animales en el predio, mayor sera la seroprevalencia, y también que en
cuanto mas intensivo sea el manejo, es posible que exista mas riesgo de Ptb, por el
contagio fecal-oral propio de esta enfermedad. Seran necesarios mas estudios para
aclarar los factores del huésped que estan asociados con la resistencia a la infeccion,
ya que lo encontrado en este estudio fue que existe un factor racial para animales
seropositivos. Se confirm6 que la prevalencia de Ptb en ovinos, es mayor en rebafos
gue adquieren sus ovinos fuera de su localidad, sin tomar en cuenta las condiciones
de salud. Las variaciones de Ptb entre rebafios, nos llevé a especular que el manejo
es un factor que influye en la expresion de la Ptb y que las recomendaciones sobre
este tema pueden mejorar en el rebafio el control de la enfermedad en aéreas con
caracteristicas similares a este trabajo. Estos factores no deben ser considerarse en

lo individual, sino como elementos que forman parte de un proceso complejo y que en
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conjunto, contribuyen a la presencia de ovinos seropositivos con Map, confirmandose

la naturaleza multifactorial de la paratuberculosis ovina.
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Cuadro 3. Variables relacionadas con la seropositividad por IDGA a Mycobacte-
rium avium subs. paratuberculosis en el analisis univariado.
Variable Categoria Num. % Variable  Categoria Num. %
Anim. IDGA Anim IDGA
Localid. Herradura 52 5.8 Manejo Pastoreo 196 7.7
Salinas 24 12.5 Aliment. Estab. 46 13.0
V. Ramos 166 9.0 Tipo de Agostad. 37 0.0
Superf. 0-200 144 9.7 alimento  A.balanc. 134 9.0
201-500 57 7.0 Esquilmos 71 12.7
501-3000 41 7.3 Raza Criollo 51 5.9
Tamafio 10-60 69 8.7 CXR 181 9.4
rebafio 61-150 117 6.8 Ramb. 10 10.0
151-600 56 12,5 Manejo Rdastico 157 51
Edad 2-3 127 10.2 Tecnif. 85 15.3
4-6 84 8.3 Reprod. C. manej 166 9.0
7-8 31 3.2 S. manej 76 7.9
Venta M. Mpio. 195 7.2 Sanidad C. manej 218 8.3
O. Mpio. 47 14.9 S. manej 24 12.5
Compra M. Mpio. 167 7.8
O. Mpio. 54 13.0
O. Edo. 21 4.8

M = mismo; O = otro.

C =con; S =sin.
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Cuadro 4. Resultados de la regresién logistica para la relacion entre las va-

riables en estudio y los resultados positivos a Map.

P OR® I.C.P 95 %

Clasificacién Variable Inferior Superior
Predio Localidad

La Herradura

Salinas 0.281 1.08 1.67 7.83

Villa de Ramos 0.149 5.82 2.85 40.13

Superficie ha

1-20

201 - 500 0.085 1.83 1.06 60.66

501 - 3000 has 0.103 0.89 0.27 30.67

Total animales

20 -60

61 — 150 0.008 0.79 0.03 24.59

151 - 600 0.023 0.15 0.02 1.31

Pastoreo

Estabulado

Pastoreo 0.998 0.03 0.00 45.86
Rebafio Edad (afios)

2-3

4-6 0.002 3.57 0.36 35.53

7-10 0.076 1.49 0.13 17.56

Raza

Criolla

Cruza 0.228 0.01 0.00 21.48

Rambouillet 0.036 1.11 0.00 13.37
Manejo Alimentacion

Agostadero

Alim. Balanc.® 0.989 1.80 0.00 0.00



Orig y dest’

Esquilmos
Sanidad

con manejo
sin manejo
Reproduccion
sin manejo
con manejo
Manejo general
Rustico
Tecnificado
Compra
Mismo mpio®
Otro mpio

Otro edo®
Venta

Mismo mpio

Otro mpio

Constante

0.870

0.040

0.658

0.100

0.015
0.021

0.296

0.001

0.88

9.49

0.41

0.08

4.51
5.86

2.30

1.20

1.18

0.01

0.01

0.00

0.11
0.08

0.11

0.32

0.14

63.27

20.67

1.64

95.12
130.73

106.24

143.12

2 Odds ratio; ? intervalo de confianza; ¢ alimento balanceado; ¢ municipio; € estado;

origen y destino.
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CAPITULO 3. ASOCIACION DE POLIMORFISMOS DEL GEN SLC11A1 CON LA
INFECCION POR Mycobacterium avium SUBSP. paratuberculosis EN OVI-
NOS***

Association SLC11A1 Gene Polymorphism with Infection Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis in Ovine

3.1. Resumen

La paratuberculosis, también llamada enfermedad de Johne es una enteritis
granulomatosa que afecta a rumiantes domésticos y salvajes, que es causada por My-
cobacterium avium subsp. paratuberculosis. Identificar la base molecular de la resis-
tencia del huésped a patdgenos ofrece la posibilidad de mejorar la resistencia a enfer-
medades a través de la seleccion asistida por marcadores. Los objetivos de este es-
tudio fueron la deteccidén de polimorfismos en la regién 3'UTR del gen SLC11Al y
relacionandolo con los resultados de las pruebas de diagnostico, estimados por sero-
logia y prueba fecal en ovinos. Ciento cuarenta y dos muestras de sangre y de heces
de los animales se obtuvieron de tres diferentes rebafios de ovejas y se diagnosticaron
mediante la prueba serologica de inmunodifusiéon en gel de agar (IDGA) y heces
(anidada-PCR). Las muestras del polimorfismo de la region 3 'no traducida (3'UTR) del
gen SLC11A1, que fue negativo, se asociaron en la A22 microsatélites polimorficos,
A23 y A24 (P <0,007). Sin embargo, la A19 microsatélites polimérficos, A20, A21 y
A25 no se asociaron con el 3'UTR (P> 0,05). En las conclusiones, se observé siete
alelos polimorficos (A19, A20, A21, A22, A23, A24 y A25). Pero sblo, A22, A23 y A24
se observaron con mayor frecuencia en las dos pruebas de diagnéstico utilizados en
este estudio. Esto sugiere un posible marcador para la resistencia asociada con la
paratuberculosis ovina en la regién A polimorfica. Los resultados pueden contribuir a

los conocimientos actuales sobre la susceptibilidad / resistencia a la paratuberculosis.

Palabras clave: Paratuberculosis, polimorfismos, SLC11A1.

***|nvestigacion enviada a: Small Ruminant Research.
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3.2. Abstract

The objective was detect polymorphisms in the 3'UTR region of the SLC11A1
gene in sheep, and estimate its relationship with the results of serological and fecal
paratuberculosis diagnosis. Three flocks classified as negative, positive and negative
in contact with positive, were taken two diagnostic tests confirmed status. Were diag-
nosed 24 positive and 118 negative samples that by both tests. The genotyping of the
142 animals in the population under study, seven different alleles (A19, A20, A21, A22,
A23, A24 and A25) were determined. Only in a very low number of animals, the A19
and A25 alleles were found. The allele most often found in each population were A22,
A23 and A24 and make up 78.9% of alleles found. The results of this study indicate a
possible association of polymorphisms found in the 3'UTR region of the gene, with
resistance to ovine paratuberculosis to show a difference (p <0.001) between the allelic
frequencies encountered. The most frequently found alleles (A22, A23 and A24) sug-
gests can be used as a marker to associate the resistance of ovine paratuberculosis in
A polymorphic region of the seven polymorphic alleles found (A19, A20, A21, A22, A23,
A24 and A25). It is recommended to conduct research with sizes larger population
sample, experiments and functional activity of SLC11A1 gene polymorphisms found to

clearly elucidate the functions thereof.

Key words: Paratuberculosis, polymorphisms, SLC11A1.

3.3. Introduccioén

La paratuberculosis, también llamada enfermedad de Johne, es una enteritis
granulomatosa que afecta a los rumiantes domésticos y silvestres (Erume et al., 2001).
Es una enfermedad causada por la bacteria Mycobacterium avium subsp. paratubercu-
losis, un patdégeno intracelular, habitante de los macrofagos; la bacteria es excretada
por heces y leche de animales infectados en estados tardios de la enfermedad (Koets
et al., 2010). Causa perdida de peso y diarrea progresiva, eventualmente muerte, pero
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esto se observa solamente en 5 a 10 % de los animales infectados (Chiodini et al.,
1984). La enfermedad constituye una amenaza mundial, ocasionando grandes pérdi-
das economicas para los productores debido al descenso en la produccion lactea, me-
nor peso de venta, menor niumero de crias, costos de tratamiento y por reemplazo de

animales eliminados (Dhand et al., 2007).

Las pérdidas atribuidas a enfermedades infecciosas contindan impidiendo la in-
dustria ganadera, a pesar del amplio uso de farmacos, vacunas y cuarentenas. Una
alternativa para el control de estas infecciones zoonoéticas es la resistencia genética a
la enfermedad, la cual es la capacidad inherente del animal para resistir un desafio
virulento (Adams y Templeton, 1998). El propdsito fundamental de la genética, es en-
contrar la asociacién entre genotipo y fenotipo. La variacion genética es la base de la
biodiversidad y la evolucion, y esta variacion puede ser la base de caracteristicas como
susceptibilidad a enfermedades, debido al potencial efecto sobre la expresion y/o re-

gulacion del gen y por lo tanto, la funcién de las proteinas.

El gen (NRAMP1) proteina natural de macréfagos asociada a la resistencia
juega un papel importante en la proteccidn contra varios patdégenos intracelulares y se
identifico primero en ratones por clonacion posicional (Vidal et al. 1993). Anteriormente
nombrado como el locus Bcg / Lsh / Ity por su papel en la resistencia / susceptibilidad
por infecciones a Mycobacterium bovis cepa Bacilo Callmette-Guerin (Bcg), Leishma-
nia donovani (Lsh) y Salmonella typhimurium (Ity) (Skamene, 1994). El gen NRAMP1,
en base a su funcién como un antiportador divalente catién-proton, se ha renombrado
como portador de solutos miembro de la familia 11 a 1 (SLC11A1), (Goswami et al.,
2001). Esto, en virtud de los efectos pleiotropicos sobre la activacion de macrofagos,
gue tiene potencial para las defensas antimicrobianas (incluyendo antiviral), defensas

anti-tumor y la autoinmunidad (Blackwell et al., 2000).

La resistencia a las enfermedades es a menudo influida por los factores gené-

ticos y susceptibilidad del huésped. Nuevas investigaciones se han dirigido a detectar
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asociaciones geneticas, entre las diferencias de susceptibilidad y polimorfismos de un
gen o genes candidatos, por observaciones de incidencia de paratuberculosis en dife-
rentes razas de bovinos y ovinos (Reddacliff et al., 2005). En patrticular, la participacion
del gen SLC11A1 se ha demostrado en ratones, humanos y varias especies de ani-
males domésticos (Gazouli et al., 2008). Recientemente, se ha establecido una fuerte
influencia del gen SLC11A1, sobre la susceptibilidad innata del ratén a la infeccion con
Map (Roupie et al., 2008). En ganado se ha descrito una asociacion entre los micro-
satélites de la region 3’'UTR del gen y la infeccién a Brucella abortus (Adams y Tem-
pleton, 1998). En la misma regién del gen, Estonba et al. (2005) analizaron un frag-
mento anteriormente descrito por Horin et al. (1999), el cual incluia los microsatélites

de Adams y Templeton (1998) y otros microsatélites adyacentes.

Por su parte, Pinedo et al. (2009) estudiaron polimorfismos de genes candidatos
como factores de riesgo para la infeccion de paratuberculosis en ganado, postulando
que diferentes arreglos de alelos en tres genes candidatos, predominarian en casos
comparados contra controles; resultando cinco diferentes alelos del andlisis de los mi-
crosatélites. El andlisis estadistico indicé una asociacion entre la infeccion y los alelos
del SLC11ALl. La funcién de gen SLC11A1 en coordinacién con la inmunidad contra
bacterias, sugiere una participacion en la variacion de la susceptibilidad de la paratu-

berculosis.

Los reportes de microsatélites en 3’UTR del gen SLC11a1 comenzaron con Pi-
tel et al. (1996), quienes describen dos microsatélites polimérficos, cerca de gen ovino
SLC11A1, alelos GT 23 y GT 14. Posteriormente, Matthews y Crawford (1998) confir-
man estos hallazgos, tanto en ovinos como en venados, localizando siete alelos que
contenian microsatélites GT9 a GT16. Asi mismo, Horin et al. (1999) encontraron un
microsatélite dentro de la region 3 no traducida (3’UTR) del gen bovino Nramp1. Se
ha estudiado la importancia de la funcion del gen y su asociacion con la resistencia a

la enfermedad, identificAndose dos secuencias dentro del gen bovino NRAMP1. Estas
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secuencias estan localizadas en la region 3’'UTR, las cuales muestran un patrén com-
plejo de mutacion, consistiendo en una sustitucion de T a G en la posicién 1782 y una
variacion en el numero de dinucleétidos repetidos (GT) en la posicion 1907 (Horin et
al., 1999).

Las enfermedades infecciosas permanecen entre las mas importantes cargas
sobre la salud animal y humana a pesar de la terapia antibiética e inmunizacion que
han contribuido a su control substancial. La identificacion en bases moleculares de la
resistencia del huésped a patdgenos ofrece la posibilidad de mejorar la resistencia a
la enfermedad a través de la seleccion asistida por marcadores. De esta manera, los
objetivos del presente estudio fueron detectar polimorfismos en la region 3'UTR del
gen SLC11A1 en ovinos, y estimar su relacion con los resultados de diagnéstico sero-

l6gico y fecal a la paratuberculosis.

3.4. Materiales y Métodos

3.4.1. Muestras

Se tom6 un total de 142 muestras sanguineas y fecales de tres rebafios ovinos
para ser clasificados como infectados (casos) o sanos (controles) al ser diagnostica-
dos positivos 0 negativos a las pruebas seroldgicas (IDGA) y fecales (PCR-anidada);
considerando solo aquellos animales que coincidieron los resultados (positivos o ne-
gativos) en ambas pruebas. Se muestrearon cinco mL de sangre por animal de la vena
yugular y se colocaron en tubos de plastico para suero de 13 x 100 mm x 5,0 mL (BD
Vacutainer®, tapon rojo Hemogard™, EUA) adicionados con activador de coagulacién
y cubierta interior de silicon, que fueron procesados para separar el suero, el cual se
almacen6 en un ultra congelador (Thermo Scientific, Forma 7000 modelo 7320A, EUA)
a -20°C, para ser procesados posteriormente mediante la prueba de inmunodifusion
en gel de agar (IDGA) (Sergeant et al. 2003). Las muestras fecales se obtuvieron del

recto del animal con la ayuda de un guante de plastico, las cuales se conservaron en
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congelacion a -20°C hasta ser analizadas por medio de la PCR-anidada, segun la téc-

nica descrita por Jaimes et al. (2008).

3.4.2. Clasificacién de los Rebafos

Rebafo negativo: se tomaron 97 muestras de dos rebafios para ser clasificados
como muestras negativas al no reaccionar a ninguna de las pruebas diagndésticas. Un
rebafio de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la Universidad Autbnoma de San
Luis Potosi cuenta con 190 ovinos de la raza Rambouillet de donde se obtuvieron 19
muestras de suero y heces y el otro rebafio propiedad del Centro Estatal de Mejora-
miento Genético Caprino de San Luis Potosi, el cual tiene un inventario de 120 ovinos
de raza Rambouillet, de donde se extrajeron 78 muestras de heces y sangre para su
diagndstico. En estos rebafios no se tienen antecedentes ni presentan signos clinicos
de infeccion de la enfermedad. Rebafio positivo: El Centro de Ensefianza, Investiga-
cion y Extensiéon en Produccion Animal en Altiplano CEIEPAA, Tequisquiapan, Queré-
taro, de la Universidad Autbnoma de México, colaboré con 24 muestras sanguineas
y fecales de ovinos, de su lote experimental de animales infectados con Mycobacte-
rium avium subsp. paratuberculosis, las cuales fueron confirmadas ser positivas al
diagndstico por ambas pruebas. Rebafio negativo en contacto con positivos: Los ovi-
nos se obtuvieron de rebafios en donde se reportd una prevalencia de 7.58% (Moron
et al 2013). Se consideraron 21 muestras de 69 muestras de rebafios en donde se
habia detectado al menos un animal positivo, asi fueron 21 muestras confirmadas

como negativas por ambas pruebas.

3.4.3. Extracciéon y cuantificacion de ADN

Un total de 142 muestras de sangre procedentes de ovinos con estatus negativo
o positivo confirmado, fueron consideradas para el analisis molecular. La extraccion
de DNA se realiz6 con el kit BD tract™ (Maxim Biotech, Inc. E. U. A.) de acuerdo a las

instrucciones del fabricante. Se transfirieron 2 mL de sangre total con anticoagulante
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ACD o EDTA a un tubo conico de 15 mL, se agregaron 2 mL de la solucién BD-1, para
lisar las células o el conjunto membrana citoplasmatica de la sangre, se mezclé por
agitacion y se centrifugé a 764 x g por 10 min, se removio el sobrenadante con la
ayuda de una pipeta de plastico. A los tubos se agregd 2 mL de la solucién BD-2 para
lavar las células rojas del boton celular, se mezcldé con una pipeta de plastico y se
centrifugdé a 764 x g por 10 min, posteriormente, se deseché el sobrenadante. Para
lisar las células nucleadas se resuspendio el boton celular con 0.6 mL de la solucién
de detergente anidnico BD-3, se mezclo varias veces y se incubd a 65 °C por 30 min.
Se paso el contenido del tubo de 1.5 mL con ayuda de una pipeta de plastico y se
agrego 0.2 mL del reactivo BD-4, utilizado para precipitar la proteina, se mezclé bien
invirtiendo el tubo y se centrifugé a 29000 x g por 10 min. El sobrenadante se transfirio
a un tubo Eppendorf de 1.5 mL con 0.6 mL de isopropanol, la muestra se mezclé por
inversidon hasta la precipitacion del DNA, a continuacion se centrifugé a 29000 x g por
10 min. El sobrenadante se desechd y la pastilla se resuspendié con 1 mL de etanol
al 70 % frio, posteriormente se centrifugd a 30 x g por 5 min. La pastilla de DNA se
secO a temperatura ambiente y el DNA se resuspendié en 0.1 mL de agua destilada
estéril. Los tubos se mantuvieron a 4 °C hasta el momento de la cuantificacion. La
cuantificacion del DNA, se determiné mediante la técnica de espectrofotometria en un
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA).

3.4.4. Andlisis de polimorfismos

Para la amplificacion de la region del SLC11A1 se utilizaron los iniciadores
SLC11A1F (5'-ACCTGGTCTGGACCTGTCTCATCA-3") e SLC11A1R (5'-CATTGCAA-
GGTAGGTGTCCCCAT-3") (Liandris et al., 2009), que amplifica un fragmento aproxi-
mado de 373 pares de bases (bp). La mezcla de reaccion para PCR se preparo en un
volumen final de 25 pL conteniendo buffer de la enzima 1 x Taqg DNA polimerasa, 0.8
mM deoxinucleosido trifosfatos (0.2 mM cada uno), 100 ng ADN, 20 pmol de cada
iniciador y 2 unidades (Una unidad se define como la cantidad de enzima requerida
para catalizar la incorporacion de 10 nmoles de dNTP en un material insoluble en acido
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por 30 minutos a 74° C.) de GoTag DNA (Promega, USA). Las amplificaciones se
realizaron con un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94 °C por 5 min; 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 45 s, alineamiento a 56 °C por 45 s, y una extension a
72 °C por 45 s; finalmente un ciclo de extension final a 72°C por 5 min. Todas las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Peltier Thermal Cycler
PTC-200 (BIORAD, México). Las amplificaciones se verificaron por electroforesis en
un gel de agarosa al 1.2% preparado con 1x TAE buffer (Tris Acetate-EDTA) y corrido
a 87 V cm? durante 1 h. El gel se tifié con Gel red (Biotium, USA) y las bandas se
visualizaron en un transiluminador (Infinity 3000 Vilber Lourmat, Germany). Para la
reaccion de secuenciacion se limpiaron los productos de PCR con el kit de purificacion
Wizard SV gel and PCR clean up system (Promega, USA), siguiendo las instrucciones
del fabricante. La reaccion de secuenciacion se realizé usando el Bigdye terminator v.
3.1 (Applied Biosystem, USA), los productos de PCR se secuenciaron en ambas di-
recciones para asegurar que no hubiera lecturas de nucleétidos incorrectas. Los frag-
mentos correspondientes al gen se resolvieron por electroforesis capilar en un Applied
Biosystems modelo 3130XL (Applied BioSystems, USA).

3.4.5. Andlisis Bioinformatico

Para obtener las secuencias consenso se ensamblaron ambas hebras mediante
la opcion CAP contig del software Bioedit version 7.2.5 (12/11/2013) (Hall, 1999). Es-
tas secuencias se compararon mediante la opcion BLSTN con las depositadas en la
base de datos de GenBank-NCBI.

Para observar los alelos polimérficos, las secuencias consenso se alinearon con la
opcién BioEdit Sequence Alignment. Se determin6 el nimero de repeticiones GT en

cada uno de las muestras secuenciadas.
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3.4.6. Andlisis Estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el programa estadistico SPSS para Win-
dows (version 15.0) Para determinar la relacion entre los polimorfismos encontrados
del gen SLC11A1 con la presencia de Map, por la prueba serolégica y fecal, se utilizé

la prueba de Chi cuadrada.

3.5. Resultados y Discusion

3.5.1. Resultados positivos y negativos a la deteccion de Map por las pruebas
IDGA y PCR

En total se obtuvieron 24 muestras positivas y 118 negativas que fueron diag-
nosticadas por ambas pruebas. El nimero casos y controles en cada grupo de ovinos
se muestra en el Cuadro 5. Los animales se agruparon por su clasificacion como sus-
ceptibles, por la presencia de anticuerpos anti Mycobacterium avium subs paratu-
berculosis que indica que son animales persistentemente infectados (positivos); o re-
sistentes, por su capacidad para controlar la replicacion bacterial intrafagosomal (ne-

gativos).

El problema mas importante de las investigaciones en resistencia o susceptibi-
lidad genética de la paratuberculosis, es la dificultad para identificar con precision los
animales fenotipicamente infectados. La clasificacion fenotipica debe poder distinguir
entre grupos genéticamente diferentes. Los métodos mas sensibles y especificos para
poder diagnosticar la paratuberculosis estan basados en el cultivo y la histopatologia
(Reddacliff et al., 2005), no pudiendo hacerse en animales vivos. La precision de un

diagnéstico eficiente debe hacerse con multiples pruebas; por lo que en este estudio,
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se utilizaron los resultados de dos pruebas de laboratorio como criterios de clasifica-

cion para evitar fallas en la clasificacion de los grupos.

3.5.2. Frecuencias de los alelos polimérficos detectados en el gen SLC11A1

El estudio de los polimorfismos de la region 3 no traducida (3’'UTR) de alelos
del gen SLC11A1 que se baso en el andlisis de secuencia de las 142 muestras de
sangre total, mencionadas anteriormente. De acuerdo a los iniciadores de Liandris et
al., (2009), quienes reportaron dos regiones polimorficas A y B; en este estudio sola-
mente se identifico la region A de acuerdo al nUmero de repeticiones GT utilizados, en
la cual se observaron siete microsatélites polimorficos por secuenciacion (Cuadro 6).
En la genotipificacion de los 142 animales de la poblacion en estudio, se determinaron
siete diferentes alelos para SLC11A1 (A19, A20, A21, A22, A23, A24y A25). Los alelos
A19 y A25 se detectaron solamente en un muy bajo nimero de animales (1y 2 res-
pectivamente). Los alelos que mas frecuentemente se encontraron en ambas pobla-
ciones fueron A22, A23 y A24 y conforman el 78.9% del total de alelos encontrados
(Cuadro 6).

La importancia funcional de estos polimorfismo no es conocido. Sin embargo,
se han reportado asociaciones de la regién 3'UTR con la susceptibilidad a la tubercu-
losis en los seres humanos (Bellamy et al., 1999) y con la susceptibilidad a la brucelo-
sis en el ganado bovino (Adams y Templeton, 1998). Estos resultados justifican la
blusqueda de asociacion de marcadores para ganado y patégenos intracelulares, como
Mycobacterium sp; encontrar tales polimorfismos podria ser Gtil tanto teGrica como

practicamente.
Los resultados de este estudio indican una posible asociacion de polimorfismos

encontrados dentro de la region 3’'UTR del gen, con la resistencia a la paratuberculosis

en ovinos. Teniendo en cuenta que esto no implica un significado funcional de las
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diferencias entre los alelos microsatélites encontrados, ya Unicamente actian como

marcadores de asociacion con la enfermedad.

3.5.3. Asociacion de resultados positivos y negativos a Map con los alelos poli-
moérficos de laregion A

Se comparo la frecuencia de las repeticiones polimorficas en los tres grupos
experimentales, dando diferencias significativas en el nUmero de repeticiones para po-
sitivos y negativos en cada uno de los alelos polimorficos (Cuadro 7). Cuando los ani-
males se agruparon por su clasificacién, se encontré en los catalogados como resis-
tentes, una alta frecuencia de los alelos A22, A23 y A24 y muy baja frecuencia de los
alelos A19, A20, A21 y A25. La prueba Chi cuadrada realizada en el programa SPSS
mostré una diferencia en como se presentaron los distintos alelos en los tres grupos
experimentales. Se encontraron diferencias significativas (p < 0.001) entre las frecuen-
cias alélicas encontradas en los animales en los tres grupos experimentales basada

en una prueba de Chi cuadrada (Cuadro 7).

En ambos grupos (positivo y negativo) hubo evidencia de la presencia de los
polimorfismos encontrados, pero los microsatélites GT con mayor nimero de repeti-
ciones se encontraron en mayor frecuencia con los animales negativos a la paratu-
berculosis ovina, sugiriendo que estas repeticiones le pueden proporcionar cierto
grado de resistencia a la enfermedad. Asi las ovejas con bajo nimero de repeticiones
del microsatélites GT pudieron haber sucumbido a una edad temprana a Ptb o0 a otras

enfermedades infecciosas intracelulares.

Dos secuencias, dentro del gen bovino NRAMP1, estan localizadas en la region
3'UTR, mostrando un patron complejo de mutacion, consistiendo en una sustitucion
de T a G en la posicion 1782 y una variacion en el nimero de dinucleotidos repetidos
(GT) en la posicion 1907 (Horin et al., 1999). La variacién del largo de los microsatéli-

tes fue de (GT)13 a (GT)16, mostrando una asociacién significativa con la resistencia
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a la brucelosis bovina. El impacto de la funcion de la secuencia (GT) en la posicion
1907 del gen fue estudiado y se reportd que el polimorfismos dentro del microsatélite
en la regiéon 3'UTR afecta la expresion del gen bovino NRAMP1, controlando la repli-
cacion in vitro de Brucella abortus, no asi, de Salmonella dublin. EIl papel del microsa-
télite en la regulacion de la expresion del gen es mediada a través de cambios en la
estructura alfa hélice, de la transcripcion de los dominios de union del ADN. Estos
dominios de unién, flanquean las secuencias repetidas y se encuentran en un lugar
especifico a lo largo de la alfa hélice, que permite su transcripcion unidos al ADN en
una forma cooperativa. Cualquier alteracion en la longitud de estas secuencias repeti-
das puede afectar la union cooperativa de los factores de transcripcion necesarios
para una optima expresion del gen. Estas observaciones sugieren que la resistencia a
la infeccion por Brucella en bovinos puede ser atribuido al proceso de regulacion de
transcripcion del gen NRAMP1, mediado a través de la longitud de los poli (GT) repe-
tidos en la 3'UTR (Caron et al., 2004).

3.5.4. Asociacion entre cada uno de los microsatélites polimorficos de laregion
A conlos resultados alainfeccion con Mycobacterium avium subs. paratubercu-

losis (Map).

Para determinar cual alelo influyé en el diagndstico de la infeccién se realizaron
pruebas de Chi cuadrada en un 2 x 2 entre pares de alelos y asi determinar en donde
existio significancia (Cuadro 8). La prueba de Chi cuadrada realizada, provee eviden-
cia de una asociacion estadistica de los microsatélites polimorficos A23 y A24 con los
resultados negativos de las muestras. No encontrando asociacién entre los resultados
con los alelos A19, A20, A21, A22 y A25.

El alelo (GT) 13 del 3'UTR del gen SLC11A1 en el ganado vacuno se ha mos-

trado conferir resistencia a la infeccion por Brucella abortus, mientras que los alelos
(GT) 14, (GT) 15y (GT) 16 fueron asociados con la susceptibilidad (Adams y Temple-
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ton, 1998; Barthel et al., 2000). Sin embargo el alelo GT13 aun en condicién homoci-
gotica se encontré que es incapaz de proteger al ganado cebu y sus cruzas con Bos
taurus contra brucelosis (Kumar et al., 2005). También al estudiar polimorfismos del
gen humano NRAMP1 en 65 pacientes con brucelosis y 89 controles sanos, no se
encontré diferencias significativas en los alelos estudiados. Por lo tanto, las variantes
de gen NRAMP1 no parecen afectar a la susceptibilidad o proteccion en humanos
(Bravo et al., 2006).

Mientras tanto, Reddacliff et al. (2005) registraron una asociacién similar en
ovejas con la correlacidon de la resistencia a paratuberculosis con alelos polimorficos
del gen SLC11ALl. Este estudio en Merino australiano rebelé la posible asociacion de
los alelos 162 y 170 bp del microsatélite OVINRAL dentro del gen, con la susceptibili-
dad resistencia respectivamente a la paratuberculosis clinica. Es cierto que no todos
los resultados estédn de acuerdo con lo anterior; ya que segun Paixao et al. (2007),
quienes investigaron una asociacion entre la infeccion por B. abortus de los bovinos y
la expresion de la gen NARMP1, no encontrando ninguna correlacion, con la suscep-

tibilidad resistencia a la paratuberculosis.

Finalmente es necesario realizar mas estudios en otras poblaciones ovinas para
buscar la misma regién polimérfica, y de esta forma confirmar los resultados encontra-

dos en este estudio.

3.6. Conclusiones

En conclusion, los alelos GT 22, 23, y 24 se encuentran con mayor frecuencia
en animales negativos en ambas pruebas de diagnéstico, utilizadas en este estudio,
lo que sugiere que podria ser un marcador para asociar la resistencia a la paratubercu-
losis ovina de una region polimorfica. En este estudio se encontré que estos alelos
pueden estar asociados con la resistencia a la enfermedad, ya que eran mas a menudo

en ovejas sanas, lo que confirma que también se encontraron en animales sanos que
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estaban en contacto con los animales positivos, siendo capaces de infectarse facil-
mente. Seran necesarios analisis adicionales en bases moleculares para corroborar

este efecto.

Sin embargo, los resultados pueden contribuir a los conocimientos actuales so-
bre la susceptibilidad / resistencia a la paratuberculosis y conducir a la investigacion

con los estudios completos, con mayores muestras de poblacion.

Por ultimo, no se espera que la cria de animales con un cierto grado de resis-
tencia natural pueda ser una manera completa para prevenir enfermedades infeccio-
sas. Sin embargo, el aumento de la resistencia natural, a través de la cria selectiva,
se espera que sea una forma de disminuir la morbilidad y las pérdidas econémicas

causadas por enfermedades infecciosas, como es el caso de la paratuberculosis.
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Cuadro 5. Distribucién de ovinos negativos y positivos por las pruebas

diagnosticas de IDAG y PCR en tres rebafios.

NEGATIVOS POSITIVOS TOTAL
Rebafio negativo 97 97
Rebafio positivo 21 21
Rebafio negativo en contacto con positivos 0 24
TOTAL 118 142
Cuadro 6. Frecuencias de alelos polimérficos detectados en la
regiéon 3'UTR de gen ovino SLC11A1.
Region A Frecuencia
A19: AAGG(GT)19 GCACGC 1(0.70%)
A20: AAGG(GT)20 GCACGC 6 (4.23%)

A21: AAGG(GT)21 GCACGC
A22: AAGG(GT)22 GCACGC
A23: AAGG(GT)23 GCACGC
A24: AAGG(GT)24 GCACGC
A25:AAGG(GT)25 GCACGC

21 (14.79%)
35 (24.65%)
55 (38.73%)
22 (15.49%)
2 (1.41%)
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Cuadro 7.

Asociacion de los resultados de las pruebas de Inmunodifu-
sion en Gel de Agar (IDGA) y de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) con lafrecuencia polimérfica identificada en
laregion A, en los grupos: negativo, negativo en contacto con
positivo y positivo.

Rebafio Rebafio ne- Rebafio TOTAL
negativo gativo en positivo
contacto

con positivo

Al19 1 0 0 1
A20 5 0 1 6
A21 10 7 4 21
A22 28 4 3 35
A23 41 8 6 55
A24 10 2 10 22
A25 2 0 0 2
TOTAL 972 21° 24° 142

Diferentes literales en la misma linea son diferentes (p < 0.001; Chi cuadrada)

Cuadro 8.

Asociacion entre cada uno de los microsatélites polimérficos de
la region A con los resultados a la infeccién con Mycobacterium

avium subs. paratuberculosis (Map).

Alelo Negativos Positivos p
Al19 1 N.O. 0.852
A20 5 1 0.793
A21 17 4 0.180
A22 32 3 0.077
A23 49 6 0.000
A24 12 10 0.000
A25 2 N.O. 0.748
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[ll. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

En el ganado ovino del Altiplano Potosino, de acuerdo a los resultados de esta
investigacion, la paratuberculosis representa un problema sanitario y econémico muy
importante. Este hecho deberia traducirse en la aplicacion real de un programa de

prevencion, control y erradicacion.

La enfermedad de Johne es una enfermedad en el ganado, es responsable de
una peérdida considerable en la leche, asi como la industria de carne, ocacionando
perdidas econdmicas importantes. Por lo tanto, es necesario un programa de control
y para esto, primero, se tiene que diagnosticar la enfermedad. Se ha encontrado que
no hay una sola prueba que tenga 100 por ciento de sensibilidad y especificidad. Por
tanto, para el diagnostico de la paratuberculosis ovina recomendamos que al menos
se hagan dos pruebas diagndéstico. En esta primera etapa del estudio para estimar la
prevalencia del Map, se utilizo la prueba molecular de PCR, detectando un 7.58 % de
ovinos infectados; y también una prueba serolégica, IDAG, la cual detectd un 9.48 %
de prevalencia; siendo esta Ultima la de menor precio comparadas con otras que in-
cluyen equipo de laboratorio mas sofisticado. Si bien los resultados encontrados en
este estudio muestran que no existe diferencia entre los métodos de diagnostico usa-
dos, se sugiere el método de inmunodifusién en agar gel (IDAG) por ser una técnica
gue no requiere equipos costosos de laboratorio para su uso.

Por lo tanto, el control de la enfermedad mediante la eliminacién de reactores
positivos depende de la realizacién de pruebas a la mitad del afio o anual. Los factores
que influyen sobre la presencia de la paratuberculosis sugieren que en cuanto mas
grande sea el total de animales en el predio, mayor serd la seroprevalencia, y también
gue en cuanto mas intensivo sea el manejo, es posible que exista mas riesgo de Ptb,
por el contagio fecal-oral propio de esta enfermedad. Las variaciones de Ptb entre
rebafos, nos llevo a especular que el manejo es un factor que influye en la expresion

de la Ptb y que las recomendaciones sobre este tema pueden mejorar en el rebafio el
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control de la enfermedad en areas con caracteristicas similares a esta investigacion.
Confirmandose la naturaleza multifactorial de la paratuberculosis ovina. Pero dentro
de un rebafio sin cambio en el manejo de la higiene del ganado, tales procedimientos
no tienen éxito en la reduccién de la transmision de la infeccion. Varios estudios han
demostrado que la vacunacion es la mejor estrategia para el control de la paratubercu-
losis. Programas de vacunas sugieren fuertemente que la vacunacion tiene mas un

efecto terapéutico que preventivo.

En el analisis de las secuencias de la region 3’'UTR del gen SLC11A1 y su re-
lacion con la susceptibilidad / resistencia a la paratuberculosis, demuestran que los
polimorfismos encontrados en el gen, presentes para cada tipo de estatus de infeccion
a Map de los ovinos, son el reflejo a pequefa escala de la existencia de diferencias
genéticas entre ellos, por la presencia 6 ausencia de los fragmentos polimérficos es-
pecificos y relacionados con el estadio de la enfermedad. Los polimorfismos en cuanto
al nimero de repeticiones en la 3'UTR, observados en los diferentes ovinos, podrian
estar involucrados en los diferentes mecanismos de patogenia y virulencia descritos
previamente en la literatura. Los alelos GT 22, 23, y 24 se encuentran con mayor fre-
cuencia en animales negativos, lo que sugiere que podria ser un marcador para aso-
ciar la resistencia a la paratuberculosis ovina. En este estudio se encontrd que estos
alelos pueden estar asociados con la resistencia a la enfermedad, ya que estuvieron
mas frecuentes en ovejas sanas, y ademas también se encontraron en animales sanos
gue estuvieron en contacto con animales positivos, que pudieron ser capaces de in-

fectarse facilmente.

En México, las autoridades sanitarias tienen otras enfermedades prioritarias
como la tuberculosis y la brucelosis. ElI conocimiento de la paratuberculosis no esta
bien establecido, debiéndose realizar mas estudios para conocer su presencia en
nuestro pais. Uno de los problemas mas graves con esta enfermedad es que la infec-
cion permanece en la explotacién durante un prolongado periodo de tiempo, antes de

gue se observen signos clinicos y estos se pueden confundir con otras enfermedades.
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Los propietarios de las explotaciones no comunican los casos de paratuberculosis, ya
gue una vez que no responden a tratamientos convencionales con desparasitantes y

vitaminas, optan por vender sus animales antes que lleguen a la muerte.

Quizés en un futuro no muy lejano, la enfermedad pueda ser erradicada de las
poblaciones domésticas mediante seleccidon, con apoyo de las herramientas molecu-
lares y génicas, de animales resistentes, tal como ya se esta realizando para el caso
de scrapie, considerando la alta dependencia de las enfermedades por micobacterias

a la condicidon genética del individuo afectado.

Debido al nimero limitado de muestras de este trabajo serd recomendable rea-
lizar otras investigaciones con un nimero mayor de individuos y de esta forma confir-
mar lo reportado aqui. Por otro lado, se deberan hacer campafas para difundir la im-
portancia de la paratuberculosis y los dafios que causa, para que asi los productores
puedan obtener las ganancias adecuadas a sus posibilidades dentro de los ambitos

inocuos de produccion de alimentos.
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