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Introduccion

1. ETIOLOGIA.

1.1. El Género Mycobacterium.

Taxonémicamente, las micobacterias estan incluidas en el phylum Actinobacteria,
clase Actinobacteria, subclase Actinobacteridae, orden Actinomycetales, suborden
Corynebacterineae, familia Mycobaceriaceae, género Mycobacterium (segunda edicion del
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology). El orden Actinomycetales incluye ademaés los
géneros Corynebacterium y Nocardia (formando el denominado grupo CMN) y
Rhodococcus, que se diferencian principalmente por el tipo de pared celular. El género
Mycobacterium comprende bacterias con forma de bacilos rectos o ligeramente
curvados, cuyo tamafio oscila entre 0,2 a 0,6 pm de ancho y 1,0 a 10 pm de largo;
algunas veces pueden aparecer con formas ramificadas, filamentosas o semejantes a
micelios, que pueden fragmentarse en elementos bacilares o cocoides. No forman hifas
aéreas visibles. Son bacterias Gram positivas, aunque no se tifien facilmente por este
método. Tintorialmente, se caracterizan por una 4cido alcohol resistencia debido a una
membrana constituida por dacidos micélicos de 60-90 carbonos que impiden la
eliminacion de los colorantes una vez absorbidos. Son aerobias, inmdviles, no forman
endosporas y su temperatura 6ptima de crecimiento esta entre 30 y 45°C. El contenido
de guanina y citosina (G+C) del ADN varia entre el 61 y 71% (Wayne y Gross, 1968;
Levy-Frebault y Portaels, 1992) aunque el contenido en Mycobacterium leprae es menor,

de 54 a 57% (Clark-Curtiss et al., 1985).

La clasificaciéon intragenérica de estas bacterias se basa no solamente en las
homologias genéticas entre los aislados como en la mayoria de las bacterias, sino

también en las caracteristicas patogénicas, clinicas y epidemiolégicas.

Existen muchas clasificaciones de las micobacterias, una de las mas aceptadas es
aquella que las divide en dos grandes grupos: el de micobacterias dificilmente
cultivables o no cultivables, productoras de lesiones dérmicas y nerviosas (M. leprae y
M. lepraemurium); y el grupo de micobacterias cultivables, que a su vez se dividen en

funcién de la velocidad de crecimiento en bacterias de:

- crecimiento lento: requieren de 2 a 6 semanas para la obtenciéon de un

aislamiento primario e incluyen especies patégenas para el hombre y los
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animales, con requerimientos nutricionales complejos (M. tuberculosis, M. bovis,

M. avium y M. avium subespecie paratuberculosis); y

- crecimiento rapido: el aislamiento primario se obtiene en menos de 7 dias y la
mayoria son especies saprofitas presentes en el suelo que no requieren factores
especiales para su crecimiento (M. smegmatis, M. phlei, M. fortuitum, etc.) aunque

algunas veces puedan ser patogenas.

En una simplificaciéon clinica, las micobacterias cultivables se dividen en
micobacterias tuberculosas, complejo M. tuberculosis, que incluye las especies
bacterianas responsables de la tuberculosis humana y animal (M. tuberculosis, M. bovis,
M. caprae, M. Africanum, M. Microti y M. pinnipedii), y micobacterias no tuberculosas
(NTM, nontuberculous mycobacteria) que también se denominan atipicas, micobacterias
distintas de tuberculosis (MOTT, mycobacteria other than tuberculosis) o micobacterias
ambientales potencialmente patégenas (PPEM, potentially pathogenic environmental

mycobacteria).

A su vez, este ultimo grupo estd formado por una amplia variedad de
microorganismos y patégenos oportunistas que se dividen a su vez en cuatro grupos
basandose en las caracteristicas de velocidad de crecimiento, pigmentaciéon y
morfologia de las colonias de acuerdo con la clasificacion de Runyon (Levy-Frebault y
Portaels, 1992; Timpe y Runyon, 1954; Wayne y Kubica, 1986). Los tres primeros
grupos requieren un minimo de 7 dias de incubacién en condiciones 6ptimas para

formar colonias visibles en un medio sélido.

- Grupo I, especies fotocromégenas: incluye microorganismos que producen
pigmento solamente si son expuestas a la luz (M. kansasii, M. marinum, M. simiae,

y M. asiaticum).

- Grupo II, especies escotocromdgenas: especies en las que la produccién de
pigmento amarillo-naranja es independiente de las condiciones luminicas

durante la incubacion (M. gordonae, M. scrofulaceum, M. szulgai y M. flavescens).

- Grupo III, especies no cromdgenas de crecimiento lento (M. intracellulare, M.

avium, M. avium subespecie paratuberculosis, M. xenopi, etc.).
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- Grupo 1V, especies de crecimiento rapido de pigmentacién variable (M.

fortuitum, M. chelonae, M. smegmatis, M. phlei, etc.).

1.2. El complejo Mycobacterium avium (MAC).

El complejo Mycobacterium avium (Mycobacterium avium complex, MAC) esta
incluido en el grupo III de Runyon y pertenece al grupo de micobacterias distintas de
tuberculosis. Estd formado por microorganismos ubicuos distribuidos de forma natural
en agua y tierra (Horsburgh, Jr., 1991; Inderlied et al., 1993; Portaels, 1995; von Reyn et
al., 1993; Falkinham, III, 1996). Estas bacterias también estdn presentes en aves,
animales y en el hombre, donde no causan enfermedad alguna a no ser que el
hospedador esté debilitado o en situaciéon de inmunodepresion. En este caso, las
bacterias incluidas dentro de este complejo tienen gran importancia tanto en Sanidad
Animal, porque originan grandes pérdidas econdémicas en explotaciones de aves,
cerdos y vacas principalmente (Dey y Parham, 1993; Grange et al., 1990; Schaefer, 1967)
como en Salud Puablica, ya que causan infecciones generalizadas en pacientes
inmunodeprimidos especialmente en enfermos con el sindrome de la
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (von Reyn et al., 2002; Young et al., 1986) siendo el
agua en este caso la principal fuente de contaminacién (Du Moulin y Stottmeier, 1986;

Goslee y Wolinsky, 1976).

1.2.1. Clasificacion del complejo MAC.

La clasificaciéon dentro del complejo M. avium ha variado a lo largo del tiempo,
considerdndose como especies bacterianas definidas dentro del complejo a M. avium y
a M. intracellulare. En algunos casos se incluia la especie M. scrofulaceum aunque
actualmente esta clasificacion no es aceptada. Se han realizado también distintas
clasificaciones segtin la virulencia en aves, serotipado, caracteristicas bioquimicas y

presencia de secuencias de insercién como describimos a continuacién brevemente.

En lo referente al serotipado, inicialmente se dividi6 el complejo en tres grupos
(Piening et al., 1972): a) grupo M. avium que incluia los serovares patégenos para las
aves (serovares 1, 2 y 3); b) grupo M. intracellulare con los serovares no patoégenos
(serovares 7 y del 12 al 20); y c) grupo intermedio que incluia los serovares que

originaban alteraciones en el punto de inoculacién (serovares del 4 al 6 y del 8 al 11).
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La posterior serotipificacion de un mayor ntimero de aislados del complejo
permiti6é la identificacién de nuevos serovares y la division del complejo en 28
serovariedades distintas. Los serovares del 1 al 6, del 8 al 11, el 21 y el 28 correspondian
a la especie M. avium, mientras que los serovares 7, del 12 al 20 y el 25 pertenecian a la
especie M. intracellulare (Saito et al., 1990; Wayne et al., 1993). Sin embargo este sistema
de clasificacion ademds de ser complicado no permite el tipado de un elevado

porcentaje de aislados del complejo (Boddinghaus et al., 1990b).

Debido a esto se ha empleado otra forma de clasificacion basado en las
caracteristicas bioquimicas de las especies bacterianas del complejo. Gracias a este
analisis Thorel et al. en 1990 subdividieron la especie M. avium en tres subespecies
dependiendo ademés de su grado de patogenicidad y su rango de hospedadores
(Thorel et al., 1990). Esta clasificacion incluia M. avium subespecie avium, M. avium
subespecie silvaticum (M.a.silvaticum, denominadas previamente como aislados de
paloma torcaz) y M. avium subespecie paratuberculosis (M.a.paratuberculosis). A
continuacién, en la tabla 1 resumimos las pruebas que permitieron la subdivisiéon de la

especie M. avium (Thorel et al., 1990).

Mijs et al. propusieron la reclasificacion de la subespecie M. avium subespecie
avium en dos subespecies distintas, M. avium subespecie avium para los aislados de tipo
aviar y M. avium subespecie hominissuis para los aislados de ganado porcino y del
hombre (Mijs et al., 2002). Esta clasificacién se basé en las diferencias obtenidas
mediante: 1) andlisis de polimorfismos genéticos (restriction fragment lenght
polymorphism, RFLP) dirigidos a la secuencia de insercion 1S1245 (IS1245-RFLP); 2)
secuenciacion de la regién espaciadora interna entre el 16S y 23S ADNr (165-23S rDNA
internally transcribed spacer (ITS), 165-23S rDNA ITS); 3) capacidad de crecimiento a

24°C y 45°C; y 4) ausencia de la secuencia de insercion IS901.
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Tabla 1. Caracteristicas diferenciales de M.a.paratuberculosis y
micobacterias relacionadas. Adaptado de Thorel et al. 1990.
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= = ©
Bacilos - - + -
Cocos + + - +
Colonias lisas - + - -
Colonias rugosas + - + +
Crecimiento a 42°C + + +
Estimulacién del cultivo con piruvato + + - -
Estimulacién del cultivo a pH 5,5 - - + -
Necesidad de micobactina (2 mg/1) + - -
Crecimiento en medio con huevo + + - -
Tolerancia a NaCl (5%) en el medio +
Middlebrook 7H10
Actividades enzimaticas:
- Catalasa después de calentar a 68°C + + + -
- Fosfatasa 4cida (2h) - - - -
- Fosfatasa alcalina (2h) - + + -

- Trehalosa (5h) - - - +
Crecimiento en presencia de:

- para-nitrobenzoato (500 pg/ml) + + - -
- Cicloserina-D (30 pg/ml) + + + +
- Cicloserina-D (50 pg/ml) + - - -
- Etambutol (7,5 pg/ml) + + + -
- Pirazinamida (50 pg/ml) + + + +
- Rifampicina (1 pg/ml) + + - -
- Ansamicina (1 pg/ml) + - - -

+ + + -

- Estreptomicina (2 pg/ml)

Por lo tanto, con la nueva descripcién de esta subespecie la clasificacion de los

serovares del complejo MAC es la que describimos a continuacién en la tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de los serovares del complejo MAC.
Especie bacteriana Serovares Patégeno en aves
M.a.avium 1,2y3 Patégeno (tuberculosis aviar)
Pat6égeno intermedio
(alteraciones en el punto de inoculacién)
M. intracellulare 7,12-20 y 22-28 No patégeno

M.a.hominissuis 4-6,8-11y 21
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1.2.2. Caracteristicas bioldgicas y patogénicas de las especies bacterianas incluidas

dentro del complejo MAC.

A continuacién resumimos las caracteristicas bioldgicas de las bacterias

incluidas en el complejo MAC, asi como las patologias tipicas asociadas a cada una.

M. avium subespecie avium es un microorganismo ubicuo en el medio ambiente
y es el agente etiologico de la tuberculosis aviar y todos los aislados de esta subespecie
pertenecen a los serovares 1, 2 y 3 (Ritacco et al., 1998). Crece en medios con huevo, no
necesita micobactina y el pH 4cido no estimula su crecimiento. No crece a 24°C ni 45°C.
El ADN digerido con Pvull presenta un perfil caracteristico de 151245-RFLP formado
por tres bandas de 8,7, 3,2 y 2,9 kilobases (kb), y en la posicion 228 del espaciador entre
los genes del 16S y 23S del ARNr hay una citosina (Mijs et al., 2002). Se incluye dentro
del grupo de micobacterias de crecimiento lento y el aislamiento primario se puede

obtener a las tres o cuatro semanas. La cepa tipo es la ATCC25291.

M. avium subespecie hominissuis se aisla a partir de cerdos (Komijn et al., 1999) y
hombres causando en estos ultimos infecciones diseminadas especialmente en
pacientes inmunodeprimidos (Bono et al., 1995). Esta subespecie se ha descrito también
en vacas (Dvorska et al., 2004). A diferencia de M. avium subespecie avium crece a
temperaturas de 24°C y 45°C, solo se ha descrito de forma esporddica la secuencia de
insercion 1S901 y ademas el perfil obtenido mediante RFLP no tiene el patrén descrito
para aislados de M. avium subespecie avium. La mayoria de los aislados presentan
multiples copias de la secuencia de insercion 151245 (Ritacco et al., 1998) y la base

presente en la posicion 228 del espaciador del 16S y 23S del ARNr es una guanina.

M. avium subespecie silvaticum es patégeno obligado y causa enteritis crénica en
terneros (Matthews y McDiarmid, 1979), aunque se ha aislado principalmente en casos
de tuberculosis aviar principalmente en paloma torcaz (Collins et al., 1985). No se ha
aislado en el medio ambiente y es incapaz de crecer en medio con huevo. Para su
aislamiento primario requiere el aporte externo de micobactina en el medio de cultivo
(Bono et al., 1995). Al igual que M. avium subsp. avium presenta un perfil de tres bandas
con la técnica de tipificacion 1S1245-RFLP con la enzima Pvull, aunque la banda de 8,7
kb se sustituye por una de menor peso molecular (2,2 kb). La cepa tipo es la 6409

(Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, Paris, Francia. N° 103317).
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M. avium subsp. paratuberculosis es patégeno obligado de los rumiantes
domeésticos ocasionando la paratuberculosis o enfermedad de Johne (Chiodini et al.,
1984a; Hines II et al., 1995), también esta en estudio como posible agente etiolégico de
la enfermedad de Crohn que afecta al hombre. Requiere micobactina para su cultivo,
crece en medio con huevo, estimulado por el piruvato, tolera la D-cicloserina (50
pg/ml) y no produce fosfatasa alcalina. La principal caracteristica de esta bacteria es la
baja velocidad de crecimiento debido a que requiere aproximadamente 16 semanas en

cultivo primario. La cepa tipo es la ATCC19698.

M. intracellulare presenta las mismas caracteristicas bioquimicas que M.a.avium
y se necesitan pruebas de hibridacion de ADN para poder diferenciar ambas especies.
Es ubicua en el ambiente y en los casos en que se relaciona con procesos clinicos
humanos se aisla principalmente en pacientes con SIDA, en nifios con linfoadenopatia
cervical o en pacientes con enfermedades respiratorias (Kyriakopoulos et al., 1997). La

cepa tipo es la ATCC13950.

El grado de homologia genética entre las especies bacterianas que forman el
complejo MAC mediante técnicas de hibridacion ADN-ADN es muy elevado, lo que no
permite la diferenciacion entre las especies del complejo. Existe un grado de homologia
entre un 95-100% entre las distintas subespecies de M. avium (Hurley et al.,, 1989;
McFadden et al., 1987), y de un 72% entre éstas y M. intracellulare (Hurley et al., 1989).
El grado de homologia entre aislados de M.a.paratuberculosis y M.a.avium es de un 97%
siendo (Bannantine et al., 2002), siendo este porcentaje menor cuando se compara con
aislados de M.a.silvaticum aislados de parloma torcaz (Hurley et al., 1988; Imaeda et al.,
1988). En los miembros del complejo MAC los genes del ARNTr (16S, 23S y 5S) estan muy
conservados (Rogall et al., 1990; van der Giessen et al., 1994) lo que también dificulta la
diferenciacion a nivel de especie. Existe una prueba comercial basada en una
hibridacién ADN-ARNr para la identificaciéon del complejo M. avium a partir de cultivo
s6lido o liquido (GenProbe® Accu Probe M. avium Complex Culture Identificaction Test,
Gen-Probe Inc., San Diego, California, EEUU) que es capaz de diferenciar entre M. avium
y M. intracellulare pero sin embargo es incapaz de diferenciar M. avium de

M.a.paratuberculosis (Thoresen y Saxegaard, 1991).
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En la tabla 3 detallamos las secuencias de insercién descritas hasta el momento
en el complejo MAC. Se han descrito secuencias especificas de una especie bacteriana
como por ejemplo IS900 e ISMav2 en M.a.paratuberculosis, IS1141 en M. intracellulare o
IS901 en M.a.avium. También existen secuencias de insercion presentes en dos especies
bacterianas dentro del complejo como es el caso de IS1311 en M. avium y
M.a.paratuberculosis e 151613 en M. avium y M. intracellulare. La secuencia de insercion
[S1245 estaba descrita como especifica de M. avium pero se ha identificado en M.
intracellulare (Mijs et al., 2002), al igual que la secuencia IS1311 que se ha descrito en
aislados de M. malmoense, M. nonchromogenicum 'y M. scrofulaceum indicando que ambas

secuencias de inserciéon no son especificas del complejo MAC (Keller et al., 2002).

Tabla 3. Secuencias de inserciéon descritas en el complejo MAC.

Secuencia . gel1s g Secuencia
. . Referencia bibliografica . .
de insercion de insercién

Referencia bibliografica

1S900 (Green et al., 1989) IS1613 Ntmero de acceso AJ011837
15901 (Kunze et al., 1991) IS1626 (Puyang et al., 1999)
15902 (Moss et al., 1992) IS1601 (Eckstein et al., 2000)
IS1110 (Hernéndez et al., 1994) IS1612 (Bull et al., 2000Db)
IS1141 Ntumero de acceso L10239 ISMav2 (Strommenger et al., 2001)
1S1245 (Guerrero et al., 1995) ISMap1 (Olsen et al., 2004)
1S1311 (Roiz et al., 1995)

La descripcion de estas secuencias de inserciéon ha permitido la identificacién de
M.a.paratuberculosis mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
dirigida a secuencias de insercién especificas de M.a.paratuberculosis, asi como la puesta
a punto de nuevas técnicas moleculares para la caracterizacion molecular de los
miembros del complejo MAC. Por ejemplo, electroforesis en campo pulsado (PFGE)
(Feizabadi et al., 1996a; Slutsky et al., 1994) o andlisis de polimorfismos genéticos
(RFLP) dirigida generalmente a la secuencia de insercion 1S900 para
M.a.paratuberculosis (Pavlik et al., 1999a) e 1S1245 (Oliveira et al., 2003) o 15901 (Dvorska
et al., 2003) para M.a.avium.
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1.2.3. Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis.

1.2.3.1. Antecedentes historicos.

En 1826, d’Aroval describié una forma especial de enteritis en ganado vacuno
que cursaba con diarrea. Posteriormente en 1881 Hansen y Nielsen observaron esta
forma caracteristica de enteritis en la mucosa intestinal de ganado vacuno (Chiodini et
al., 1984a). No fue hasta 1895 cuando Johne y Frothingham (Johne y Frothingham, 1895)
describieron la enfermedad como una enteritis crénica que afectaba al ganado vacuno
y demostraron la presencia de bacilos en los tejidos afectados. En ese momento se
pensaba que las formas bacilares observadas en los tejidos de los animales infectados
eran formas modificadas de Mycobacterium tuberculosis o Mycobacterium avium y por lo

tanto se trataba de una forma intestinal de tuberculosis.

En 1906, se consideré como una enfermedad distinta de la tuberculosis y se la
denominé enteritis pseudotuberculosa o enfermedad de Johne (Bang, 1906). Twort e
Ingram en 1910 aislaron el agente etiol6gico responsable y lo denominaron como una
nueva especie, Mycobacterium enteritidis chronicae pseudotuberculosis bovis johnei,
traducido literalmente como “bastoncillo fungoide de la enteritis crénica
pseudotuberculosa de los bovinos” (Twort y Ingram, 1912; Twort y Ingram, 1913). En
1923 la enfermedad se denomina paratuberculosis o enfermedad de Johne y se
reconoce que el agente etiologico es Mycobacterium paratuberculosis (Bergey et al., 1923),
aunque posteriormente se le asocia también con el nombre de M. johnei (Taylor, 1949).
Finalmente, debido a la gran relacién genética y antigénica que comparte con M. avium
en 1990 se la reclasific6 como una subespecie de M. avium, M. avium subespecie

paratuberculosis (Thorel et al., 1990), de forma abreviada M.a.paratuberculosis.

1.2.3.2. Caracteristicas generales de M.a.paratuberculosis.

El agente etiolégico de la paratuberculosis, M.a.paratuberculosis, es un bacilo
gram positivo, aerobio, de un tamafno entre 1,0-2,0 pm de longitud por 0,5 um de
ancho. Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C (Chiodini, 1986), es una
bacteria de crecimiento lento, dificil de cultivar y que requiere un aporte externo de

micobactina (Cocito et al., 1994; Taylor, 1949). En medio de cultivo sélido forma
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colonias pequenas (1-5 mm), rugosas y generalmente no pigmentadas visibles a las 4-8

semanas (Chiodini et al., 1984a) aunque puede alargarse incluso hasta los 6 meses.

Hay aislados de M.a.paratuberculosis que producen un pigmento amarillo-
anaranjado que se observa tanto en las colonias en medio de cultivo sélido como en la
mucosa intestinal. Estos aislados pigmentados de M.a.paratuberculosis son
caracteristicos de ovejas (Stamp y Watt, 1954; Taylor, 1951; Taylor, 1945) aunque
también se han descrito en ganado vacuno (Watt, 1954; Stuart, 1965a). Mahmoud et al.
describieron el primer caso de una lesion pigmentada granulomatosa en el higado de

una oveja (Mahmoud et al., 2002).

La coleccion americana de cultivos tipo (American Type Culture Collection,
ATCC) tiene una selecciéon de aislados de M.a.paratuberculosis de origen animal
(ATCC19698 y ATCC700535) y humano (ATCC43015 o Linda, ATCC4355 o Ben,
ATCC43545 o Dominic y ATCC491644). La cepa tipo que se utiliza como rutina en
todos los estudios de paratuberculosis es la ATCC19698 aislada de heces de una vaca

infectada de forma natural con M.a.paratuberculosis.

La estructura de la pared celular es comtn en todas las micobacterias y esta
formada por cuatro capas. La més interna es el glicopéptido o peptidoglicano con
moléculas de N-acetilglucosamina y acido-N-glucolilmurdmico (en lugar del habitual
N-acetilmuramico) con cortas cadenas de alanina. Esta capa es el esqueleto de la
bacteria que le da forma y rigidez. A continuacién hay una capa compuesta por
polimeros de arabinosa y galactosa que es la responsable de mantener en contacto los
peptidoglicanos con la siguiente capa formada por 4cidos micélicos. Estos son acidos
grasos derivados de 60 a 90 4tomos de carbono en cadenas ramificadas y con un punto
de fusion muy alto (Goodfellow et al., 1982), son de gran importancia taxonémica en
micobacterias y otros géneros relacionados como Nocardia, siendo ademas los
principales responsables de la dcido-alcohol resistencia de este grupo bacteriano. La
capa mas superficial estd formada por glicolipidos y lipopolisacaridos
(lipoarabinomanano, LAM). El LAM juega un papel importante en la patogénesis de la
tuberculosis (Barnes et al,, 1992a), lepra (Barnes et al., 1992b) y paratuberculosis
(Sugden et al., 1989; McNab et al., 1991b). Se han descrito microorganismos con una
pared celular deficiente (Cell Wall Deficient, CWD), denominado esferoplastos, aislados

10
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a partir de tejidos de pacientes con la enfermedad de Crohn (Chiodini, 1989) y en

animales con la enfermedad de Johne (El Zaatari et al., 2003).

Esta composicién tan especial de la pared confiere a M.a.paratuberculosis dos

caracteristicas muy importantes:

1) acido-alcohol resistencia gracias a la elevada composicién lipidica de su
pared que varia entre el 20-40% del peso celular seco (Smith, 1969). En las
tinciones especificas (por ejemplo, la tincion de Ziehl-Neelsen) se observa la
disposicién especifica de estos bacilos en agrupaciones formando grumos o

clumps.

2) elevada capacidad de supervivencia en ambientes desfavorables durante
periodos de tiempo elevados, lo que tiene una repercusion muy importante en
la epidemiologia de la enfermedad. Debido a la importancia que tiene la
resistencia de M.a.paratuberculosis fuera del hospedador en el control de la
enfermedad esta caracteristica se detalla en el capitulo correspondiente (pagina

75).

1.2.3.3. Aporte externo de micobactina.

La necesidad de metales para el crecimiento microbiano es un factor comtn en
todas las bacterias, concretamente el hierro se quela gracias a los sideréfagos presentes
en el liquido extracelular (exoquelinas) o en la membrana celular (micobactinas). El
primer sideréfago aislado en una micobacteria fue la micobactina, que se caracteriza
por ser una estructura hidrofébica que facilita el transporte del hierro a través de su
compleja pared celular (Schwartz y De Voss, 2001). M.a.paratuberculosis se caracteriza
porque no presenta este compuesto y por lo tanto requiere un aporte externo de
micobactina para su aislamiento in vitro (Merkal y Curran, 1974; Thorel et al., 1990;

Barclay et al., 1985).

Inicialmente, en los medios de cultivo se usaba la micobactina P obtenida a
partir de M. phlei, pero actualmente la mayoria de los laboratorios emplean la
micobactina ] obtenida a partir de aislados de M.a.paratuberculosis adaptados al

crecimiento en medio sintético en el laboratorio (Merkal y McCullough, 1982). La

11
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concentracion empleada generalmente es de 2 mg por litro de medio de cultivo y se

distribuye comercialmente (Allied Monitor, Missouri, EEUU).

Antiguamente esta dependencia de micobactina para la identificacion de
M.a.paratuberculosis se consideraba especifica de esta especie cosa que ya no ocurre

actualmente porque:

1) se han descrito aislados de M. avium y de M. avium subespecie silvaticum que
también requieren este aporte externo de micobactina (Thorel et al., 1990; Bono

et al., 1995);

2) se han identificado aislados ovinos de M.a.paratuberculosis que no requieren
un aporte externo de micobactina cuando se siembran en el medio de cultivo

solido Middlebrook 7H11/OADC (Aduriz et al., 1995);

3) hay aislados de M.a.paratuberculosis capaces de crecer en medios sélidos sin
micobatina pero a los que se les incorpora citrato férrico amoénico al 1% que
aporta la cantidad de hierro necesaria para el metabolismo de

M.a.paratuberculosis (Merkal y Curran, 1974); y

4) algunos aislados de M.a.paratuberculosis mantenidos en el laboratorio y
sometidos a frecuentes resiembras pueden perder su dependencia a la
micobactina y ademas crecen més rapido que en el aislamiento primario

(Gunnarsson y Fodstad, 1979; Merkal y Curran, 1974).

1.2.3.4. Caracteristicas bioquimicas.

Las pruebas bioquimicas se han utilizado como método de identificaciéon de
M.a.paratuberculosis pero debido a la lentitud de crecimiento y a la variabilidad
obtenida dependiendo de los aislados (Chiodini et al., 1984a), actualmente son técnicas
de limitado valor y no se usan ni para la identificacién ni la caracterizacion de

M.a.paratuberculosis.

M.a.paratuberculosis se caracteriza por ser bioquimicamente inactivo ya que la
mayoria de las pruebas (produccién de niacina y fosfatasa alcalina, actividad ureasa,
pirazinamidasa [3 dias] y arilsulfatasa [3 dias], reduccion de nitrato y de telurito y

tolerancia al cloruro sédico) dan un resultado negativo (Chiodini, 1986; Cocito et al.,

12
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1994). Esta falta de reactividad puede deberse a la lenta tasa de crecimiento de
M.a.paratuberculosis o a la falta de permeabilidad de la pared celular (Chiodini, 1986).
Existen pruebas que dan resultados positivos como la catalasa, la hidroélisis del Tween
(10 dias) y el test de la trehalosa (Hurley et al., 1988; Thorel y Desmettre, 1982;
Chiodini, 1986; Cocito et al., 1994).

Las pruebas bioquimicas se han usado principalmente para diferenciar entre
especies genéticamente relacionadas. Este hecho, permitié a Thorel et al. en 1990 la
identificacion de tres subespecies nuevas dentro del complejo MAC: Mycobacterium
avium subsp. avium, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis y Mycobacterium avium
subsp. silvaticum (Thorel et al., 1990) como hemos detallado en la pagina 5 donde
describimos los resultados obtenidos bioquimicamente y las caracteristicas de

crecimiento de cada una de estas subespecies.

13
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2. INFECCION Y PATOGENIA.

2.1. Entrada de M.a.paratuberculosis en el hospedador.

Inicialmente se consideraba que la localizaciéon primaria de M.a.paratuberculosis
después de su ingestion oral eran las tonsilas y linfonodos retrofaringeos desde donde
posteriormente se diseminaria al intestino y linfonodos mesentéricos (Payne y Rankin,
1961b). Sin embargo, estudios experimentales posteriores demostraron que la mayoria
de las lesiones en los estadios iniciales de la infeccién se localizaban en el tejido linfoide
organizado o placas de Peyer intestinales y en los linfonodos mesentéricos asociados
(Brotherston et al., 1961; Nisbet et al., 1962; Sigurdardottir et al., 1999). Por eso
actualmente se considera que la infeccién paratuberculosa comienza con la invasion

del tejido linfoide intestinal.

La puerta de entrada de M.a.paratuberculosis en el tejido linfoide intestinal son
las células epiteliales M que recubren la capula de los foliculos linfoides de las placas
de Peyer (Momotani ef al., 1988). Una vez que la micobacterias penetran en las células
M, son transportadas en vacuolas a los macréfagos (célula diana) subepiteliales e
intraepiteliales de la lJdmina propia adyacente a la placa de Peyer, donde se localizan en
el interior de fagosomas (Clarke, 1997; Momotani et al., 1988; Bendixen et al., 1981). Uno
de los puntos cruciales para el establecimiento definitivo y progresion de la
enfermedad es la persistencia de M.a.paratuberculosis en este tipo celular (Valentin-

Weigand y Goethe, 1999).

Las micobacterias intracelulares distintas de M.a.paratuberculosis han
desarrollado distintos mecanismos para adaptarse a las condiciones adversas que
existen en el interior del fagosoma (fusién fagosoma-lisosoma, pH acido, proteasas,
defensinas, intermediarios téxicos del oxigeno y del nitrégeno) basados en: 1)
modificaciéon del fagosoma mediante inhibicién de la acidificacién y produccion de
sulfatidas que previenen la fusiéon fagosoma-lisosoma y actividad enzimatica
lisosomal; 2) resistencia o neutralizaciéon de las sustancias intermediarias del
metabolismo; y 3) producciéon de superéxido dismutasa y glicolipidos para evitar los
mecanismos derivados de la cadena respiratoria y oxidativa (Clemens y Horwitz,

1995).
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En el caso de M.a.paratuberculosis, a pesar de estos mecanismos antimicrobianos
en el interior del fagosoma se ha demostrado que puede persistir en macrofagos in vitro
durante varias semanas sin pérdida significante de su viabilidad (Zurbrick y
Czuprynski, 1987, Bendixen et al, 1981). Los mecanismos por los cuales
M.a.paratuberculosis resiste la degradacion intracelular y se multiplica en los
macréfagos no se han investigado en detalle (Bendixen et al., 1981), pero se cree que la
capa lipidica (lipoarabinomanano) juega un papel importante en la resistencia de las
micobacterias frente a los mecanismos intracelulares de defensa (Sibley et al., 1990;
Tanaka et al., 1996; Gilmour et al., 1978). Tooker et al. han publicado un estudio que
sugiere tres posibles tacticas mediante las cuales M.a.paratuberculosis sobrevive en los
macréfagos bovinos (Tooker et al.,, 2002): 1) interferencia de la expresién proteica e
inhibicién de la maduracion del macréfago; 2) expresion de proteinas que interfieren
directamente con la activaciéon del macréfago; y 3) penetracion en la célula de una
manera especial que inhibe los mecanismos de activacion. En este trabajo estudiaron la
expresion de los genes observandose que los cambios producidos después de la
fagocitosis con M.a.paratuberculosis eran muy distintos de los observados cuando se

realizaba el mismo experimento con Escherichia coli.

Si el sistema antimicrobiano de los macréfagos mediante una estimulacion
inmunoldgica es capaz de destruir la micobacteria el animal supera la infeccién, sin
embargo si la micobacteria sobrevive en el interior del macréfago, el animal desarrolla
la enfermedad clinica o permanece durante largos periodos de tiempo como portador

asintomético de la enfermedad excretando M.a.paratuberculosis en sus heces.

2.2, Factores que influyen en la adquisicién de la enfermedad.

Existen distintos factores que favorecen la infeccién o determinan la evoluciéon
de un estado de latencia a enfermedad. A continuacién detallamos las distintas
variables que pueden influir en la adquisicion de la infeccién por parte de los animales

asi como factores que influyen en la forma de manifestaciéon de la enfermedad.
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2.2.1. Edad del animal.

La edad de los animales cuando entran en contacto con el agente etioldgico es
un factor decisivo en la enfermedad de Johne o paratuberculosis. Los animales jévenes
(aproximadamente menores de seis meses de edad) son los mds susceptibles a la
infeccion (Hagan, 1938; Larsen et al., 1975, Manning y Collins, 2001) debido

principalmente a los siguientes hechos:

a) El desarrollo incompleto de su sistema inmune hace a este grupo de edad mas

vulnerable a la infeccion por M.a.paratuberculosis (Cocito et al., 1994).

b) El maximo desarrollo en animales jévenes de las placas de Peyer ileales que son

la puerta de entrada de M.a.paratuberculosis al intestino.

¢) Gracias a la presencia de la gotera esofdgica en animales jovenes, la leche
infectada con M.a.paratuberculosis pasa directamente del es6fago al abomaso
evadiendo los mecanismos defensivos del tracto alimentario del hospedador
(Clarke, 1997) como son compuestos biliares, pH acido, enzimas digestivas,

mucus, peristaltismo y competicion con la flora comensal.

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 separaciéon celular hace mas facil la invasiéon tisular de

M.a.paratuberculosis (Sweeney, 1996).

2.2.2. Dosis ingerida.

Otro parametro importante para el establecimiento de la enfermedad es la dosis
ingerida. Se ha establecido que la dosis infectiva es aproximadamente de 103 bacilos
(Brotherston et al., 1961). Teniendo en cuenta que el nuimero de bacilos viables
eliminados en heces de animales infectados es de 106-108 UFC/g (Whittington et al.,
2000c; Jorgensen, 1982) una minima contaminacién fecal del ambiente es suficiente

para producir la infeccién de los animales susceptibles.
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A pesar de que se ha demostrado que los animales adultos (mayores de dos
afos de edad) son maés resistentes a la infeccion con M.a.paratuberculosis que los
animales jovenes (Larsen ef al., 1975; Rankin, 1958; Payne y Rankin, 1961a; Hagan,
1938), se ha descrito la infeccion por M.a.paratuberculosis en animales adultos sometidos

a una dosis elevada de micobacterias (Larsen et al., 1975).

2.2.3. Otros factores.

Existen otros factores que influyen en la adquisicién y desarrollo de la infeccién
como son la distinta patogenicidad de los aislados de M.a.paratuberculosis (Saxegaard,
1990; Stamp y Watt, 1954), el tiempo de exposicion a la bacteria (Whitlock y Buergelt,
1996) y la respuesta del hospedador (Clarke, 1997). Esta respuesta se ve afectada de
una forma directa con el sistema de producciéon (sistema intensivo), raciones
alimenticias, estrés por transporte, parto y lactacion, inmunosupresion causada por
otros agentes como el virus de la diarrea virica bovina (BVD) (Lepper et al., 1989;
Chiodini et al., 1984a) 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; Daniels et al., 2002) se discutirdn en el apartado correspondiente al

control de la enfermedad (pagina 75).

2.3. Tipos de infeccion.

Debido a que la entrada de M.a.paratuberculosis en el organismo se produce en
el tejido linfoide intestinal la via de transmisién mds importante es la fecal-oral. Sin
embargo, se han demostrado otras vias de contagio que aunque de escasa importancia
comparado con la digestiva hay que tener en cuenta para la aplicacién de programas

de control y erradicacion de la paratuberculosis.

2.3.1. Infeccién prenatal.

M.a.paratuberculosis se ha aislado a partir de la mucosa uterina (Collins, 1997;
Merkal y McCullough, 1982; Merkal, 1984b) y de fetos de madres diagnosticadas con la
enfermedad de Johne (Merkal, 1984b; Doyle, 1958; Seitz et al., 1989; Sweeney et al.,
1992b; Pearson y McClleland, 1955), por lo que los terneros pueden adquirir la

infeccién en el Gtero (Sweeney, 1996).
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En un estudio realizado en 34 vacas con un resultado positivo de cultivo a
partir de los linfonodos mesentéricos, aislaron M.a.paratuberculosis de los fetos en 9
animales (Seitz et al., 1989). Estos resultados indican que el riesgo de una infeccién fetal
con M.a.paratuberculosis es del 26,4%. En otro estudio, solamente detectaron
M.a.paratuberculosis en fetos de aquellos animales que eliminaban grandes cantidades
de M.a.paratuberculosis en heces, poniendo de manifiesto que el aislamiento en fetos
estd directamente relacionado con la carga bacteriana eliminada por los animales

infectados (Sweeney et al., 1992b).

2.3.2. Infeccion postnatal.

La ruta de transmisién mas comun es la fecal-oral y las heces de los animales
infectados son la via de excreciéon mas importante ya que contaminan las ubres, pastos,
agua y alimentos (Rosenberger ef al., 1992; Collins, 1994; Chiodini et al., 1984a; Merkal,
1984b). Existen dos factores que favorecen la infeccién, por un lado el volumen de
bacterias eliminadas en las heces (108 bacilos por gramo de heces) (Chiodini et al.,
1984a) y por otro lado, la capacidad de superviviencia de M.a.paratuberculosis en el

medio ambiente durante prolongados periodos de tiempo (pagina 75).

Los animales infectados también excretan M.a.paratuberculosis directamente en
la leche tanto en las fases clinicas (Sweeney ef al., 1992a) como subclinicas (Taylor et al.,
1981). Dado el volumen de leche que ingieren los animales en edades tempranas y la
posible contaminacién fecal de la misma también se considera la leche como una de las
vias mas frecuentes de infeccion postnatal (Sweeney, 1996, Julian, 1975).
M.a.paratuberculosis se ha aislado del calostro y al igual que en la infeccién prenatal, los
animales que eliminan gran cantidad de M.a.paratuberculosis en heces tiene mayores

concentraciones de M.a.paratuberculosis en el calostro (Streeter et al., 1995).

Independientemente de la ruta de inoculacion o de infeccion,
M.a.paratuberculosis se localiza y multiplica en el tracto gastrointestinal y linfonodos
asociados (Kluge et al., 1968; Merkal et al., 1968c; Merkal et al., 1968a). A medida que la
enfermedad progresa, la infecciéon se disemina via sanguinea o linfatica a otras

localizaciones distintas del tracto gastrointestinal (higado, bazo, pulmén, aparato
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reproductivo, etc.). En la tabla 4 describimos los érganos de los cuales se ha aislado

M.a.paratuberculosis.

Tabla 4. Distribuciéon de M.a.paratuberculosis en 6rganos, tejidos y secreciones de
ganado vacuno infectado.

Localizaciéon

Referencia bibliografica

Higado y In.2 hepaticos

Ln. retrofaringeos
Ln. mandibulares

Bazo

(Collins, 1997; Whitlock et al., 1997; Pavlik et al., 2000b; Hines et al.,
1987; Mahmoud et al., 2002)
(Whitlock et al., 1997; Pavlik et al., 2000b)
(Whitlock et al., 1997; Pavlik et al., 2000b)
(Larsen et al., 1981; Collins, 1997; Whitlock et al., 1997; Pavlik et al.,

2000b

Pulmén y In. (Larsen et al., 1981; Collins, 1997; Wiﬁtlock et al., 1997; Pavlik et al.,
2000b)

Sangre (Collins, 1997)

Rifiones (Collins, 1997; Hines et al., 1987)

Ubre (Merkal, 1984b; Taylor et al., 1981; Collins, 1997; Doyle, 1954)

Ln. supramamarios
Leche

(Pavlik et al., 2000b; Whitlock et al., 1997)
(Smith, 1960; Doyle, 1954; Taylor et al., 1981)
(Kopecky et al., 1967; Lawrence, 1956; Pearson y McClleland, 1955;

Utero Collins, 1997; Merkal y McCullough, 1982; Merkal, 1984b)
Feto (Merkal, 1984b; Seitz et al., 1989; Sweeney et al., 1992b; Pearson y
McClleland, 1955)

Membranas fetales (Doyle, 1958)

Cotiledones (Lawrence, 1956; Pearson y McClleland, 1955; Doyle, 1958)

Lavado uterino (Rohde y Shulaw, 1990)

Testiculos y In. bulbouretral (Ayele et al., 2004; Glawischnig et al., 2004; Tunkl y Aleraj, 1965)

Proéstata (Larsen et al., 1981; Larsen y Kopecky, 1970)

Epididimo (Collins, 1997)

Semen (Ayele et al., 2004; Eppleston y Whittington, 2001; .Larsen y Kopecky,
1970; Larsen et al., 1981; Tunkl y Aleraj, 1965)

aLn. linfonodos

Pavlik et al. realizaron un estudio microbiolégico en muestras de heces, ileon y
linfonodos adyacentes de 611 animales, y ademads en 132 de estos animales realizaron
un estudio exhaustivo en muestras bioldgicas del tracto gastrointestinal (grupo GIT),
linfonodos submandibular, retrofaringeo, traqueobronquial y supramamarios (grupo
OLN) e higado, rifién y bazo (grupo POR) (Pavlik et al., 2000b). En un 67% de los casos
aislaron M.a.paratuberculosis tanto de heces como de muestras biolégicas del tracto
gastrointestinal. =~ Ademds, de 360 muestras fecales negativas aislaron
M.a.paratuberculosis a partir de muestras tisulares en un 25,5%. De las muestras de
tejido positivas al cultivo en un 73,6% aislaron M.a.paratuberculosis del tracto
gastrointestinal, 16,7% a partir del aparato digestivo y 6rganos parenquimatosos, y

linfonodos traqueobronquial y mandibular, y por tltimo el 9,7% de la infeccion la
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detectaron en los linfonodos submandibular, retrofaringeo y traqueobronquial. Como
era de esperar, la deteccion de M.a.paratuberculosis mediante este método intensivo fue

mayor (83%) que mediante una metodologia de recogida de muestras rutinaria (60,4%).

2.4. Respuesta inmune del hospedador.

Una vez que M.a.paratuberculosis estd en el interior de los macréfagos se
desencadenan una serie de procesos inmunolégicos regulados por las células del
sistema inmune mediante la producciéon de distintas citoquinas. Las respuestas del
hospedador estan estrechamente relacionadas con el estadio de la enfermedad y la

lesion histolégica (Burrells et al., 1998).

La infeccion por M.a.paratuberculosis parece seguir patrones observados en las
infecciones por M. leprae (Bendixen, 1978), la cual se caracteriza por la existencia de una
forma hiperreactiva (tuberculoide), anérgica (lepromatosa) e intermedia. A
continuacioén se detallan las dos fases principales de la enfermedad dependiendo del

tipo de respuesta inmune.

2.4.1. Respuesta celular de tipo Th1: fase tuberculoide.

Inicialmente, los macréfagos presentan los antigenos a los linfocitos T helper,
los cuales liberan interleuquina 2 (IL-2). Esta linfoquina provoca una expansion
principalmente de los linfocitos CD4+ Thl los cuales producen entre otros IL-2,
gamma-interferon (y-IFN), factor de necrosis tumoral (TNF-a) y los factores
estimuladores de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) (Begara-McGorum
et al., 1998; Clarke, 1997; Valentin-Weigand y Goethe, 1999). Por una parte, la secreciéon
de estas sustancias atrae y activa a los macréfagos facilitando la destruccion de los
microorganismos controlando de esta forma la progresiéon de la infeccién (Bassey y
Collins, 1997). Por otro lado, sustancias como el TNF-a activan la formaciéon de
granulomas alrededor de la infeccién micobacteriana y de esta forma se aisla el foco de
infeccién, 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 linfocitos y pocos o

ningn microorganismo detectable en el interior de los macréfagos de los tejidos.
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Los mecanismos responsables de la pérdida o disminucién de la respuesta 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 hospedador, exposiciéon
constante al antigeno, desarrollo de poblaciones celulares especificas, deficiente
presentacion del antigeno por parte de los macréfagos, proliferacion de linfocitos Tyo
que inhiben la actividad de los CD4+ Thl o localizaciéon del antigeno durante la

infeccion (Chiodini y Davis, 1993; Coussens, 2004; Koets et al., 1999)

2.4.2. Respuesta celular de tipo Th2: fase lepromatosa.

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
suprimen la respuesta de tipo Thl promoviendo la proliferancién de linfocitos B y la
produccién de anticuerpos. En este periodo la respuesta celular declina y aumenta la
respuesta de tipo humoral a medida que M.a.paratuberculosis se multiplica (Chiodini et
al., 1984a; Lepper et al., 1989). Este tipo de respuesta no es efectiva frente a
microorganismos intracelulares como es el caso de M.a.paratuberculosis y por lo tanto en
la fase lepromatosa no se detiene la progresiéon de la infeccion, el desarrollo de la
patologia ni la proliferacién bacteriana (Ellner y Wallis, 1989). En este momento, los
animales presentan un elevado nivel de anticuerpos séricos 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 namero de bacilos en el interior de una gran cantidad de
macréfagos. El flujo de células inflamatorias origina un engrosamiento de la pared
intestinal hasta que pierde su funcionalidad, originando un sindrome de malabsorcién
y enteropatia con pérdidas de proteinas (Patterson et al., 1967; Gilmour, 1976). En esta
fase el microorganismo puede diseminarse por el interior y exterior del tracto
gastrointestinal, manifestandose lesiones formadas por infiltrados de macréfagos con
M.a.paratuberculosis en el rifién, higado, glandula mamaria, etc. El animal comienza a
manifestar signos clinicos inespecificos de la enfermedad como pérdida de peso y

diarrea.
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A pesar de lo descrito anteriormente, se han observado formas lesionales graves
con escasa cantidad de micobacterias que ocasionan la muerte de los animales. Estas
formas corresponderian con lesiones cercanas al extremo tuberculoide causadas por un
respuesta inmune celular desproporcionada mediada por linfocitos CD4+ Thl que
algunos autores consideran como un fenémeno de hipersensibilidad retadado tipo IV

(Buergelt et al., 1978; Clarke, 1997).

A
Linfocitica Multibacilar
g
wn wn
=1 @)
- (¢ (o)
g ) )
qé Inmunidad Inmunidad
§ humoral celular
v . .
Tuberculoide Intermedia Lepromatosa

Tiempo—»

Figura 1. Esquema de las formas inmunoldgicas de
paratuberculosis.

En resumen, los macréfagos una vez activados estimulan a las dos
subpoblaciones celulares (Thl y Th2) de las células T helper (CD4+) que a su vez
estimulan a distinas citoquinas. Inicialmente hay una fuerte respuesta celular asociada
a lesiones de tipo tuberculoide y al final a medida que la enfermedad progresa, existe
una respuesta celular débil junto con una respuesta humoral asociada a lesiones de
tipo lepromatoso (figura 1). Entre estas dos fases existe las denominadas formas
intermedias tuberculoide (tipo difusa linfocitica) y lepromatosa (tipo multibacilar no

linfocitica).
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3. EPIDEMIOLOGIA E IMPORTANCIA ECONOMICA.

La paratuberculosis o enfermedad de Johne es una enfermedad crénica
granulomatosa que afecta principalmente al aparato digestivo de rumiantes
domeésticos aunque la infeccién puede presentarse ademds en rumiantes y animales
salvajes como ciervos, conejos y zorros (Beard et al., 1999; Beard et al., 2001a; Chiodini et
al., 1984a; Greig et al., 1999). La principal caracteristica de esta enfermedad es el largo
periodo de incubaciéon que puede oscilar desde meses hasta incluso afios (Chiodini et

al., 1984a).

3.1. Hospedadores susceptibles.

M.a.paratuberculosis es patégeno obligado de los animales (Merkal, 1984a),
considerandose a los rumiantes domésticos (ganado bovino, caprino y ovino) los
hospedadores por excelencia. Cuando se determiné la importancia de esta enfermedad
en los rumiantes domésticos se aumentaron los estudios a rumiantes salvajes (ciervo,
gamo, alce, llama, muflén, etc.) poniéndose de manifiesto su importancia
principalmente como reservorios de la enfermedad para los animales domésticos. La
identificacion de M.a.paratuberculosis en animales salvajes tiene una clara repercusiéon
en los programas de control como detallamos en el capitulo correspondiente (pagina

81).

Ademas de su amplia distribucion entre las distintas especies de rumiantes,
M.a.paratuberculosis se ha aislado también de animales monogastricos como el caballo
(Larsen et al., 1972), mulas (Eveleth y Gifford, 1943), ganado porcino (Larsen et al.,
1971) y gallinas (Larsen et al., 1981). En la tabla 5 detallamos los animales distintos de

rumiantes domésticos de los que se ha aislado M.a.paratuberculosis hasta el momento.
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Tabla 5. Hospedadores de M.a.paratuberculosis distintos de rumiantes domésticos.

Clasificacion Nombre comin (Género y especie) Referencia bibliografica
Alpaca (Lama pacos) (Ridge et al., 1995; Miller et al., 1990)
Antilope (Antelope sp.) (Katic, 1961)
Arrui sahariano (Ammotragus lervia) (Boever y Peters, 1974)
Cabra alpina (Capra ibex) (Ferroglio et al., 2000)
Cabra de las rocosas (Williams et al., 1979)
(Oreamnos americanus)
Cebu (Bos indicus) (Katic, 1961)
Gran Kudu (Tragelaphus strepsiceros) (Pavlas et al., 1997)
Artiodactilos Ibice Alpino (Capra ibex ibex) (Von Weber et al., 1992)
Bévidos Jimela topi .
(Damaliscus lunatus jimela) (Steinberg, 1981)
Llama (lama glama) (Miller et al., 1990; Appleby y Head, 1954)
Muflén (Ovis musimon) (Boever y Peters, 1974; Von Weber et al., 1992;
Pavlik et al., 2000a)
Mutflon de las Rocosas (Williams ef al., 1979)
(Ovis canadensis)
Nu (Connochaetes albojubatus) (Rankin, 1958)
Yak (Box grunniens) (Almejan, 1958)
Alce (Alces alces) (Soltys et al., 1967)
Ciervo Axis (Axis axis) (Riemann et al., 1979)
(De Lisle et al., 1993; Power et al., 1993; Fawcett
Ciervo comun et al., 1995; Manning et al., 1998; Rohonczy et
(Cervus elaphus) al., 1996; Pavlik et al., 2000a; Vance, 1961;
McKelvy, 1987; Godfroid et al., 2000)
Ciervo de cola blanca (Libke y Walton, 1975;
Artiodéactilos (Odocoileus virginianus) Chiodini y Van Kruiningen, 1983)
Cérvidos Ciervo key o de Virginia .
(Odocoileus virginianus clavium) (Quist et al,, 2002)
Ciervo pudu (Pudu pudu) (De Meurichy et al., 1985)
Ciervo Sika(Pseudaxis sika) (Temple et al., 1979; Thoen et al., 1977)
Corzo (Capreolus capreolus) (Pavlik et al., 2000a; Katic, 1961)
Gamo (Dama dama) (Temple et al., 1979; Riemann et al., 1979;
Pavlik et al., 2000a; Marco et al., 2002)
Reno (Rangifer tarandus) (Katic, 1961)
Atiodéctilos Camello bs';lctrlano o camello ..5151at1C0 (Katic, 1961; Thoen et al., 1977)
Camélidos de dos gibas (Camelus bactrianus)
Dromedario (Camelus dromedarius) (Amand, 1974)
Macacos de cola de cerdo
Orden primates (Macaca arctoides) (McClure et al., 1987)
Mandril (Papio sphinx) (Zwick et al., 2002)
Armino (Mustela erminea) (Beard et al., 1999)
Carnivoros Comadreja (Mustela nivalis) (Beard et al., 2001a)
Mustélidos Hurén (Mustela putorious furo) (De Lisle et al., 2002)
Tejon (Meles meles) (Beard et al., 2001a)
Carnivoros, Canidos Zorro (Vulpes vulpes) (Beard et al., 1999)
Rata coman (Rattus norvegicus) (Beard et al., 2001a)
Roedores Ratén de campo
Muaridos (Apodemus syloaticus) (Beard et al., 2001a)
. . (Angus, 1990; Greig et al., 1997;
Lsegsgl}?;i(;s Conejo (Orytolagus cuniculus) Greig et al., 1999)
Liebre (Lepus europaeus) (Beard et al., 2001a)
Cuervo (Corvus corone) (Beard et al., 2001a)
Aves Grajo (Corvus frugilegus) (Beard et al., 2001a)
( )

Grajilla (Corvus monedula)

Beard et al., 2001a
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3.2. Distribucion y prevalencia de la paratuberculosis.

Desde la primera descripcién de un caso de paratuberculosis en 1895 se ha
extendido afectando a un elevado namero de paises, sin embargo la dificultad en su
diagnésico hace que en ocasiones la estimacién de la prevalencia real sea dificil
(Chiodini et al., 1984a). A esto hay que afiadir que a pesar de que esta incluida dentro
de la lista B de enfermedades de la Oficina Internacional de Epizootias la notificacién
de casos en los distintos paises es variable, lo que en muchos casos dificulta conocer su
distribucién mundial (Kennedy et al., 2001). Esta falta de informacién se atribuye a los

siguientes motivos (Condron, 1999):
- Falta de estudios de prevalencia.

- Las Autoridades Sanitarias tienen otras prioridades como son la tuberculosis y

la brucelosis.

- La infeccién permanece en la explotaciéon durante un prolongado periodo de

tiempo antes de que se observen signos clinicos.

- Los signos clinicos de la paratuberculosis se pueden confundir con otras

enfermedades.

- Las posibles consecuencias después de la notificacion hace que los
propietarios de las explotaciones no comuniquen los casos reales de

paratuberculosis.

En los afos 1950-1980, la prevalencia de la enfermedad se estimaba en funcién
del aislamiento de M.a.paratuberculosis de tejido obtenido en ganado bovino sacrificado
en el matadero, pero actualmente la mayoria de los estudios de prevalencia se basan en

pruebas serologicas.

Empleando el método de cultivo a partir de heces, mucosa intestinal o
linfonodos un 18% de animales fueron positivos en Nueva Inglaterra (Chiodini y Van
Kruiningen, 1986), mientras que en distintos mataderos de EEUU se obtuvo un
porcentaje de un 1,6% de animales positivos (Merkal et al., 1987). Este menor niimero
de animales positivos puede deberse a que en el primer estudio se analizaron distintas
muestras bioldgicas y en el segundo solo se sembraron muestras de linfonodos

ileocecales. En Europa, concretamente en Gran Bretafia, también se han llevado a cabo
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estudios en matadero mediante cultivo microbiolégico y PCR observandose

prevalencias de un 2,6% y un 3,5% respectivamente (Cetinkaya et al., 1998).

En EEUU se han realizado estudios serolégicos mediante ELISA tanto en
ganado vacuno lechero como de carne. En el primer caso, las seroprevalencias
oscilaron de un 4,8% a un 26,8%(Collins et al., 1994; Pence et al., 2003; Adaska y
Anderson, 2003; Sorensen et al., 2003) mientras que en el vacuno de carne describieron
prevalencias entre un 4-9% (Hill et al., 2003; Pence et al., 2003). En Australia, el nivel de
infeccion en Victoria y Nueva Gales del Sur se ha descrito como un 22 y 9%

respectivamente (Kennedy y Allworth, 2000).

La prevalencia de la paratuberculosis bovina en rebafios en Europa varia del 7
al 55%, en la tabla 6 detallamos los estudios de prevalencia realizados a nivel europeo

(Kennedy y Benedictus, 2001).

Tabla 6. Prevalencia de la paratuberculosis bovina en Europa. Adaptado de
Kennedy et al. 2001 (Kennedy y Benedictus, 2001).

Pais y regién Afio del estudio  Prevalencia  Referencia bibliografica
Alemania, Arnsberg 1997 10-302 (Bottcher, 1997)
Austria 1995-1997 72 (Gasteiner et al., 1999)
Bélgica 1997-1998 62 (Boelaert et al., 2000)
Dinamarca 1998 552 (Nielsen et al., 2000)
Inglaterra y Gales 1997 17¢ (Cetinkaya et al., 1998)

. . (Ministeriode Agricultura
Finlandia 1993-1998 0,70 de Helsinki., 1998)
Suecia 1995-1996 0,3 00,03 (Viske et al., 1996)
Suiza 1994 82 (Stdrk et al., 1997)
Holanda, region del norte 1998 552 (Muskens et al., 2000)

aSeroprevalencia en rebafio.
bSeroprevalencia individual.
¢Cuestionario a los ganaderos, no se realizaron ningan tipo de pruebas diagndsticas.

En pequefios rumiantes no hay tantos estudios de prevalencia de la
paratuberculosis como en el caso del ganado vacuno. En Noruega la paratuberculosis
en ganado vacuno es esporadica pero sin embargo en cabras es endémica. En un
estudio realizado entre 1996 y 1999 se analizaron 9456 sueros de cabras de 754 rebafios
y un 7,7% fueron positivos (Tharaldsen et al., 2003). En Australia sin embargo la
principal especie animal afectada con paratuberculosis son las ovejas, confirmandose la
enfermedad a finales del afio 2001 en 1.087 rebafios de un total de 84.362 (Windsor et
al., 2002).
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La primera descripcion de paratuberculosis en Espafna fue en ovejas (Aller et al.,
1973), posteriormente en cabras (Garrido y Leén, 1979) y cuatro afios mas tarde en
vacas (Juste et al., 1983). En Espafia, existen muy pocos datos respecto a la prevalencia
de esta enfermedad. Sin embargo, los datos que existen indican que actualmente la
paratuberculosis en nuestro pais afecta tanto al ganado vacuno (Corpa et al., 1998a)
como a los pequefios rumiantes donde tiene una especial importancia (Garcia Marin et
al., 1994; Reviriego et al., 2000). En ganado vacuno se ha realizado un estudio de
prevalencia en el afio 2000 en el Pais Vasco mediante cultivo bacteriolégico
encontrdndose una tasa de infecciéon del 0,5% (Addariz et al., 2000). Nuestro grupo ha
realizado un estudio en los afios 1999 y 2000 para determinar la prevalencia de la
paratuberculosis bovina en Asturias. Analizamos un total de 242 muestras bioldgicas
para el analisis microbiol6gico y el nimero de muestras positivas fue tnicamente de

dos.

En ganado ovino se han realizado estudios mediante métodos histopatol6gicos
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 anatomopatolégico en la Comunidad
Auténoma de Aragon (Juste et al., 1991a). En el Pais Vasco, se han descrito prevalencias

entre un 23,5% y un 31,4% mediante métodos serolégicos (Juste et al., 1992).

En ganado caprino todos los estudios se basan en la respuesta inmunoldgica de
tipo humoral, asi mediante ELISA un 46% de animales son positivos en la provincia de
Huelva (Molina et al., 1991) y mediante la IDGA la seroprevalencia es de un 44% en la
Comunidad de Madrid (Mainar-Jaime y Vazquez-Boland, 1998) y de un 56% en la
provincia de Avila (Reviriego et al., 2000).

3.3. Importancia econémica.

Las pérdidas econémicas derivadas de esta enfermedad son cuantiosas y se
deben tanto a causas directas como a causas indirectas e inaparentes. Cuando la
enfermedad estd presente en una explotacién se producen pérdidas directas debido a
una disminucién de la produccion lactea, mayor susceptibilidad a otras enfermedades,

infertilidad, y disminucién del valor de los animales en el matadero (Corpa et al.,
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1998b; Kennedy y Benedictus, 2001, Nordlund et al., 1996; Ott et al., 1999). La
disminucién de la produccién en ganado vacuno lechero varia del 14,5% al 15,9%
alcanzando valores del 19,5% en la dltima lactacion (Benedictus et al., 1987; Buergelt y
Duncan, 1978; Johnson-Ifearulundu y Kaneene, 1997; Kennedy y Benedictus, 2001;
Hutchinson, 1996).

Los costes indirectos se deben a las restricciones en el mercado ganadero,
movimiento de los animales, asi como la instauracién de medidas preventivas. Por otra
parte, también existen pérdidas de potencial genético ya que se producen sacrificios
tempranos y algunas explotaciones infectadas permanecen cerradas lo que limita la

mejora genética de la explotacion (Kennedy y Benedictus, 2001).

Se ha hecho una estimacion de las pérdidas econdémicas debidas al descenso de
la producciéon lactea en animales con infecciones subclinicas. Benedictus et al.
estimaron una pérdida de aproximadamente 350 euros por vaca por periodo de
lactacion (Benedictus et al., 1987). En EEUU las pérdidas anuales en la industria lechera
de ganado vacuno se evaltian en 15 billones de ddlares (Stabel, 1998). Kennedy et al.
extrapolaron las pérdidas econémicas de distintos paises concluyendo que la infeccién
subclinica con M.a.paratuberculosis ocasiona pérdidas de 700 ddlares (aproximadamente
525 euros) por vaca de produccion lechera (Kennedy y Benedictus, 2001). Las pérdidas
en ganado ovino se estiman en 125 ddlares (95 euros) para casos clinicos de ovejas de

produccion lactea y 75 délares (60 euros) en ovejas de produccioén carnica (Juste, 1997).
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4. CUADRO CLINICO.

La paratuberculosis es una enfermedad cronica que se caracteriza en todas las
especies animales por un adelgazamiento progresivo del animal (Chiodini et al., 1984a;
Stamp y Watt, 1954; Thoresen et al., 1994). El periodo de incubacién es variable pero
generalmente en ganado vacuno la aparicion de sintomatologia no se produce antes de

los dos afios de edad (Whitlock y Buergelt, 1996).

En ganado vacuno, ademas de una pérdida crénica y progresiva de peso se
caracteriza por la presencia de una diarrea crénica intermitente (Chiodini et al., 1984a;
Clarke, 1997) que no responde eficazmente al tratamiento. A pesar de que el apetito y
el nivel de ingesta no se ven afectados, se produce una pérdida de peso debido
principalmente a una malabsorcion o pérdida proteica (Allen et al., 1974) y a las altas
concentraciones del factor de necrosis tumoral que provoca un catabolismo tisular
(Beutler y Cerami, 1989). La fiebre no es una caracteristica tipica de esta enfermedad y
el pelaje del animal puede afectarse desarrollando una alopecia y ocasionalmente
despigmentacién. En las fases avanzadas de la enfermedad se presenta un edema
intermandibular, emaciacion, atrofia muscular, debilitacion y muerte (Chiodini et al.,
1984a; Whitlock y Buergelt, 1996). En ganado vacuno de alta produccion se observa
también una disminucién en la producciéon lactea asi como alteraciones de la fertilidad.
Hay que tener en cuenta que existen animales infectados de forma subclinica que no

desarrollan la enfermedad clinica como tal (Sherman, 1985).

En los pequefios rumiantes (ovejas y cabras) solo un 10-20% de los casos clinicos
presenta diarrea (Stehman, 1996; Stamp y Watt, 1954) siendo la pérdida crénica de peso
el sintoma caracteristico. En estos casos, si no se lleva a cabo una identificacién
exhaustiva esta sintomatologia se asocia a enfermedades parasitarias. En los
hospedadores distintos de rumiantes domésticos la paratuberculosis se caracteriza

principalmente por una pérdida de peso con diarrea crénica.

El periodo de incubaciéon es decir el tiempo desde que se produce la infecciéon
hasta que aparecen los sintomas clinicos depende de la edad en el momento de la
infeccion (Chiodini et al, 1984a; Hagan, 1938) y de las dosis ingerida de

M.a.paratuberculosis (McDonald et al., 1999; Gilmour, 1965). Principalmente aparecen en
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la etapa entre los 3 y 5 afios de edad (Chiodini et al., 1984a) siendo més temprana la
aparicion en el ganado vacuno (Kopecky y Larsen, 1975) que en el ovino (Seaman y
Thompson, 1984). Los casos se presentan de forma esporddica o por goteo, debido al
cardcter crénico y progresivo de la enfermedad. Sin embargo pueden existir
concentraciones de casos clinicos en periodos determinados como son la gestacion,
lactacién, cambios de alimentacion, de pastos, estrés debido al transporte o infecciones

parasitarias o bacterianas (St-Jean y Jernigan, 1991; Pérez et al., 2000; Doyle, 1956).

Dependiendo de la severidad de los signos clinicos, la eliminaciéon de
M.a.paratuberculosis en el medio ambiente y la capacidad de detectar la enfermedad
mediante técnicas de laboratorio, el rebaiio se clasifica en distintos estadios clinicos
(Whitlock y Buergelt, 1996; Cocito et al., 1994; Clarke, 1997; Larsen, 1973). Whitlock et
al. describen la dinamica de la enfermedad en el ganado vacuno como un efecto iceberg
(Whitlock y Buergelt, 1996). Cuando la enfermedad esta presente en una explotacion,
ésta se divide en cuatro estadios: fase latente (I), fase subclinica (II), clinica (III) y fase
clinica en estado avanzado (IV). La parte emergida del iceberg, pico del iceberg, son los
animales con sintomas clinicos y la parte sumergida representa los animales enfermos
y portadores que no presentan sintomatologia clinica. Por cada animal con un caso
avanzado de paratuberculosis es probable que haya otros 25 animales infectados y solo

un 15-25% de estos animales se detectan mediante pruebas diagnésticas.

El estadio I esta formado principalmente por animales con menos de dos afios
de edad que estan infectados pero que no se detectan mediante técnicas de diagnoéstico
rutinarias. Estos animales pueden eliminar niveles minimos de M.a.paratuberculosis en
el medio ambiente no detectables en el laboratorio. Los animales portadores (estadio II
o fase subclinica) no presentan sintomas clinicos tipicos de la paratuberculosis,
eliminan M.a.paratuberculosis en el medio ambiente y un porcentaje bajo (15-25%) se
puede detectar mediante cultivo fecal. En estos dos primeros estadios la prueba de
diagnoéstico de eleccion se basa en la deteccion de la respuesta inmune de tipo celular
ya que se trata de fases tempranas de la enfermedad. El estadio III o fase clinica se
caracteriza por la presencia de los sintomas clinicos tipicos de la paratuberculosis y la
mayoria de los animales dan positivo al cultivo fecal y a las pruebas serolégicas. En

esta fase también existen alteraciones analiticas a nivel sanguineo ya que las
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concentraciones de proteinas totales, albimina, triglicéridos y colesterol descienden a
medida que progresa la enfermedad (Scott et al., 1995; Rice y Carriere, 1969; Patterson
et al., 1967). En un periodo de 3-4 meses si los animales no se han sacrificado por otras
causas progresan a la fase avanzada de la enfermedad (fase IV) donde la

sintomatologia es manifiesta y los animales mueren por deshidratacién y caquexia.
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5. LESIONES.

5.1. Lesiones macroscopicas.

Cuando se realiza una necropsia de un animal afectado con paratuberculosis,
ademads de los hallazgos comunes a todos los procesos caquectizantes se observan

lesiones caracteristicas y especificas en el intestino delgado y linfonodos asociados.

Las lesiones en ganado vacuno se limitan principalmente a la parte final del
aparato digestivo incluyendo la union ileocecal y a los linfonodos asociados (Ayele et
al., 2001). Se caracteriza por la presencia de enteritis crénica, linfangitis intestinal
cronica y adenopatia de los linfonodos (Buergelt et al., 1978). La mucosa intestinal tiene
un aspecto tumefacto, edematoso y arrugado con un engrosamiento crénico que
recuerda a las circunvoluciones cerebrales. Generalmente no existen ulceraciones o
discontinuidades en la superficie de la mucosa. Los linfonodos mesentéricos e
ileocecales aparecen aumentados de tamafio y edematosos. No existe caseificacion o

calcificacion (Hines II et al., 1995).

La linfangiectasia es otra lesiéon caracteristica que se observa principalmente en
la serosa intestinal y mesenterio (Clarke, 1997). En la misma, los vasos linfaticos
aparacen como cordones blanquecinos o transparentes, de recorrido sinuoso y
haciendo prominencia sobre la superficie de la pared intestina. Esta caracteristica

aparece principalmente en pequefios rumiantes y en menor grado en ganado bovino.

En el ganado ovino las lesiones macroscépicas se asemejan a las del ganado
vacuno (engrosamiento de la mucosa intestinal asociada a linfoadenopatias). Las
lesiones se circunscriben al ileon terminal aunque también pueden afectar al yeyuno,
ocasionalmente al duodeno, extendiéndose hasta el colon. Una particularidad de
algunos casos ovinos de paratuberculosis es la presencia de aislados pigmentados de
M.a.paratuberculosis que proporcionan un color naranja-amarillento a la mucosa
intestinal (Clarke y Little, 1996; Stamp y Watt, 1954, Mahmoud et al,, 2002). En el
ganado caprino las caracteristicas macroscopicas son menos visibles que en ganado
vacuno (Chiodini et al., 1984a; Fodstad y Gunnarsson, 1979; Stamp y Watt, 1954;
Thoresen et al., 1994), pero es caracteristico la presencia de focos parecidos a los

descritos para la tuberculosis con calcificaciones y caseificaciones que se desarrollan en
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la mucosa, submucosa y los linfonodos adyacentes (Hines 1II et al., 1995; Williams et al.,

1983b).

Las especies monogéstricas como los caballos (Larsen et al., 1972), cerdos
(Larsen et al., 1971) y gallinas (Larsen y Moon, 1972) generalmente no desarrollan
sintomas clinicos pero presentan lesiones granulomatosas. En conejos infectados tanto
experimentalmente como de forma natural se han observado lesiones tipicas de
paratuberculosis en el intestino (Mokresh et al., 1989; Rankin, 1958; Greig et al., 1997) al

igual que en casos de paratuberculosis en ciervos (Clarke, 1997).

5.2. Lesiones microscopicas.

Microscopicamente, la paratuberculosis se define como wuna enteritis
granulomatosa caracterizada por el acimulo de macréfagos y células epitelioides en la
lamina propia de la mucosa, afectando incluso a la submucosa o a la totalidad de las
capas intestinales provocando la atrofia por fusion de vellosidades y la oclusion de las
criptas de la mucosa intestinal (Buergelt et al., 1978; Corpa et al., 2000a; Rajya y Singh,
1961; Stamp y Watt, 1954). En ganado vacuno es frecuente la aparicion de células
gigantes de Langhans que como los macréfagos aparecen llenos de bacilos acido-
alcohol resistentes (Chiodini et al., 1984a). Las lesiones histolégicas se localizan
principalmente en el intestino delgado (yeyuno e ileon), grueso (ciego y colon),
linfonodos mesentéricos e ileocecales y vasos linfaticos (Buergelt et al., 1978; Carrigan y
Seaman, 1990). Los linfonodos asociados al intestino, principalmente el yeyunal caudal
y el ileocecal, presentan una linfadenitis granulomatosa formada por actimulos de

macréfagos e incluso células gigantes de tipo Langhans en la cortical y paracortical.

En base a la gravedad, extensiéon y predominio de diferentes tipos celulares, se
han propuesto distintas clasificaciones lesionales que varian entre las diferentes
especies animales. El ganado ovino es la especie animal donde se han realizado un
mayor niamero de estudios para la clasificacién de las lesiones. El primer estudio fue el
llevado a cabo en 1954 por Stamp y Watt que clasificaron las lesiones en cuatro grupos
dependiendo de las alteraciones macroscépicas, infiltrado celular de las lesiones y
presencia de bacilos acido-alcohol resistentes (Stamp y Watt, 1954). El grupo I incluye

aislados pigmentados que histolégicamente se caracterizan por una invasiéon del
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intestino por células epitelioides con un elevado nimero de bacilos. El grupo II es
similar a las lesiones del tipo I pero no aparece pigmentacion del intestino. El grupo III
se caracteriza por pequefios focos de células epitelioides y gigantes de Langhans en
mucosa y submucosa con baja concentracion de bacilos. Por dltimo, el grupo IV se
corresponde a lesiones tuberculoides localizadas con presencia de necrosis y

calcificacion pero sin bacilos.

Posteriormente en 1961, Rayja y Singh clasificaron las lesiones en tres grupos en
base a la sintomatologia clinica, células predominantes y ntimero de bacilos como

detallamos a continuacion (Rajya y Singh, 1961):

Grupol. Animales caquécticos y emaciados. Presencia de macrofagos, células
epitelioides y células gigantes de Langhans. Abundante presencia de

bacilos.

Grupo II. Animales delgados. Presencia de células plasmaticas, linfocitos,

macroéfagos y eosinéfilos. Escaso namero de bacilos.

Grupo III. Animales aparentemente sanos. Presencia de macréfagos, células

plasmaticas y linfocitos. No se observan bacilos.

Otras clasificaciones son las que dividen a las lesiones en base a su gravedad:
graves, moderadas y leves (Reddy et al., 1984); y en dos grupos segtn el tipo de células
predominantes y el nimero de bacilos, siendo la lesiéon caracteristica del primer grupo
la presencia de un infiltrado de células epitelioides con abundantes bacilos 4cidos-

alcohol resistentes (Carrigan y Seaman, 1990).

La clasificacion lesional que incluye un mayor ntimero de pardmetros es la
realizada por Pérez et al. que valora la presencia de lesiones granulomatosas,
asociaciéon del granuloma con la placa de Peyer, localizaciéon de lesiones en mucosa
adyacente a la placa de Peyer, intensidad de las lesiones, tipos de células presentes en

la lesién y presencia de micobacterias (Pérez et al., 1996).

Tipo L. Lesion localizada en el espacio interfolicular del tejido linfoide de la
placa de Peyer ileocecal compuestos por macrofagos en los que no se
detectan bacilos, aunque utilizando el cultivo microbiolégico se aisla

M.a.paratuberculosis aproximadamente en un 50% de las muestras.
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Tipo II. Lesién localizada en el tejido linfoide de la placa de Peyer y en la
lamina propia de la vellosidad adyacente al tejido linfoide. Las bacterias

aparecen se aislan del medio de cultivo en la mayoria de los casos.

Tipo III. Se divide a su vez en tres tipos lesionales que alcanzan zonas de la

mucosa no relacionadas con tejido linfoide organizado:

Tipo Illa. Presencia de granulomas focales en diferentes puntos de la
mucosa sin llegar a modificar la morfologia normal de las vellosidades
en zonas no adyacentes a la placa de Peyer. Ademds, se observan

micobacterias en las lesiones de la mucosa.

Tipo IlIb. Presencia de granulomas en la mucosa asociada o no a la placa
de Peyer. Los macréfagos presentes deforman la vellosidad intestinal.
Presentan una gran cantidad de micobacterias observables mediante la

tincién de Ziehl-Neelsen.

Tipo Illc. La diferencia con el tipo IlIb es que el tipo celular
predominante son los linfocitos que alteran la estructura de la mucosa

intestinal con presencia escasa o nula de micobacterias.

Segun estos autores, las lesiones de Tipo I se sitan en el extremo tuberculoide
(lesiones focales), las del Tipo IIIb en la zona lepromatosa intermedia (lesiones difusas
multibacilares), y las del Tipo Illc serian las tuberculoides intermedias (lesiones difusas
paucibacilares). Las lesiones multifocales corresponderian a las lesiones incluidas
dentro del tipo I y Illa. En paratuberculosis no se han descrito formas lesionales que se

incluyan en la zona lepromatosa.

En ganado bovino, se han realizado un menor niimero de estudios destacando
el de Garcia Marin et al. que divide las lesiones de la paratuberculosis bovina (Garcia
Marin et al., 2000) en tres grupos en base a la clasificacién realizada por Pérez et al. para
el ganado ovino (Pérez et al., 1996). Los dos primeros grupos estdn formados por las
Formas Focales localizadas en la placa de Peyer y las Formas Multifocales con lesiones
de tipo tuberculoide, respuesta inmune celular y escasa presencia de micobacterias. El
tercer grupo esta formado por las denominadas Formas Difusas y Graves que a su vez

se dividen en tres tipos lesionales: Multibacilares (lesiones de tipo intermedio-
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lepromatoso, respuesta inmune humoral y presencia elevada de micobacterias),
Linfociticas (lesiones de tipo intermedio tuberculoide, respuesta inmune celular y
presencia escasa de micobacterias), e Intermedias (lesiones de tipo intermedio,

respuesta inmune celular y humoral, presencia moderada de micobacterias).

En ganado caprino, también existen distintas clasificaciones lesionales (Garcia
Marin et al., 2000; Paliwal y Rajya, 1982; Tafti y Rashidi, 2000) destacando la realizada
por Corpa et al. (Corpa et al., 2000a) que al igual que en el caso bovino emplea los
criterios descritos por Pérez et al. para la clasificacion de las lesiones en el ganado ovino
(Pérez et al.,, 1996). Los tipos lesionales se denominan, 1) focales cuando las lesiones
consisten en pequefios granulomas en la placas de Peyer ileocecales; 2) difusas
multibacilares cuando los granulomas afectan distintas dreas del intestino sin provocar
el engrosamiento de la pared intestinal, y el tipo celular predominante son los
macréfagos con numerosas micobacterias en su interior; 3) difusas linfociticas cuando
el tipo celular mayoritario son los linfocitos con algtin macréfago que contienen pocas
o ninguna micobacteria; y por dltimo 4) difusas intermedias cuando el infiltrado

celular consiste en linfocitos y macréfagos con un pequefio niimero de micobacterias.
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6. DIAGNOSTICO.

El diagnoéstico de la paratuberculosis o enfermedad de Johne puede realizarse
basdndose en aspectos clinicos y epidemiolégicos, mediante el estudio de las lesiones
producidas, de una forma directa mediante la identificacion de M.a.paratuberculosis en
las muestras clinicas y de una forma indirecta midiendo la respuesta inmune del

animal frente a la infeccion.

La eleccion y sensibilidad del método de diagnéstico dependen directamente
del estadio clinico en el que se encuentre el animal en el momento del diagnéstico,
siendo los animales con infecciones subclinicas o portadores los que son mas dificles de
detectar en una explotaciéon. En estas ocasiones, para mejorar la sensibilidad del

diagnostico se aplican conjuntamente varias técnicas de diagnostico.

6.1. Diagnéstico epidemiolégico y clinico.

Como hemos comentado anteriormente la sintomatologia clinica de esta
enfermedad (adelgazamiento y diarrea) es bastante inespecifica y puede asociarse a
otras enfermedades distintas de la paratuberculosis. Sin embargo existen una serie de
pardmetros que pueden orientar al veterinario de la explotacion para llegar a un

diagnostico presuntivo de paratuberculosis.

La presencia de paratuberculosis se puede sospechar cuando aparecen bajas por
goteo en animales con la sintomatologia clinica especifica de la paratuberculosis
incluyendo la presencia en algunas ocasiones de edemas intermandibulares en el
pliegue del cuello principalmente. La sintomatologia se suele observar en animales de
entre 2 y 4 afios de edad. A pesar de que la mortalidad anual varia entre el 1 y el 10%
(Crowther et al,, 1976; Kopecky, 1977), las bajas suelen concentrarse en periodos
estresantes para los animales como el inicio del periodo de lactacién, durante el
invierno, etc. (Chiodini ef al., 1984a). En algunos casos no se observa un aumento en la
mortalidad pero se puede detectar una disminucién en la produccién lactea
(Benedictus et al., 1987; Buergelt y Duncan, 1978) e incluso una mayor susceptibilidad a

padecer trastornos reproductivos o mamitis (Merkal et al., 1975).

En el diagnoéstico diferencial deben incluirse enfermedades que cursen con la

misma sintomatologia como son enfermedades parasitarias que afectan al tracto
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gastrointestinal, enfermedades hepaticas de tipo crénico, carencia de cobalto, formas
cronicas de Salmonella spp. o el virus de la diarrea virica bovina (Carrigan y Seaman,

1990; Ott et al., 1999; Stamp y Watt, 1954).

6.2. Diagnéstico anatomopatolégico.

El anélisis macroscépico de los tejidos procedentes de animales sospechosos es
un diagnostico presuntivo debido a que existen casos en los que no se observa ninguna
alteraciéon aparente en la mucosa intestinal a pesar de que los animales presenten
sintomatologia (Buergelt et al., 1978). A pesar de esto, en estos casos el diagnoéstico se
puede complementar con un estudio histopatolégico del tejido intestinal, sobre todo de
la valvula ileocecal (Carrigan y Seaman, 1990). Esta metodologia tiene la ventaja de
identificar no s6lo animales con lesiones graves sino que también con lesiones focales
asociadas a fases subclinicas de la enfermedad (Corpa et al., 2000a; Pérez et al., 1996).
Para poder identificar correctamente las lesiones es muy importante la realizacion de
una correcta recogida de muestras incluyendo siempre tejido linfoide intestinal que es
donde se localizan las lesiones iniciales y latentes de la paratuberculosis (Juste et al.,

1994; Nisbet et al., 1962).

Para la observaciéon de las lesiones histolégicas se ha empleado de forma
rutinaria la técnica convencional de la Hematoxilina-Eosina siempre en combinacién
con la tincién de Ziehl-Neelsen para la observacién de bacilos dcido-alcohol resistentes.
Sin embargo, en algunos casos con lesiones visibles en las muestras el nimero de

bacilos es escaso o incluso nulo (Buergelt et al., 1978; Stamp y Watt, 1954).

La sensibilidad de la técnica histopatolégica varia segin los distintos autores,
hay algunos que la consideran inferior al cultivo microbiolégico sobre todo en ganado
bovino (De Lisle et al., 1980a), y otros por el contrario han identificado un mayor
nuimero de animales con lesiones caracteristicas de paratuberculosis en ganado ovino y
caprino comparandolo con el diagnéstico microbiolégico (Dimareli-Malli y Sarris, 2001;
Pérez et al., 1996). Esta disparidad de resultados se debe principalmente a las
caracteristicas de los aislados de M.a.paratuberculosis ya que en concreto los procedentes
de pequefios rumiantes son muy dificiles de cultivar y requieren unas condiciones

especiales para su aislamiento en el laboratorio.
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El principal inconveniente de esta metodologia es que es una prueba que se
realiza en el animal muerto, aunque en algunos casos se ha propuesto la aplicacion en
animales vivos mediante el analisis de biopsias pero es muy costoso, y ademaés requiere

un manejo especializado de los animales.

La histologia puede complementarse con técnicas como la inmunohistoquimica
o la hibridacién in situ. La primera técnica emplea anticuerpos especificos frente a
M.a.paratuberculosis y posteriormente con una reaccién enzimatica se pone de
manifiesto la presencia de antigenos en secciones histolégicas. Esta técnica tiene mayor
capacidad de deteccién de micobacterias que otras tinciones y en este caso también se
identifican los bacilos con la integridad de su pared afectada (Coetsier et al., 1998;
Massone et al., 1990; Navarro et al., 1991). La hibridacién in situ se basa en la aplicacién
de una sonda de ADN especifica que permite detectar la presencia de material genético
de micobacterias. Esta técnica se emplea principalmente para la detecciéon de formas
con la pared celular modificada (Hulten et al., 2001) incluso en pacientes de Crohn

(Sechi et al., 2001).

6.3. Deteccion directa de M.a.paratuberculosis.

Existen distintos métodos para la deteccion directa de M.a.paratuberculosis, ya
sea por examen microscopico del material biolégico, aislamiento del microorganismo
(métodos de cultivo) o deteccion del material genético (IS900). Actualmente la
deteccion directa de M.a.paratuberculosis mediante cultivo es la técnica de referencia o

gold standard en los laboratorios de diagnéstico.

6.3.1. Examen microscépico.

La tincién de Ziehl-Neelsen se emplea rutinariamente en los laboratorios de
diagnoéstico de paratuberculosis para la obtencion de un diagnoéstico presuntivo ya que

se trata de un método de diagnoéstico rapido, sencillo y barato.

Cuando se comparan los resultados obtenidos mediante el examen
microscépico y el cultivo bacteriolégico generalmente se obtienen resultados
discrepantes. Esta falta de relacién entre los resultados obtenidos mediante tincién y

cultivo se han observado en el ganado vacuno (Ris et al., 1987), caprino (Thoresen et al.,
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1994) y ovino (Whittington et al., 2000c). Los factores que pueden explicar esta

disparidad de resultados son los siguientes:

40

1. Distribucién no homogénea de M.a.paratuberculosis en las heces (Sockett et al.,
1992a). Por ejemplo, en un estudio se realizaron 19 improntas de una misma
muestra bovina de heces obteniéndose resultados positivos y negativos (Ris et

al., 1987).

2. Presencia de bacterias englobadas dentro de los géneros Nocardia,
Corynebacterium y Rhodococcus (weakly acid fast bacteria) y otras micobacterias
patégenas (M. bovis) o presentes de forma ubicua en el suelo o agua (Coetsier et
al., 1998) que también pueden tefiirse mediante esta tincién (Youmans, 1979) y

por lo tanto se pueden identificar erréneamente como M.a.paratuberculosis.

3. Numero de bacterias presentes en la muestra que a su vez estd directamente
relacionado con el estadio clinico de la enfermedad (Kormendy, 1990; Ris et al.,
1988). Asi en animales con sintomatologia clinica la tincién de Ziehl-Neelsen
tiene una sensibilidad del 49,3% y en animales subclinicos del 19,3% (Zimmer et
al., 1999). En el ganado vacuno se estima que se necesitan como minimo 106
bacterias/gramo de tejido para la deteccién de bacilos mediante microscopia

directa (Chiodini, 1989).

4. Integridad de la pared celular. M.a.paratuberculosis puede aislarse con la
pared celular modificada en la muestra biolégica no permitiendo su
identificacion mediante examen microscépico (Chiodini et al., 1986; El Zaatari et

al., 2003).

5. Tratamiento de la muestra previo o durante el protocolo de cultivo. La
viabilidad de M.a.paratuberculosis puede verse modificada en procesos de
congelaciéon-descongelacion (Thoresen et al., 1994; Richards y Thoen, 1977) y
cuando se someten a tratamientos inadecuados de cultivo (centrifugacion y
decontaminacién) (Ris et al., 1987), de esta forma se obtendran resultados

positivos en la tincion y negativos en el cultivo.

6. Aislados no cultivables o dificiles de cultivar. Existen aislados de

M.a.paratuberculosis que pertenecen al denominado tipo I (Stevenson et al., 2002)
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que se caracteriza por su dificultad en el cultivo y también se han descrito
aislados de M.a.paratuberculosis no cultivables en el laboratorio (El Zaatari et al.,

2003; Machackova et al., 2002).
6.3.2. Diagndstico bacteriolégico.

6.3.2.1. Cultivo convencional.

Desde el primer aislamiento in vitro de M.a.paratuberculosis en 1910 por Twort e
Ingram (Twort y Ingram, 1912) la técnica de cultivo se ha ido perfeccionado y
actualmente se considera como el tnico diagnéstico definitivo de la enfermedad de

Johne (Chiodini, 1989; Chiodini et al., 1984a; Merkal et al., 1964; Merkal et al., 1968b).

El principal incoveniente es el largo periodo de tiempo que se necesita para
obtener resultados ya que se necesitan como minimo de 4 a 12 semanas hasta que se
observa crecimiento del microorganismo (Chiodini et al., 1984a; Whipple et al., 1991).
Este periodo incluso puede alargarse hasta mas de un afio en el caso de algunos

aislados de origen ovino (Collins et al., 1993a).

Los resultados que se obtienen mediante el cultivo microbiolégico dependen

directamente de los siguientes parametros:

1. Aislado de M.a.paratuberculosis: los aislados de origen ovino o procedentes de
bisontes son més dificiles de cultivar necesitando un periodo de incubacién

mayor y medios de cultivos enriquecidos (Manning y Collins, 2001).

2. Muestra clinica: las muestras tisulares (vélvula ileocecal y linfonodo yeyunal
caudal e ileocecal) ofrecen una mayor tasa de detecciéon que las muestras fecales
(Whittington y Sergeant, 2001; Whitlock y Buergelt, 1996; Sockett et al., 1992b;
Whitlock et al,, 2000). Esto explica el hecho de que animales negativos en

sucesivos cultivos fecales sean positivos en tejidos intestinales.

3. Fase clinica de la enfermedad: solo se detectan aquellos animales que
empiezan a eliminar grandes cantidades de microorganismos (Merkal, 1984a)
permitiendo por lo tanto la identificacion de todos los animales en fase clinica

(Jorgensen, 1982; Merkal, 1973).
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En el ganado bovino el protocolo de cultivo es la prueba de referencia (gold
standard) del diagnéstico de la paratuberculosis (Colgrove et al., 1989; Chiodini et al.,
1984a), posee una especificidad del 100% (Whitlock et al, 1992) y alcanza una
sensibilidad de 100 unidades formadoras de cultivo (UFC) por gramo de heces
(Chiodini et al., 1984a). En infecciones subclinicas la sensibilidad varia entre el 30-50%
(Stabel et al., 2002; Whitlock et al., 2000; McNab et al., 1991a; Chiodini et al., 1984a). En
pequefios rumiantes, la sensibilidad del cultivo es alta en animales con enfermedad
clinica pero ésta disminuye en animales con infecciones subclinicas y lesiones focales
(Dimareli-Malli y Sarris, 2001; Pérez et al., 1996). Para aumentar la sensibilidad del
cultivo en ovejas se recomienda el uso del medio de Middlebrook 7H11 enriquecido

con OADC (Adduriz et al., 1995).
a. Fase de descontaminacion de las muestras.

El material biolégico empleado para el cultivo (heces, intestino y linfonodos
mesentéricos) se caracteriza por estar altamente contaminado con bacterias y hongos
de crecimiento rapido que inhiben el aislamiento de M.a.paratuberculosis. Por lo tanto,
es necesario una fase de descontaminacion previa al cultivo con sustancias bactericidas

y fungicidas que no inhiban el crecimiento de M.a.paratuberculosis (Ridge, 1993).

Para esta fase de descontaminacién se han usado sustancias tales como
compuestos corrosivos que incluso disminuian la viabilidad de las micobacterias
(Merkal et al., 1964), agentes tensioactivos como el cloruro de benzalconio (Merkal et al.,
1964; Lagadic et al., 1983; Merkal, 1973) y el cloruro de hexadecilpiridinium, HPC (Juste
et al., 1991b; Merkal, 1984b; Stabel, 1997, Whipple et al., 1992), acido oxalico
(Gunnarsson y Fodstad, 1979; Saxegaard, 1985; Thomas, 1983) y &cido oxalico en
combinacién con hidréxido sédico (Jones y Kay, 1996). Actualmente el HPC y el 4cido
oxdlico son los descontaminantes mas usados siendo el HPC el que tiene mejores
propiedades descontaminantes y un menor efecto negativo sobre M.a.paratuberculosis
(Juste et al., 1991b; Merkal, 1984b; Stabel, 1997; Whipple et al., 1992; Merkal et al., 1982).
A pesar de la resistencia de las micobacterias a la accién de estas sustancias
bactericidas, esta fase de descontaminacion puede afectar la viabilidad de las
micobacterias (Ridge, 1993; De Lisle et al., 1980a), este es el caso del HPC que es

bacteriostatico para M.a.paratuberculosis pero una exposicion prolongada puede llegar a
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ser bactericida (Chiodini et al., 1984a). Por lo tanto, el tiempo de exposiciéon de
M.a.paratuberculosis frente a la sustancia descontaminante debe controlarse para evitar

la disminucion de la viabilidad de las micobacterias.
b. Técnicas de concentracion.

Una vez realizada la descontaminacién y debido a que el ntmero de
microorganismos presentes en las muestras puede ser relativamente bajo se
recomienda llevar a cabo técnicas de concentracion que favorezcan la tasa de deteccion

de M.a.paratuberculosis. Estos métodos de concentracién se dividen en:

1. Centrifugacion. Esta técnica mejora la tasa de deteccion de
M.a.paratuberculosis (Whitlock y Rosenberg, 1990; Whipple et al, 1991) y
favorece la velocidad de crecimiento (Kalis et al., 1999), sin embargo incrementa

el namero de contaminaciones (Whipple et al., 1992; Kim et al., 1989);

2. Sedimentacion. Tiene menor tasa de detecciéon y contaminacion que la

centrifugacion (Stabel, 1997);

3. Filtracion. Esta técnica fue descrita por Collins ef al. en conjuncién con un
método radiométrico y se basa en la capacidad de M.a.paratuberculosis de
formar grumos celulares que son de mayor tamarfio que el resto de las bacterias
u hongos y al filtrarlo se recuperan solamente las micobacterias (Collins et al.,
1990). Esta técnica aumenta la tasa de detecciéon y disminuye el tiempo de

incubacion;

4. Separaciéon inmunomagnética (IMS). Este protocolo se basa en la interacciéon
de antigenos de superficie con anticuerpos unidos a esferas magnéticas. Este
altimo método se ha empleado para la deteccion de M.a.paratuberculosis en
muestras de leche donde la concentracion de M.a.paratuberculosis es

relativamente baja (Grant ef al., 1998c).
c. Medios de cultivo.

El aislamiento primario de M.a.paratuberculosis se recomienda realizarlo en
medios de cultivo solido (Whitlock y Rosenberg, 1990). Los medios de cultivo
utilizados se dividen en medios con huevo como el Herrold (Herrold’s EQg Yolk Medium,

HEYM) (Merkal et al., 1964; Kim et al., 1989; Whipple et al.,, 1991) y el Lowenstein-
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Jensen (Jorgensen, 1982; Koh et al., 1988; Merkal et al., 1987); medios con suero como el
Dubos (Saxegaard, 1985); y medios sintéticos como las diferentes variantes del medio
de Middlebrook (Merkal y Curran, 1974; Damato y Collins, 1990) o el medio de
Watson-Reid (Morrison, 1965).

Cuando se usan soluciones detergentes en la fase de descontaminacion como el
HPC se necesita eliminar estas sustancias mediante lavados con agua estéril en los
medios con suero y sintéticos. Esta pauta no es necesaria llevarla a cabo en los medios
que incluyen yema de huevo porque los fosofolipidos de su composiciéon neutralizan

estas sustancias.

Actualmente las combinaciones empleadas (descontaminante - medio de
cultivo) para el protocolo convencional de cultivo se basan principalmente en el uso de
acido oxalico e hidroxido sédico con el medio de cultivo Lowenstein-Jensen, y el

protocolo que emplea HPC con el HEYM.

Para mejorar la tasa de deteccion de M.a.paratuberculosis se han modificado
alguno de los componentes de los medios de cultivo como ha sido la sustitucién de la
micobactina P (obtenida a partir de M. phlei) por la micobactina ] (obtenida a partir de
M.a.paratuberculosis) (Merkal y McCullough, 1982). Esto permitié la reduccién del
tiempo de incubacién, un incremento del niimero de colonias aisladas, deteccién de un
mayor ntimero de animales infectados y aislamiento de aislados dependientes de
micobactina ] que no crecian en medios con micobactina P. La incorporaciéon al medio
de cultivo de piruvato sédico (4,1 g/1) favorece también el tiempo de incubacion
(Merkal, 1984b; Merkal y Curran, 1974, Whitlock et al., 1992) aunque inhibe el
crecimiento de algunos aislados por lo que siempre se recomienda la inoculacion de las
muestras en medios con y sin piruvato sédico (Whitlock et al., 1992). Este es el caso de
los aislados ovinos y caprinos de M.a.paratuberculosis que crecen mejor en el medio de
Lowenstein-Jensen sin piruvato sodico (Juste et al., 1991b). La mayoria de los medios de
cultivo sélidos incorporan ademds agentes antimicrobianos para inhibir Ia
contaminacién con aquellos microorganismos que sobreviven a la fase de
decontaminacién (Stabel, 1997). Existen suplementos antibiéticos y antifangicos
comerciales, como por ejemplo PANTA que contiene polimixina B, vancomicina, acido

nalidixico, trimetoprim y azlocilina (Becton Dickinson Laboratories Inc.), y
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Mycobacteria Selectatab con polimixina B, carbenicilina, anfotericina B y trimetoprim

(MAST Diagnostics, Mast Laboratories Ltd., Reino Unido).
d. Cultivo de grupo de muestras.

Uno de los principales inconvenientes del cultivo bacterioloégico como técnica
diagnoéstica de la paratuberculosis es su coste econdémico cuando se emplea a un
rebafio. Para disminuirlo, Whittington et al. evaluaron un método de cultivo basado en
la mezcla del material fecal (Pooled Faecal Culture, PFC) de 50 animales en sustituciéon
de las pruebas serologicas para su aplicacién en las campafas de vigilancia en
Australia en ganado ovino (Whittington et al., 2000a). La proporciéon de una muestra
fecal infectada y 49 no infectadas fue suficiente para detectar todos los casos
multibacilares y la mitad de los casos paucibacilares. Debido a esto, su mayor
sensibilidad (95%) respecto a las técnicas seroldgicas (61%) (Sergeant et al., 2002) y su
menor coste, se recomienda esta técnica para la deteccion de M.a.paratuberculosis en
rebafios ovinos (Whittington et al., 2000a). La mezcla de material fecal también se
recomienda para programas de vigilancia de ganado bovino ya que los resultados
obtenidos son equivalentes a los obtenidos mediante cultivo individual de las muestras

(Kalis et al., 2000; Tavornpanich et al., 2004; Wells et al., 2002).

6.3.2.2. Cultivo radiométrico.

El método de cultivo radiométrico automatizado BACTEC 460 System (Becton
Dickinson Inc.) se basa en la detecciéon del crecimiento de las micobacterias mediante la
cuantificacion del #CO; liberado tras la metabolizacion del *C marcado presente en
algunos nutrientes del medio como el acido palmitico. Este sistema se ha adaptado del
que se usa para aislar M. tuberculosis en el hombre. El medio de cultivo empleado es
liquido (Middlebrook 7H12) y estd disponible en el mercado (BACTEC 12B, Becton
Dickinson Inc.), aunque es necesario afiadir los reactivos que permiten el crecimiento
de M.a.paratuberculosis (Collins et al, 1990) como son una mezcla antibidtica y
antifingica, PANTA (Whittington et al, 1998b) o VAN (Collins et al, 1990),

micobactina ] y yema de huevo (Cousins et al., 1995).

La principal ventaja de esta técnica es la precocidad en el tiempo de deteccion

de M.a.paratuberculosis (Collins et al., 1990; Cousins et al., 1995; Whittington et al.,
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1998b), incluso se han descrito aislamientos positivos a los 9 dias de la inoculacién de
los medios de cultivo (Damato y Collins, 1990). Debido a esta caracteristica este método
de cultivo estd particularmente recomendado para muestras de ganado ovino ya que
tardan mas tiempo en crecer y son mas dificiles de aislar que las procedentes de
muestras bovinas (Whittington et al., 1999a). El principal inconveniente de esta técnica
es la necesidad de trabajar con material radioactivo (Sockett et al., 1992a), ademas de

ser caro y requerir un equipo especial para la lectura de los viales.

Collins et al. en un estudio de campo con 987 heces bovinas compararon el
sistema de BACTEC con el cultivo convencional obteniendo aproximadamente la
misma sensibilidad (Collins et al., 1988). Posteriormente, el mismo investigador
concluyé que la sensibilidad de la técnica depende tanto del ntimero de bacilos
presentes en la muestra como de la mezcla antibiética y antifangica del medio de
cultivo (Collins et al., 1990). Desarrollaron una técnica de concentracion de las
micobacterias mediante filtracion y sustituyeron la mezcla comercial PANTA
(polimixina, anfotericina B, acido nalidixico, trimetoprim y azlocilina) por VAN
(vancomicina, anfotericina B y acido nalidixico). Con estas modificaciones se consiguio
doblar el nimero de muestras positivas por el método radiométrico en comparacién

con el método convencional.

Algunos autores han combinado la técnica de PCR con este método de cultivo
radiométrico para obtener una detecciéon rapida (reduce el tiempo del cultivo a 2-4
semanas) y especifica de M.a.paratuberculosis (Cousins et al., 1995; Whittington et al.,

1998b).

6.3.2.3. Cultivo automatizado no radiomeétrico.

Existen sistemas de cultivo automatizados no radiométricos basados en la
deteccion de alteraciones en la tension de oxigeno, diéxido de carbono o en la presién
en el interior del tubo de cultivo que se han empleado principalmente en micobacterias

distintas de M.a.paratuberculosis.

Actualmente existen tres métodos automatizados no radiémetricos que se han

ensayado para el cultivo y aislamiento de M.a.paratuberculosis, ROCHE MB check
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system (Becton Dickinson Inc.), BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson Inc.) y ESP
culture system II (ESP II, Trek Diagnostics Inc., Ohio, EEUU).

El método de ROCHE MB check system es un sistema de cultivo no
radiométrico, comercial y bifdsico, donde primero se siembra en medio liquido y
posteriormente en medio sélido con yema de huevo (Ridge, 1993; McDonald et al.,
1996). El tiempo de detecciéon es igual y la sensibilidad es mayor en animales

subclinicos cuando se compara con métodos de cultivo convencionales (Ridge, 1993).

La técnica de BACTEC MGIT 960 se ha aplicado en aislados de referencia de
M.a.paratuberculosis (Stitt et al., 1997) y en pacientes de Crohn (Schwartz et al., 2000). Es
un medio Middlebrook 7H9 enriquecido con 4cido oleico, albamina bovina, dextrosa y
catalasa (OADC), con adicién de una mezcla antibidtica (PANTA). Cada tubo de MGIT
contiene en su parte inferior una silicona donde se ha incorporado cloruro de
pentahidrato de Tris-4,7-difenil-1,10 fenantrolina rutenio que origina fluorescencia
cuando la concentracion de oxigeno disminuye. Este hecho se pone en evidencia frente

a la luz ultravioleta y/o por la presencia de turbidez no homogénea.

Otra técnica que se ha comenzado a utilizar en los laboratorios diagndsticos de
paratuberculosis es el sistema de cultivo TREK ESP II que mide tanto el consumo como
la produccién de gases. La tasa y el tiempo de detecciéon son mejores respecto a un
método de cultivo convencional, presentando la ventaja adicional de que detecta un
mayor ntimero de animales con bajo nivel de excrecion fecal de M.a.paratuberculosis

(Shin, 2000).

En un estudio comparativo de las dos dltimas técnicas de cultivo para la
deteccion de micobacterias en el complejo M. avium y M. tuberculosis, se concluy6é que
ambas técnicas ofrecen un nivel de sensibilidad y contaminacién parecidos (Williams-
Bouyer et al., 2000). Mediante cultivo convencional se aislaron especies del complejo M.
tuberculosis que no se identificaron en los medios automatizados, por lo tanto
recomiendan el uso conjunto de un método automatizado en medio liquido con un

medio sélido tradicional.
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6.3.2.4. Identificacién de M.a.paratuberculosis en medios de cultivo microbiolégico.

Una vez realizada la deteccién directa de M.a.paratuberculosis mediante métodos
microbioldgicos se requiere una fase de identificacion. En los casos que se emplean
protocolos de cultivo que emplean medios liquidos se realiza previamente una

resiembra en medio sélido para confirmar que se trata de un cultivo puro.

M.a.paratuberculosis es bioquimicamente inactivo por lo que actualmente no se
realiza una bateria de pruebas bioquimicas ya que la informacién que se obtiene no
consigue diferenciar a nivel de especie, y por otro lado son pruebas que requieren un
periodo largo de tiempo lo que aumenta considerablemente el tiempo para la

obtencién de resultados definitivos.

En un laboratorio de diagndstico, la pauta que se sigue para la identificacion de
M.a.paratuberculosis se basa en el andlisis conjunto de los resultados obtenidos con los

parametros que se describen a continuacion.

6.3.2.4.1. Caracteristicas del cultivo.

a. Analisis macroscépico de las colonias. La morfologia de una colonia tipica es
pequena (1-5 mm), rugosa y mate. Las colonias de M.a.paratuberculosis no son
pigmentadas, excepto ocasionalmente determinados aislados que se aislan a partir de
ovejas que poseen un pigmento amarillo-anaranjado (Stamp y Watt, 1954; Taylor, 1951;
Taylor, 1945; Mahmoud et al., 2002). Si el crecimiento se produce en el medio de
Herrold con yema de huevo las colonias suelen ser un poco mas grandes de las que
crecen en el medio de Middlebrook 7H11. Esta morfologia es muy parecida a la
descrita para M. avium, por lo tanto hay que analizar ademés otras caracteristicas para

poder llegar a un diagnéstico definitivo.

b. Velocidad de crecimiento. M.a.paratuberculosis se caracteriza por ser un
microorganismo de crecimiento lento, por lo que el tiempo que transcurre desde la
inoculacién de los medios de cultivo hasta que se observa crecimiento es un parametro
determinante. Cuando se trata de un cultivo primario, el aislamiento generalmente se
produce a las 4-5 semanas (Chiodini et al., 1984a), aunque es muy variable
dependiendo del aislado de M.a.paratuberculosis y de la especie animal, por ejemplo en

ganado ovino el tiempo de incubacién es mayor (Collins ef al., 1993a). Otro factor que
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influye es el tratamiento inicial que ha sufrido la muestra clinica, por ejemplo en
muestras de leche pasteurizada debido al tratamiento térmico, el tiempo que se
requiere para la obtencion de un cultivo positivo es mayor (Whitlock et al., 1992).
Cuando se trata de una resiembra, el tiempo necesario para la obtencién de colonias

visibles de M.a.paratuberculosis es menor.

c. Dependencia a la micobactina. M.a.paratuberculosis requiere un aporte externo de
micobactina en el medio de cultivo para su crecimiento en el laboratorio (Thorel et al.,
1990). Generalmente la muestra clinica se siembra en medios de cultivo sélidos con y
sin micobactina, y el aislado dependiente de micobactina crece exclusivamente en los
medios de cultivo con micobactina. Sin embargo, en algunos laboratorios realizan el
cultivo primario solo en medios con micobactina y las colonias sospechosas de ser
M.a.paratuberculosis las resiembran en medios de cultivo sin micobactina para
comprobar su dependencia al aporte externo de micobactina en el medio de cultivo.
Como ya hemos comentado anteriormente este pardmetro no es especifico de
M.a.paratuberculosis y hay que tener en cuenta una serie de parametros para realizar la

identificacion.
6.3.2.4.2. Analisis microscopico de las colonias.

Las especies bacterianas incluidas en el Género Mycobacterium son
microorganismos 4cido-alcohol resistentes y para comprobar esta caracteristica se
realiza una extensién con agua de las colonias en un porta y se someten a la tincién
especifica de Ziehl-Neelsen. La presencia de bacilos acido-alcohol resistentes se

confirma si se observan bacilos tefiidos de color rosa.

6.3.2.4.3. Identificacion genética de M.a.paratuberculosis.

La identificaciéon de las colonias sospechosas implica la realizaciéon de una
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) dirigida a una o varias secuencias genéticas

especificas de M.a.paratuberculosis.

Inicialmente, se realiza una extraccion del ADN a partir de las colonias
mediante un protocolo complejo de extraccion (Challans et al., 1994; Whipple et al.,
1987) o simplemente con el hervido de las colonias en agua ultrapura estéril (Liébana et

al., 1995). Posteriormente el ADN purificado se somete a una PCR para la amplificacion
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de secuencias especificas del ADN. Este protocolo consta de tres fases: 1)
desnaturalizacién para la separacion de la doble cadena de ADN; 2) hibridacién de los
cebadores o iniciadores de forma especifica a su secuencia de ADN complementaria; y
3) elongaciéon de la cadena complementaria. Este proceso se repite un ndmero
determinado de ciclos para la obtencién suficiente de ADN que permita ser visualizado

generalmente en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etido.

6.3.2.4.3.1. Secuencias de insercion.

Las secuencias de insercion son elementos genéticos cortos de ADN (0,8-2,5 kb)
que pueden moverse de una posicién cromosémica a otra del mismo o diferente
cromosoma que codifican proteinas relacionadas con su capacidad de transposicion,
como las proteasas (Fang et al., 1999). Las secuencias de inserciéon se han empleado
como elementos genéticos diana para la identificacién y caracterizacion molecular de
M.a.paratuberculosis mediante PCR y anélisis de los polimorfismos genéticos (RFLP). A
continuacién detallamos las secuencias de insercion mdas importantes en

M.a.paratuberculosis y su utilidad diagnostica.
a. 1S900.

Uno de los acontecimientos mds importantes en la historia de la
paratuberculosis fue la descripciéon por dos grupos de trabajo de una secuencia de
insercion especifica de M.a.paratuberculosis, la secuencia de insercion I1S900 (Collins et
al., 1989; Green et al., 1989). El tamafio es de 1.451 pares de bases y en el genoma de
M.a.paratuberculosis existen de 15 a 20 copias. Pertenece a la familia I1S110 que se
caracteriza por la ausencia de repeticiones inversas en sus extremos (Mahillon y
Chandler, 1998). Hay otras tres secuencias de insercién dentro de esta familia que
pertenecen al género Mycobacterium, dos en M. avium, IS901 (Kunze et al., 1991) e IS1110
(Herndndez et al., 1994) y una en M.a.silvaticum, 1S902 (Moss et al., 1992). La secuencia
IS900 tiene la capacidad de codificar dos proteinas, una transposasa denominada p43
de 399 aminoacidos codificada por la regién abierta de transcripcion ORF1 (open
reading frame 1) (Tizard et al., 1992) y una segunda proteina (hed) codificada por el
ORF2 de la cadena complementaria de IS900 con funcién desconocida (Doran et al.,

1994).
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Esta secuencia de insercién diferencia M.a.paratuberculosis de M. avium (Collins
et al., 1989; Vary et al., 1990) y M.a.silvaticum (Millar et al., 1995) y debido a esto se han
desarrollado técnicas de diagnostico e identificacion basadas en la reaccién en cadena
de la polimerasa dirigida a esta secuencia de insercién (IS900-PCR). Como describimos
en el capitulo de caracterizacion molecular (pagina 68) esta secuencia de insercién se
utiliza también para la tipificaciéon de aislados de M.a.paratuberculosis en combinaciéon
con un andlisis de polimorfismos genéticos (Restriction Fragment Lenght Polymorphism,

IS900-RFLP).

Ultimamente se han producido distintos hechos que hacen que la interpretaciéon
de los resultados obtenidos con la amplificacion mediante PCR de la secuencia de

insercion IS900 deba ser mas cuidadosa.

En primer lugar se han descrito fragmentos parecidos a I1S900 (IS900-like
sequences) en Mycobacterium spp. distintas de M.a.paratuberculosis (Cousins et al., 1999).
Cousins et al. en 1999 identificaron mediante PCR con los cebadores de Vary et al. (Vary
et al, 1990), fragmentos del mismo tamafio molecular que IS900. Mediante la
secuenciacion de la regiéon amplificada se observé que los aislados tenian una
homologia del 71-79% con M.a.paratuberculosis en la region amplificada y por lo tanto
no se trataba de un aislado de M.a.paratuberculosis sino de una micobacteria ambiental.
Debido a que el tamafio del fragmento amplificado mediante PCR era del tamafio
esperado para IS900 se recomendaba realizar una restriccion enzimatica de los
productos de PCR para evitar falsos positivos. Posteriormente, Englund et al. aislaron
en una micobacteria relacionada con M. cookii una secuencia con un 94% de identidad
con IS900 (Englund et al., 2002). En este caso se probaron distintas parejas de cebadores
para la PCR y el producto amplificado se sometié a una restriccién enzimatica. Los
resultados fueron los mismos que los obtenidos con ADN aislado de
M.a.paratuberculosis recomendédndose en este caso la secuenciaciéon del producto de
PCR para solucionar los problemas de falsos positivos. Para llegar a un diagnoéstico
definitivo de paratuberculosis hay que combinar la informacién obtenida tanto por
métodos convencionales (caracteristicas morfolégicas y de cultivo) como por técnicas
moleculares. En el estudio de Englund et al. aislaron una cepa pigmentada en cultivo

primario de una vaca, cuando la mayoria de los casos descritos de aislados
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pigmentados de M.a.paratuberculosis son en ganado ovino y por otro lado, el aislado
perdi6 su dependencia a la micobactina en la primera resiembra. Estos dos hechos ya

eran indicativos de que el aislado podria no tratarse de M.a.paratuberculosis.

En 1999, se amplificaron productos de PCR parecidos a IS900 en
microorganismos del complejo M. avium procedentes de pacientes con SIDA (Naser et
al., 1999). En este trabajo no se estableci6 si era una secuencia idéntica o con elevada
homologia respecto a IS900. Y por altimo, un analisis de BLAST® (Basic Local Alignment
Search Tool) de la region de 229 pares de bases que amplifica los cebadores de Vary et
al. (Vary et al., 1990), indica que ambos tienen una gran homologia con la secuencia de

insercion IS1626 descrita en aislados de M. avium (Puyang et al., 1999).

A pesar de los hechos descritos anteriormente esta secuencia de insercion sigue
siendo la herramienta de eleccién para la identificacion de M.a.paratuberculosis, pero ha
promovido la investigacién de nuevos elementos genéticos para su uso futuro en

técnicas diagndsticas en sustitucién o combinacién con IS900.
b. IS1311.

La secuencia de inserciéon IS1311 esta también descrita en el genoma de
M.a.paratuberculosis (Roiz et al., 1995; Collins et al., 1997) pero no es especifica de éste ya
que también se ha identificado en aislados de M. avium (Whittington et al., 1998a). Se
consideraba a esta secuencia de insercidon especifica del complejo MAC pero se ha
identificado también en otras especies de micobacterias como M. malmoense, M.
nonchromogenicum y M. scrofulaceum (Keller et al., 2002). Pertenece a la familia IS256 que
se caracteriza por poseer repeticiones inversas en sus extremos (Mahillon y Chandler,
1998). Comparandolo con IS900 tiene un menor ntimero de copias en el genoma (7-10

copias) y un menor peso molecular (1.317 p.b.).

Debido a mutaciones puntuales en la secuencia de ISI311 en el genoma de
M.a.paratuberculosis y M.a.avium, este elemento movil se emplea como herramienta
diagnoéstica para diferenciar entre aislados de M. avium y M.a.paratuberculosis, y
agrupar los aislados de M.a.paratuberculosis en tres tipos dependiendo del namero y

tamafio de los fragmentos de ADN obtenidos: tipo bovino (cattle C), ovino (sheep S) y
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bisonte (bison B) (Marsh et al., 1999; Whittington et al., 2001a)). En la tabla 7 detallamos

el tamafio molecular expresado en pares de bases para los distintos grupos.

Tabla 7. Tamafio molecular (p.b.) de los fragmentos obtenidos
con la restriccion enzimatica del producto de 1S1311-PCR.

Especie Tamaiio (p.b.)
tipo bovino (C) 67,218,285y 323
M.a.paratuberculosis  tipo ovino (S) 285y 323
tipo bisonte (B) 67,218, 323
M.a.avium 134,189 y 285

c. ISMav2.

En el afo 2001 se identificé mediante Andlisis de Diferencias Representativas
(Representational Difference Analysis, RDA) una nueva secuencia de insercion
caracteristica de M.a.paratuberculosis denominada ISMav2 (Strommenger et al., 2001).
Existen como minimo tres copias de 1.233 p.b. en el genoma y tras estudiar su utilidad
como herramienta diagnostica realizando una PCR con 79 aislados de
M.a.paratuberculosis, 9 aislados de M. avium y 9 cepas de referencia de otras
micobacterias se concluy6 que esta secuencia de insercién es una clara candidata para
métodos de diagndstico de la paratuberculosis basados en la PCR. Este hecho se ha
confirmado ya que un grupo de investigacion de Finlandia (Shin et al., 2004) ha puesto
a punto una PCR de diagnéstico basada en esta secuencia de insercion capaz de

detectar 5-8 genomas de M.a.paratuberculosis.

6.3.2.4.3.2. Otros elementos genéticos.
a. Secuencia f57.

En 1993 se describié una secuencia especifica de M.a.paratuberculosis de 620 p.b.
denominada 57 (Poupart et al., 1993). Esta secuencia se ha empleado en combinacién
con la secuencia reguladora del gen p34 (upstream p34 sequence, us-p34) para el
desarrollo de una PCR maltiple para la identificacion de M. bovis, M. avium y
M.a.paratuberculosis en muestras de tejido bovino fijadas con formalina y embebidas
con parafina (Coetsier et al., 2000). Los iniciadores dirigidos a la secuencia us-p34

permiten la diferenciacién entre micobacterias tuberculosas (M. bovis) y no
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tuberculosas (M. avium y M.a.paratuberculosis), y la amplificacion de un fragmento de

439 p.b. de la secuencia f57 permite la identificacion especifica de M.a.paratuberculosis.
b. Secuencia hspX (heat shock protein X).

La secuencia hspX es especifica de M.a.paratuberculosis y permite la
identificacion, caracterizacion y aplicaciéon en pruebas diagnosticas para diferenciar
M.a.paratuberculosis de otras especies de micobacterias (Ellingson et al., 1998). La
secuencia consta de 423 p.b. y codifica una proteina de choque térmico (heat shock
protein), denominada hspX, que se expresa en macréfagos bovinos y murinos infectados
con M.a.paratuberculosis (Bannantine y Stabel, 2000). Ellingson et al. (Ellingson et al.,
2000) desarrollaron una PCR con iniciadores dirigidos al gen hspX e IS900 (especificos
de M.a.paratuberculosis), gen del 16S ARNr e 1S1245 (especifico de MAC) e 15901
(especifico de M.a.avium). Los resultados preliminares son prometedores ya que no
solo detectaron y diferenciaron M.a.paratuberculosis de M. avium y otras especies de
micobacterias, sino que ademds demostré un nivel aceptable de reproducibilidad al

obtener los mismos resultados en dos laboratorios distintos.
¢. Elemento GS.

Tizard et al. aplicaron la técnica de Anélisis de Diferencias Representativas para
la identificacion de genes especificos de M.a.paratuberculosis identificando un
fragmento de 671 pares de bases presente en M.a.paratuberculosis, M.a.silvaticum y
algunos aislados del serovar 2 de M.a.avium (Tizard et al., 1998). Este fragmento forma
parte del denominado elemento GS de 6.596 p.b. y se caracteriza porque el contenido
en guanina y citosina (G+C) es menor que otros genes de estas especies bacterianas,
este bajo contenido en G+C puede deberse a que se ha adquirido de una fuente
exdgena. Los datos preliminares indican que el elemento GS codifica informacién

relativa a la composicion extracelular de polisacaridos (Sheridan et al., 2003).

En la tabla 8 detallamos los oligonucleétidos maés comunes para la
identificacion de bacterias del Género Mycobacterium, especialmente del complejo M.
avium 'y M. tuberculosis. En el caso de M.a.paratuberculosis, generalmente se aplica una
PCR mudltiple que incluye una pareja de oligonucleétidos especificos del Género

Mycobacterium (165 ARNr) y otra dirigida a la secuencia de inserciéon 1S900. Sin
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embargo, debido a la identificaciéon de secuencias de insercion IS900-like, en algunos

laboratorios se realizan ademds PCRs de identificacién dirigidas a otras secuencias

especificas de M.a.paratuberculosis (£57 o ISMav2), restriccién enzimatica del producto

amplificado (Cousins et al., 1999) o secuenciacién (Englund et al., 2002).

Tabla 8. Oligonucledtidos empleados para la identificacion de bacterias del Género
Mycobacterium. ADN diana, secuencia y tamafio esperado del producto amplificado en pares de

bases (p.b.).
Identificacion AD(1: tc)h)ana Primer Secuencia 5'—»3" Referencia
Género 165 ARNIr (1.030) Mycgen-F AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG' (Edwards et al., 1989)
Mycobacterium ) Mycgen-R TGC ACA CAG GCC ACA AGG GA (Boddinghaus et al., 1990a)
Complejo TBI-F GAA CAA TCC GGA GTT GAC AA ]
M.tuberculosis mpb70 (372) TB1-R AGC ACG CTG TCA ATC ATG TA (Cousins et al.,, 1991)

. Mycint-F CCTTTA GGCGCATGT CITTA (Wilton y Cousins, 1992)
M. intracellulare 165 ARNx (850) 0o TGC ACA CAG GCC ACA AGG GA (Boddinghaus et al., 1990a)
M. avium 168 ARNr (180) Mycgen-F AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG (Edwards et al., 1989)
subespecies Mycav-R ACC AGA AGA CAT GCG TCT TG (Wilton y Cousins, 1992)

. 1S901-F GCA ACG GTT GTT GCT TGA AA
M.a.avium 15901 (1.108) 1S901-R TGA TAC GGC CGG AAT CGC GT (Kunze et al., 1991)
M.a.avium Pl GCC GCC GAA ACG ATC TAC
Mahominissuis 0124 (427) P2 AGG TGG CGT CGA GGA AGA C (Guerrero et al,, 1995)
662-640 GAT CGC CTT GCT CAT CGC TGC CG
(217) 445-467 GAT CGG AAC GTC GGC TGG TCA GGA T (Green et al., 1989)
1S900/150C CCG CTA ATT GAG AGA TGC GAT TGG
@2) " 1900/921  AAT CAA CTC CAG CAG CGC GGC CTC G (Vary et al. 1990)
P36 GGC CGT CGC TTA GGC TTC GA
15900 (278) P11 CGT CGT TAA TAA CCA TGC AG (Moss et al., 1991)
90 GTT CGG CGC CGT CGT CGC TTA GG
(400) 91 CCC ACG TGA CCT CGC CTC CA (Sanderson et al., 1992)
M.ap
P90 GAA GGG TGT TCG GGG CCG TCG CTT AGG )
(413) P91 GGC GTT GAG GTC GAT CGC CCA CGT GAC (Millar et al., 1995)
1S900F TGG ACA ATG ACG GTT ACG GAG GTG G .
(454) IS900R GAT CGG AAC GTC GGC TGG TCA GGA T (Pavik et al., 1999a)
IPII20 GAT CAT TCC CGG ATG TGT G
ISMav2 (269) P21 AGA CTG CGG TGA AAC TGC T (Strommenger et al., 2001)
f57a GGT CGC GTC ATT CAG AAT C .
57 (439) 57b TCT CAG ACA GTG GCA GGT G (Coetsier et al., 2000)

6.3.3. Extraccion directa de ADN.

La extraccion de ADN combinada con una PCR especifica también puede

realizarse directamente en la muestra clinica. Esto conlleva una serie de ventajas

cuando se compara con la técnica de cultivo microbiolégico ya que es un protocolo

corto obteniéndose resultados muy rdpidos (Garrido et al., 2000b). Ademas, estos

protocolos son muy dtiles para la identificacion de aislados de M.a.paratuberculosis

dificiles de cultivar como son algunos aislados de ovejas. Sin embargo, la sensibilidad
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se ve afectada tanto por la presencia de inhibidores de la PCR en las muestras clinicas

(principalmente heces) como por la técnica de extraccion de ADN empleada.

La eliminacién de los inhibidores de la PCR para evitar falsos negativos, puede
realizarse mediante una purificacion del ADN (Whittington et al, 1999b),
neutralizaciéon de estos compuestos (Mori et al., 1999), realizando diluciones del ADN

obtenido (Garrido, 2001) o bien utilizando plasmidos indicadores (Englund et al., 1999).

Para el diagnéstico de rutina en un laboratorio, el método de extraccion del
ADN debe ser simple y eficaz sobre todo si se aplica en animales cuyo valor individual
es bajo. Debido a las caracteristicas especiales de la pared bacteriana de
M.a.paratuberculosis la mayoria de las técnicas de extracciéon que se emplean para la lisis
de otras bacterias no son eficaces para la rotura de M.a.paratuberculosis, por lo que hay
que usar técnicas mas enérgicas como la manipulacién con bolas de zirconio (Challans

et al., 1994).

Se han descrito distintos métodos de extraccion de M.a.paratuberculosis basados
en centrifugacion y tratamiento térmico (Whittington y Sergeant, 2001; Vary et al., 1990;
Garrido et al., 2000b), extraccién con xileno (Challans et al., 1994) o hidréxido sédico
(Bleumink-Pluym et al., 1994), técnica de dispersiéon en matriz sélida (Hines II et al.,
1994), captura del ADN mediante hibridaciéon o HC-PCR (Millar et al., 1995; Marsh y
Whittington, 2001) y la separacién inmuno-magnética o IMS-PCR (Mason et al., 2001).
Todos estos estudios evaluan el rendimiento de la extraccion de ADN pero la variedad

de técnicas empleadas dificultan la comparacién de los resultados.

En ganado bovino, la mayoria de los trabajos publicados determinan la utilidad
de estas técnicas para el aislamiento de M.a.paratuberculosis a partir de las heces (Chui
et al., 2004; Collins et al., 1993b; Halldorsdottir et al., 2002; Millar et al., 1995; Sockett et
al., 1992a; van der Giessen et al., 1992). En general se concluye que la extraccion directa
de ADN proporciona una sensibilidad ligeramente menor que el -cultivo
microbiolégico. Por ejemplo, Sockett et al. compararon los resultados obtenidos con el
cultivo convencional, radiométrico y con una técnica de extraccion de ADN. La
deteccion de M.a.paratuberculosis en las heces fue de 89,2%, 73,8% vy 55,0%

respectivamente (Sockett et al., 1992a). Existen muy pocos trabajos que determinen la
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utilidad de estas técnicas cuando se aplican en tejidos como por ejemplo los linfonodos

(Challans et al., 1994; Millar et al., 1995).

En la especie ovina también se han probado estas técnicas como alternativa al
diagnoéstico de la paratuberculosis (Collins et al., 1993a; Dimareli-Malli y Sarris, 2001;
Garrido et al., 2000b; Mason et al., 2001), en este caso debido a que los aislados ovinos
son muy dificiles de aislar mediante cultivo bacterioldgico, la sensibilidad de la PCR se
aproxima més a la del cultivo o incluso puede llegar a ser mayor. Dimareli-Malli et al.
realizaron un estudio en pequefos rumiantes comparando una técnica de extracciéon
directa de ADN y dos métodos de cultivo, uno convencional y otro que inclufa una
incubacion doble (Dimareli-Malli y Sarris, 2001). En el caso de las cabras la sensibilidad
de los métodos de cultivo (22,8% y 25,4%) fue mayor que el obtenido con el protocolo
de extraccién (17,2%). Pero sin embargo, en las ovejas la sensibilidad de la técnica de

PCR (13,2%) fue mayor que la obtenida mediante cultivo (5,9% y 8,8%).

Actualmente no existe una técnica que sustituya el método bacteriol6gico
convencional para el aislamiento e identificacion de M.a.paratuberculosis, y el uso de
estas técnicas de extraccion de ADN se recomiendan solamente como técnicas
complementarias de diagnéstico de la paratuberculosis principalmente en rebafios con
casos avanzados de la enfermedad donde el nimero de bacterias que se eliminan en

heces es elevado.

Existen distintas pruebas comerciales como Mycobacterium paratuberculosis ADN
probe (Idexx Laboratories Inc., Maine, EEUU), QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN,
Sussex, Reino Unido) y kit Adiavet® paratub (Adiagene, Saint Brieve, Francia) utilizados
para la deteccion directa de M.a.paratuberculosis a partir de muestras clinicas. El
protocolo mas utilizado es el de la casa comercial Idexx y ha sido empleado por
distintos grupos de investigacion (van der Giessen et al., 1992; Whipple et al., 1992;
Collins et al., 1993b; Sockett et al., 1992a) en combinacién con el cultivo convencional

y/o radiométrico para estudiar su utilidad diagnostica.

Los sistemas de extraccion de ADN y posterior aplicacion de la PCR también se
han aplicado en muestras de sangre en ganado ovino. Los resultados son satisfactorios
cuando se aplica en animales clinicamente enfermos, aunque tiene una menor tasa de

detecciéon que en linfonodos ileocecales, higado o ileon (Gwozdz et al, 1997). Esta
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metodologia no se recomienda para el diagnéstico de ovejas con una infecciéon

subclinica (Gwozdz et al., 2000b).

6.4. Deteccion de la respuesta inmune.

Aunque la técnica de eleccién para el diagnéstico de la paratuberculosis es la
deteccion directa del agente etiolégico mediante cultivo bacterioldgico, existen
alternativas diagndsticas basadas en la deteccion de la respuesta inmune del

hospedador frente a la infeccién con M.a.paratuberculosis.

Durante una infeccién con M.a.paratuberculosis, el animal desarrolla dos tipos de
respuesta inmune relacionadas con el estadio de la enfermedad y el tipo de lesiones. En
resumen, en los estadios iniciales de la infeccién predomina la respuesta de tipo celular
(fase tuberculoide) y a medida que la infeccién avanza comienza una respuesta de tipo

humoral (fase lepromatosa) provocada por la liberacién de bacilos de los macréfagos.

La interpretacion de los resultados obtenidos con las pruebas diagndsticas que
describimos a continuacién debe tener en cuenta distintos parametros que pueden
modificar los resultados. Este es el caso de la vacunacién (Burrells et al., 1995; Gilmour
y Brotherston, 1966) o la posibilidad de infecciones cruzadas con microorganismos que
comparten antigenos con M.a.paratuberculosis como es el caso de otras especies de
micobacteras o incluso otras bacterias como Nocardia spp. o Corynebacterium spp.
(Chiodini et al., 1984a; Gwozdz et al., 2000a). A esto hay que afiadir que los animales en
las fases finales de la enfermedad pueden presentar un estado de anergia por lo que no

son detectados por ninguna técnica inmunolégica.

6.4.1. Inmunidad celular (CMI).

Las técnicas basadas en la inmunidad celular son las técnicas de eleccién en los
estadios iniciales de la infeccion y se clasifican en técnicas in vivo o in vitro como se

detalla a continuacion.

6.4.1.1. Técnicas in vivo: test intradérmico o intradermorreaccion.

Esta técnica evalta la respuesta de hipersensibilidad retardada y se ha usado
durante muchos afios para el diagnéstico de la tuberculosis bovina. Para la

paratuberculosis como antigeno se inocula intradérmicamente un extracto proteico
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purificado (PPD) obtenido a partir de M.a.paratuberculosis, conocido como johnina o
paratuberculina (Kormendy, 1988). Debido a la similitud antigénica con M. avium, en
muchas ocasiones se usa la tuberculina aviar (PPD aviar) para el diagnéstico de la
paratuberculosis en el ganado bovino (Garrido et al., 2000a). En el ganado bovino y
caprino se inocula el antigeno en las tablas del cuello o en la espalda (Chiodini et al.,
1984a) mientras que en el ganado ovino es maés fécil de aplicar en el piegue de la cola
(Juste y Aduriz, 1990). La interpretacion de los resultados se realiza a las 24-72 horas
tras la inyeccion intradérmica midiendo el aumento de grosor de la piel. En el ganado
bovino si se produce un incremento en el grosor de la piel de 4 mm la prueba es

positiva, si es entre 2-4 mm es dudosa y si es menor de 2 mm la prueba es negativa.

A pesar de que ha sido una técnica muy usada para el diagndstico de esta
enfermedad, actualmente no se recomienda su uso ni como técnica diagnoéstica ni de
control de la enfermedad de Johne en una explotacion (Collins, 1996) debido a su baja
especificidad (79%) (Chiodini et al., 1984a; Cocito et al., 1994; Collins, 1996; Hermel,
1998), sensibilidad (54%) (De Lisle et al., 1980b; Hermel, 1998) y su falta de correlacion
con el estadio clinico de la enfermedad (Collins, 1996; Cocito et al., 1994; Chiodini et al.,
1984a). También se ha observado que algunos animales con infeccién por
M.a.paratuberculosis pueden ser positivos al test cutdneo de tuberculosis utilizando PPD
bovina y ademas existen problemas de reacciones cruzadas con micobacterias

ambientales (Waters et al., 1999).

6.4.1.2. Técnicas in vitro.

Estas técnicas se basan en la estimulaciéon de linfocitos vivos con extractos
proteicos purificados (PPD). El principal inconveniente de estas técnicas es que
requieren linfocitos viables para que la prueba sea vélida, por lo tanto todas las
estimulaciones deben realizarse en un periodo corto de tiempo después de la recogida
de la muestra lo que dificulta la aplicacion en un laboratorio diagndstico
principalmente cuando se trata de un volumen elevado de muestras o la zona de
muestreo se encuentra alejada del laboratorio. A continuacién detallamos las técnicas
basadas en la inmunidad celular aplicadas en M.a.paratuberculosis, aunque actualmente
la prueba mas empleada para el diagnoéstico de la paratuberculosis es la técnica de la

deteccion del gamma-interferon circulante.
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6.4.1.2.1. Prueba del gamma-interferon.

Esta técnica se basa en la liberacion de una citoquina denominada gamma-
interferon (y-IFN) por parte de los linfocitos T en respuesta a una estimulacién con
antigenos de M. bovis, antigenos de M. avium y a una estimulacion inespecifica (por
ejemplo fitohemaglutinina) para evaluar la viabilidad de las células (Wood et al., 1989;

Billman-Jacobe et al., 1992; Rothel et al., 1990).

En principio esta técnica se desarrollé para el diagndstico de la tuberculosis
bovina, pero el empleo de antigenos procedentes de M.a.paratuberculosis o M. avium ha
demostrado su utilidad para la deteccién de infecciones paratuberculosas (Burrells et
al., 1995; McDonald et al., 1999; Wood et al., 1989). Inicialmente la cuantificacién del y-
IFN se realizaba mediante un bioensayo, pero posteriormente se sustituyé por un

ELISA de captura que es una técnica mas sencilla y rapida (Rothel et al., 1990).

La producciéon de y-IFN varia dependiendo del estadio clinico del animal,
siendo las primeras fases de la infeccion los estadios en los que se recomienda el uso de
esta técnica (Stabel, 1996; Sweeney et al., 1998). En ganado bovino, la sensiblidad en
animales infectados subclinicamente se ha descrito de un 80% aproximadamente y de
un 100% en casos clinicos en relacion al cultivo fecal (Billman-Jacobe et al., 1992). En el
ganado ovino, el 87% de los animales en fases iniciales son positivos mientras que solo
se detectan un 36% de los animales clinicamente enfermos (Pérez et al., 1999). En el
ganado caprino, la respuesta obtenida se asemeja al ganado ovino, observandose una
variacion en la respuesta inmunoldgica dependiendo del tipo lesional y la fase clinica

del animal (Corpa, 1999).

Esta prueba tiene los inconveniente de reacciones cruzadas (Stabel, 1996),
procesamiento de la muestra antes de un determinado periodo de tiempo (Jones, 2000),
variacion en la respuesta dependiendo de la especie animal analizada (Stabel et al.,
2003) y elevado coste econémico. A pesar de estos inconvenientes y debido a las
caracteristicas de la respuesta inmune en animales infectados, actualmente es la técnica
mas empleada para el diagnostico de la respuesta de tipo celular en animales con
paratuberculosis en fases tempranas de la enfermedad. Su uso estd recomendado en

programas de control para disminuir la transmisién a animales adultos e identificar
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animales infectados antes de que desarrollen la enfermedad (Stabel, 1996; Sweeney et

al., 1998; Pérez et al., 1999; Stabel y Whitlock, 2001; Jungersen et al., 2002).

6.4.1.2.2. Prueba de la transformacion linfocitaria.

Esta prueba se basa en la regresion de las poblaciones de linfocitos
sensibilizados frente a los antigenos micobacterianos presentes en la PPD a un estado
de gran actividad nuclear (Buergelt et al., 1977; De Lisle y Duncan, 1981). Se caracteriza
por presentar una alta sensibilidad (Johnson et al., 1977) pero limitada especificidad
(Milner et al., 1981). El desarrollo de la técnica es muy complejo lo que limita su uso a

determinados estudios de investigacion.

6.4.1.2.3. Prueba de la inhibicion de la migracién leucocitaria.

Esta prueba se basa en la observacién del grado de dispersién de los leucocitos
incubados en presencia de un antigeno especifico. Cuando existe una sensibilizacion,
las células producen un factor inhibitorio de la migracién leucocitaria que provoca la
fijacion en la superficie. En un estudio realizado en ganado vacuno, esta técnica no fue

capaz de detectar los animales en fases preclinicas de la infeccién (Bendixen, 1977).

6.4.1.2.4. Expresion del receptor de la interleuquina 2.

Para la deteccion de la respuesta inmune celular en sangre de animales
infectados se ha desarrollado una técnica que mide mediante citometria de flujo la
expresion del receptor de la interleuquina 2 (IL-2R) en linfoblastos estimulados
antigénicamente (Whist et al., 2000; Storset et al., 2000). Esta técnica se ha aplicado en

ganado caprino pero es un método mds engorroso y en general menos sensible.

6.4.2. Inmunidad humoral.

Los métodos de diagnostico basados en la respuesta inmune tienen ciertas
limitaciones debidas principalmente a la variabilidad en la respuesta a nivel individual
(Jones, 2000; Nielsen et al., 2001), fase de la enfermedad en la que se encuentra el
animal infectado (Milner et al., 1990), signos inmunes de forma intermitente en la etapa
final de la enfermedad, y estados de anergia (Manning y Collins, 2001; Whittington y
Sergeant, 2001; Nielsen et al., 2001).
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La inmunidad humoral generalmente empieza 10-17 meses después de la
infeccion (Lepper et al., 1989) y se ha demostrado que el ganado vacuno adulto tiene
niveles més altos de anticuerpos que el ganado joven (McNab et al., 1991a; McDonald et
al., 1999). También hay que tener presente que un resultado negativo no prueba que el
animal estd libre de la infeccién, ya que puede ser reflejo Gnicamente de que las

muestras analizadas no contienen anticuerpos (Manning y Collins, 2001).

La sensibilidad de estas técnicas seroldgicas es mayor en animales con lesiones
lepromatosas (Shulaw et al.,, 1993; Clarke et al., 1996; Pérez et al., 1999), con un nivel
elevado de excrecion de M.a.paratuberculosis en heces (Sweeney et al., 1995; Sockett et
al., 1992a) o animales que se encuentran en las fases mas tardias de la enfermedad con
signos clinicos (Sweeney et al., 1995; Hilbink et al., 1994; Dubash et al., 1996; Milner et
al., 1990; Manning y Collins, 2001), siendo incapaces de identificar animales en fases
tempranas de la infecciéon. Por lo tanto, no son pruebas que sustituyan a las que
detectan la inmunidad celular sino que las complementan ya que diagnostican a los

animales en las distintas fases de la enfermedad.

Estas pruebas se caracterizan por su bajo coste, facilidad para obtener y
procesar las muestras asi como la rapidez en la obtenciéon de resultados. Debido a esto,
actualmente las técnicas serologicas son utilizadas como métodos de vigilancia en
rebafios para establecer el estado de la enfermedad (Manning y Collins, 2001), la
prevalencia de la paratuberculosis, identificar el ganado infectado y confirmar el

diagnoéstico de paratuberculosis en un animal con diarrea (Nielsen et al., 2001).

Todas las técnicas seroldgicas que se van a describir a continuacién comparten
un punto critico que es la necesidad del empleo de un antigeno especifico ya que en las
muestras clinicas que se procesan pueden existir otras micobacterias como pueden ser
M. bovis (en aquellos paises donde la tuberculosis es endémica) y M. avium que

provocan la existencia de reacciones cruzadas (Nielsen et al., 2001).

6.4.2.1. Fijacion del complemento (FC).

Esta prueba, basada en la fijacién del complemento a los anticuerpos frente a
M.a.paratuberculosis, es la que se exige con frecuencia en los documentos de sanidad

animal por muchos paises para la exportaciéon e importaciéon de animales.
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Presenta valores aceptables de especificidad (90-99%) pero su sensibilidad es
baja (18-40%) (Yokomizo et al., 1991; Ridge et al., 1991; Sockett et al., 1992c; Reichel et al.,
1999; Chiodini et al., 1984a). En ganado bovino la sensibilidad y la especificidad de la
FC es mas baja que la inmunodifusiéon en gel de agar (IDGA) y la técnica
inmunoenzimatica o ELISA (Nielsen et al., 2001; Collins, 1996; Sockett et al., 1992c). En
ganado ovino, se han descrito especificidades y sensibilidades del 80 y 50%
respectivamente (Juste y Aduriz, 1990). Debido a estos factores y a la obtencién de
falsos positivos y negativos, actualmente no se recomienda como técnica rutinaria de

diagnostico (Ayele et al., 2001).

6.4.2.2. Inmunodifusién en gel de agar (IDGA).

Es una técnica sencilla, rdpida y barata que se ha utilizado con éxito en
programas de control de ganado bovino, caprino y ovino (Dubash et al., 1996; Stehman,
1996). La metodologia es barata, sencilla y rapida. Se perforan tres pocillos en una
placa de agar donde se inoculan el suero problema, el control positivo y el antigeno
soluble. Posteriormente, las muestras difunden por el agar y si la muestra problema
contiene antigenos de M.a.paratuberculosis se produce una linea blanca de precipitaciéon
entre la muestra y el antigeno considerandose entonces el test como positivo. Existe
una prueba comercial, RJT™ Rapid Johne’s Test (ImmuCell, Maine, EEUU) con una
especificidad del 100% y sensibilidad del 85,2% en animales con sintomatologia clinica

que facilita el analisis de un elevado niimero de muestras.

Como ya hemos comentado anteriormente, los valores de sensibilidad varfan
dependiendo del estadio del animal. En el ganado vacuno, esta prueba es menos
sensible que el ELISA (Nielsen et al., 2001; Sockett et al., 1992c; Colgrove et al., 1989). En
un estudio realizado en ganado bovino por Sherman et al. (Sherman et al., 1984) los
valores de sensibilidad para casos clinicos y subclinicos eran de 96,9% y 10,8%
respectivamente. En otros estudios realizados en animales excretores sin signos clinicos
la sensibilidad variaba del 18,4 al 40,5% (Sockett et al., 1992¢c; Sherman et al., 1990). Los
valores de especificidad estdn cercanos al 100% (Garrido et al., 2000a; Ayele et al., 2001;
Nielsen et al., 2001), por lo que se recomienda esta técnica para la confirmacion rapida

de casos sospechosos.
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En ganado ovino, la sensibilidad en animales clinicamente sospechosos
confirmados bacteriolégicamente es del 100% (Juste et al., 1988), exisistiendo una
relacion directa entre el nivel de detecciéon de esta prueba con el tipo de lesiones que
presentan los animales. Los resultados obtenidos mediante esta técnica en ovejas son
comparables al ELISA, aunque pueden aparecer mas falsos positivos debido a
reacciones  cruzadas con otros microorganismos como  Corynebacterium
pseudotuberculosis, agente etiologico de la linfadenitis caseosa (Manning y Collins,
2001). En el ganado caprino, se han descrito sensibilidades del 77,5% y una
especificidad del 80% (Sherman y Gezon, 1980). La IDGA detecta animales con formas
lesionales severas y con gran presencia de bacilos lo que permite detectar los animales
excretores de M.a.paratuberculosis en las heces y por lo tanto los de mayor riesgo para el
rebafio (Dimareli-Malli et al., 1991; Garcia Marin et al., 1994; Pérez et al., 1997; Shulaw et
al., 1993).

6.4.2.3. Técnica inmunoenzimatica (Enzyme Linked Immunosorbent Assay o ELISA).

Actualmente el método ELISA es la técnica de diagnéstico inmune mas
utilizada para una gran cantidad de enfermedades. Esta técnica se basa en la unién
especifica de los anticuerpos presentes en el suero problema con los antigenos de
M.a.paratuberculosis que estan fijados a la placa del ELISA. Para calcular la cantidad de
antigeno presente en la muestra se emplea un método colorimétrico que permite medir
la intensidad de color gracias a un lector de ELISA dando los valores como densidades
6pticas (DO). Los resultados se obtienen comparandolos con los controles positivos y
negativos. Actualmente existen en el mercado pruebas comerciales como,
Mycobacterium paratuberculosis Antibody Test Kit (Idexx Laboratories Inc.), Parachek™
(Central Serum Laboratory (CSL) Ltd., Victoria, Australia) y Allied ELISA monitor kit
(Allied Monitor), que reducen el trabajo, el tiempo de realizaciéon de la técnica,
permiten el diagnostico de un gran volumen de muestras y presentan muy buena
reproducibilidad (Collins et al., 1993). Ademads, los puntos de corte pueden ser
modificados en funcién de los objetivos del estudio y la prevalencia de la enfermedad

(Sockett et al., 1992c).

Desde el empleo por primera vez de esta técnica para el diagnostico de la

paratuberculosis en ganado bovino en 1978 (Jorgensen y Jensen, 1978), se han realizado
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distintas modificaciones en los reactivos (principalmente en el antigeno), asi como la

preadsorcién de los sueros con Mycobacterium phlei.

Los antigenos mas empleados han sido el antigeno protoplasmético crudo o
PPA-3 (Yokomizo et al, 1983; Molina et al, 1991), el polisacarido completo
lipoarabinomanano o LAM, antigenos A y D (Sugden et al., 1989), proteinas de choque
térmico: hsp65 y hsp70 (Colston et al., 1994; Stevenson et al., 1991), y el péptido
recombinante a362 (Vannuffel et al., 1994). También se han modificado los compuestos
portadores de las enzimas que se unen a los anticuerpos, siendo los mas empleados el
anti-Ig G de especie (Clarke et al., 1996; Spangler et al., 1991) y anticuerpos de varias
especies como la proteina A y la G (Garrido et al., 2000a; Reichel et al., 1999).

Para eliminar las reacciones cruzadas con anticuerpos inespecificos como
Nocardia o Corynebacterium spp. (Nielsen et al., 2001) se ha investigado el efecto de la
preadsorcion de los sueros con M. plhei (Milner et al., 1987; Yokomizo et al., 1985). Este
paso de preadsorcion ha permitido incrementar tanto la sensibilidad como la
especificidad de la técnica (Yokomizo et al.,, 1985; Darcel y Logan-Handsaeme, 1998;
Cox et al., 1991; Collins y Sockett, 1993). Milner et al. con la incorporaciéon de este paso
en el protocolo obtuvieron una sensibilidad del 57% y una especificidad del 98,9% en

ganado bovino (Milner et al., 1990).

En el ganado bovino, existe una relacién directa con el estadio de la enfermedad
obteniéndose valores de sensibilidad mas elevados en casos avanzados de la
enfermedad (87-88,2%) en comparacion con estadios preclinicos (15-24,6%) (Collins y
Sockett, 1993; Sweeney et al., 1995). Collins et al. analizaron tres grupos de animales
dentro de un mismo rebafio: infectados sin sintomas no eliminadores, infectados sin
sintomas eliminadores y enfermos clinicos, obteniendo una sensibilidad del 24,6%,
56,5% y 88,2%, respectivamente. En este caso la sensibilidad de la técnica en el conjunto
del rebafio era del 45,5% (Collins y Sockett, 1993). Estos valores coinciden con otros
autores que ademads estiman la especificidad de la técnica en un 99% (Collins et al.,

1991; Sweeney et al., 1995).

Existen diverson estudios que comparan los resultados obtenidos con esta
técnica con la IDGA y FC. Concretamente, el ELISA es analiticamente mds sensible y

especifico que la IDGA y la FC (Cocito ef al., 1994; Collins, 1996; Milner et al., 1990;
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Reichel et al., 1999; Spangler et al., 1992; Jorgensen y Jensen, 1978). Por ejemplo, Sockett
et al. realizaron un estudio comparativo de las tres técnicas seroldgicas (FC, IDGA,
Allied ELISA y CSL ELISA) obteniendo resultados de sensibilidad de un 38,4, 26,6, 58,8
y 43,4% respectivamente (Sockett et al., 1992c).

En la especie ovina y caprina, la prueba de ELISA presenta unos valores
generales de sensibilidad entre el 48-96% y una especificidad del 84-95% (Clarke et al.,
1996; Juste y Aduriz, 1990; Molina et al., 1991; Pérez et al., 1997). Estos resultados se
relacionan con los distintos tipos lesionales, de tal forma que en los animales con
lesiones difusas multibacilares los valores ascienden a un 86-95% mientras que en
animales con lesiones difusas paucibacilares los valores disminuyen hasta el 10-20%
(Clarke et al., 1996; Pérez et al., 1997). En el ganado ovino la técnica ELISA junto con la
IDGA tienen una sensibilidad parecida aunque la IDGA es maés especifica (Hope et al.,

2000).

Actualmente por razones de desarrollo y automatizacion, esta prueba es la mas
usada para determinar el nivel de infeccion en rebafos (screening test) y es el que se usa

en la mayoria de programas de control (Nielsen et al., 2001; Ayele et al., 2001).
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7. CARACTERIZACION MOLECULAR.

Las técnicas de caracterizacion molecular permiten analizar la diversidad
genética de los aislados de M.a.paratuberculosis. Esto es muy importante desde el punto
de vista epidemiolégico para facilitar y asegurar el éxito de las medidas y programas
de control de la paratuberculosis en las explotaciones. Los principales objetivos de la
epidemiologia molecular de esta enfermedad son: 1) estudiar la existencia de aislados
de M.a.paratuberculosis especificos de una determinada especie animal o localizacién
geografica; 2) establecer los reservorios de M.a.paratuberculosis tanto en animales
domeésticos como salvajes, asi como en el medio ambiente para determinar el papel que
juegan en el mantenimiento de la enfermedad; y 3) estudiar la relacién que existe entre
los aislados de M.a.paratuberculosis aislados a partir de los animales y pacientes de

Crohn.

Para el estudio de la epidemiologia de una enfermedad ademas de la aplicaciéon
de técnicas moleculares en los aislados identificados también es muy importante
realizar un estudio epidemiolégico tradicional que incluya datos como antecedentes
histéricos de la explotacion, sintomatologia clinica, mortalidad, contacto con animales
salvajes, etc. La combinacién de todos estos datos origina una informacién que permite
estudiar la epidemiologia de una forma global en la explotacion teniendo en cuenta

todos los parametros que interfieren con el desarrollo de la enfermedad.

Se han empleado diversas técnicas moleculares que se han ido perfeccionando y
ampliando a lo largo de los afios para facilitar una mayor discriminaciéon entre los
distintos aislados de M.a.paratuberculosis. Una de las primeras técnicas de tipificacion
empleada fue el andlisis de la restricciéon enzimaética (Restriction Enzyme Analysis, REA)
del ADN de M.a.paratuberculosis con las endonucleasas Bcl 1, BstEll, Pstl y Poull
(Whipple et al., 1989; Collins y De Lisle, 1986; Whipple et al., 1987). Esta técnica es ttil
para la diferenciacion entre especies de M. avium y M.a.paratuberculosis pero tiene dos
inconvenientes que la han desplazado como técnica de tipificacion. Por una parte, los
perfiles obtenidos con el ADN digerido son dificiles de interpretar debido al elevado
nimero de bandas, y por otro lado el grado de diferenciaciéon entre los distintos

aislados de M.a.paratuberculosis es muy bajo.
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A continuacién se describen las técnicas moleculares més empleadas y las que
actualmente estan en estudio ya que seran el futuro de la epidemiologia molecular de

M.a.paratuberculosis.

71. Analisis de polimorfismos genéticos (Restriction Fragment Length

Polymorphism, RFLP).

La descripcion de elementos genéticos estables en el genoma de
M.a.paratuberculosis facilité la aplicaciéon de técnicas de hibridacion basadas en la
restriccion enzimatica del ADN con una posterior hibridacion con sondas dirigidas a
secuencias especificas de M.a.paratuberculosis. Desde la descripcion en 1989 de la
secuencia de insercién IS900 (Collins et al., 1989; Green et al., 1989), esta ha sido la
secuencia diana mas utilizada en combinacién con un anélisis de los polimorfismos del

ADN obtenidos mediante restriccion enzimatica (IS900-RFLP).

En 1990, Collins et al. (Collins et al., 1990) realizaron un estudio con aislados de
M.a.paratuberculosis de distintas especies (bovino, ovino, caprino y humano) y
localizaciones geograficas (Nueva Zelanda, Australia, Noruega y Dinamarca). El
resultado fue muy satisfactorio en comparacién con los resultados obtenidos hasta ese
momento, ya que permitié dividir a los aislados en dos grandes grupos dependiendo
de la especie animal y las caracteristicas de cultivo. El primer grupo denominado como
grupo o genovar bovino (cattle group, representado como C), incluia todos los aislados
bovinos del estudio aunque también estaba formado por algtn aislado de oveja, cabra
y hombre. El segundo grupo incluia aislados ovinos por lo que se le denominé grupo o
genovar ovino (sheep group, representado como S) a pesar de que en este tltimo grupo
también se incluy6 un aislado caprino de Nueva Zelanda. El genovar S se caracterizaba
por tener una tasa de crecimiento mucho mas lenta que el genovar C. Un aislado ovino
de Canada presentaba un perfil intermedio entre el grupo C y S por lo que se le incluyé
en el denominado grupo intermedio (Intermediate group, representado como I). Esta
clasificacion en los grupos C y S fue confirmada posteriormente por otros laboratorios
de investigacion (Thoresen y Olsaker, 1994; Bauerfeind et al., 1996; De Lisle et al., 1992),
aunque Whipple, et al. (Whipple et al., 1990) no pudieron relacionar los polimorfismos
obtenidos con el origen animal ya que todos los aislados de ovejas se incluian en el

mismo grupo que las vacas.
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Inicialmente esta clasificaciéon sugiere la adaptaciéon de las ovejas a un
determinado grupo genético, sin embargo se ha aislado M.a.paratuberculosis
perteneciente al genovar ovino a partir de vacas (Taylor, 1953; Whittington et al.,
2001b). El trabajo de Taylor et al. fue criticado porque realizaron la infeccién
experimental de las vacas con una dosis elevada que no se correspondia con una
infeccion natural de M.a.paratuberculosis (Taylor, 1953). Sin embargo en el afio 2001,
Whittington et al. realizaron un estudio mediante PCR de la secuencia de inserciéon
IS900 en muestras negativas bacteriolégicamente, identificando aislados de
M.a.paratuberculosis pertenecientes al grupo ovino en ganado vacuno infectado de

forma natural de Australia e Islandia (Whittington et al., 2001b).

A pesar de estas excepciones, estd aceptada la clasificacion de los aislados de
M.a.paratuberculosis en dos grandes grupos, uno de los cuales engloba los aislados
ovinos, y otro los aislados bovinos y de otras especies animales. Esta clasificaciéon
basada en pruebas genéticas se corresponde con los requerimientos para el cultivo ya
que los aislados del genovar ovino son més dificiles de cultivar y requieren un periodo
de incubacion mayor que los aislados de M.a.paratuberculosis del grupo bovino (Juste et

al., 1991b; Taylor, 1951; Whittington et al., 2001b).

La técnica de IS900-RFLP ha sido la mds utilizada para la caracterizacion
molecular de los aislados de M.a.paratuberculosis, aunque en muchas ocasiones la
comparacién de los resultados era dificil debido a una falta de estandarizacién tanto
del protocolo de la técnica como de la nomenclatura de los perfiles obtenidos. La
unidad de micobacteriologia de Brno (Reptublica Checa) fue la responsable de recopilar
los resultados obtenidos por los distintos laboratorios (Whipple et al., 1990; De Lisle et
al., 1992; De Lisle et al., 1993; Collins et al., 1990) y proponer una estandarizacioén de la
técnica de IS900-RFLP con las enzimas de restriccion BstEIl y Pstl (Pavlik et al., 1999a).
Esta informacién puede consultarse también en la direccion de Internet
http:/ /www.vri.cz/ default.asp?page=/labs/tbc/default.htm. En este estudio se
analizaron 1.008 aislados de M.a.paratuberculosis procedentes de 22 paises y se
obtuvieron un total de veintiocho tipos de RFLP utilizando la combinacién PstI-BstEIL.

Trece perfiles designados de la A a la M con la endonucleasa Pstl, y con la enzima
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BstEIl se identificaron 25 perfiles que se agruparon en tres grupos, el grupo C (perfiles

C1-C20), el grupo S (perfiles S1-S3) y el grupo I (perfiles I1-12).

La discriminacién de una técnica, estd directamente relacionada con las enzimas
de restriccion empleadas. En este sentido, a pesar del estudio realizado en el afio 2000
con distintas enzimas de restricciéon (BstEll, Pstl, Poull, BamHI, Alul, Xhol y Dral) que
concluia que la enzima BamHI era la mas eficaz para detectar polimorfismos (Cousins
et al., 2000), en la actualidad la mayoria de los estudios de tipificacion mediante 1S900-
RFLP siguen empleado las enzimas de restricciéon BstEIl, Pstl y Poull, siendo la enzima
BstEII la que ofrece un mayor grado de discriminacion entre los aislados (Collins et al.,
1990). Esto se debe a que existe una base de datos de IS900-RFLP con BstEII que facilita
la comparacion de perfiles y por lo tanto el estudio de la distribucién de los mismos

entre las distintas especies animales asi como localizaciones geograficas.

La secuencia de insercion IS1311 se ha usado también como sonda en la técnica
de RFLP (IS1311-RFLP) en aislados de M.a.paratuberculosis de vacas, ovejas y ciervos
obteniendo los mismos resultados que con IS900-RFLP (Collins et al., 1997). Teniendo
en cuenta estos resultados, no es probable que IS1311 sustituya a IS900 como secuencia
diana en estas técnicas moleculares debido a que IS900 es especifica de

M.a.paratuberculosis y hay un mayor ntimero de copias en el genoma que de IS1311.

7.2. Técnica de electroforesis en campo pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis,

PEGE).

La Electroforesis en Campo Pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis, PFGE)
descrita por primera vez en 1984 (Schwartz y Cantor, 1984) se basa en la fragmentacién
mediante restricciéon enzimética del genoma bacteriano, para posteriormente mediante
una electroforesis multidireccional separar los fragmentos y representar un perfil de
bandas que es caracteristico y tipico de cada aislado de M.a.paratuberculosis. En esta
técnica el cambio de direccion de la corriente permite la reorientacion de los
fragmentos del ADN en funcién de su tamafio. Los distintos perfiles de PFGE que se
obtienen son consecuencia de distintos sucesos genéticos como mutaciones puntuales
que producen o eliminan puntos de corte e inserciones o deleciones de un fragmento

de ADN en el punto de corte de la enzima de restriccion (Tenover et al., 1995). La
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técnica de PFGE se diferencia de la electroforesis convencional en que ésta es una
electroforesis unidireccional incapaz de separar fragmentos de mas de 20 kilobases (kb)

de tamaiio.

Para evitar la ruptura del ADN mediante manipulaciones mecénicas durante la
extraccion del ADN, las bacterias se embeben en agarosa de bajo punto de fusién y el
ADN se extrae dentro de estos bloques de agarosa (Charvin et al., 1991). La técnica de
PFGE se ha empleado como herramienta epidemiolégica en organismos de los
complejos M. tuberculosis (Singh et al., 1999; Feizabadi et al., 1996b) y M. avium (Levy-
Frebault et al., 1989; Coffin et al., 1992; Feizabadi et al., 1997); y en aislados de M.
fortuitum (Hector et al., 1992; Legrand et al., 2002), M. gordonae (Lalande et al., 2001), M.
malmoense (Doig et al., 2002), M. phlei (Coffin et al., 1992), M. chelonae y M. terrae
(Vanitha et al., 2003). Solo habia descrito un trabajo especifico para la caracterizacién de
M.a.paratuberculosis mediante PFGE (Feizabadi et al,, 1997) pero gracias al trabajo
realizado en esta tesis, hemos publicado el primer estudio exhaustivo de
caracterizaciéon molecular de aislados pigmentados y no pigmentados de
M.a.paratuberculosis con la técnica de PFGE (Stevenson et al., 2002), asi como un estudio
de caracterizacién molecular de aislados caprinos de M.a.paratuberculosis (de Juan et al.,
2005). La descripcion de los objetivos y resultados de estos estudios lo detallamos en la

péagina 185.

7.3. Técnicas basadas en la PCR.

Tanto para la técnica de IS900-RFLP y PFGE se necesita una cantidad y calidad
de ADN elevada para obtener resultados interpretables. Debido a esto, estas técnicas
no se pueden aplicar en aislados de M.a.paratuberculosis dificiles de cultivar (por
ejemplo, aislados ovinos o de pacientes de Crohn) o en ADN extraido directamente de
la muestra clinica. Esto ha hecho que actualmente estén en estudio distintas técnicas
basadas en la PCR ya que requieren una baja concentraciéon de ADN genémico y por lo

tanto se pueden aplicar en los casos descritos previamente.
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7.3.1. Restriccion enzimatica de los productos amplificados mediante PCR de la

secuencia de insercion 1S1311 (IS1311PCR-REA).

Un grupo de investigadores australianos han realizado un estudio de
tipificacion basado en la secuencia de inserciéon IS1311 presente en el genoma de
M.a.paratuberculosis y M.a.avium. La secuencia del IS1311 tiene 5 mutaciones puntuales
entre ambas especies en las posiciones 68, 236, 422, 527 y 628, y una mutacién adicional
en la posicion 223 en los aislados de M.a.paratuberculosis de genovar bovino o C
(presencia de timina en algunas copias de IS1311) que no estaba presente en los del
genovar ovino o S (presencia de citosina) (Whittington et al., 1998a). La amplificaciéon
por PCR de un fragmento de 608 pares de bases de IS1311 combinado con una
restriccion enzimatica (REA) con Msel y Hinfl pone de manifiesto estas mutaciones
(Marsh et al., 1999). Los dos grupos obtenidos (C y S) se corresponden con los descritos
mediante IS900-RFLP, con la ventaja de que la técnica IS1311PCR-REA es mas rapida y
sencilla. El dnico inconveniente es que esta técnica da una clasificaciéon global sin
subdividir cada grupo como ocurre con el protocolo de IS900-RFLP, que por ejemplo

divide el grupo bovino en 20 perfiles distintos del C1 al C20 (Pavlik et al., 1999a).

Posteriormente, se describié un tercer grupo en bisontes de los Estados Unidos
de América que se caracterizan por la presencia de una timina en posicién 223
(Whittington et al., 2001a). En este caso particular el anélisis de IS1311 mediante PCR-
REA fue mas dicriminativo que la técnica de IS900-RFLP ya que dividi6 el perfil del
grupo C obtenido mediante IS900-RFLP en dos grupos, el grupo B (bison) y C (cattle).

Collins et al. han identificado un fragmento de ADN de 0,3 kb que contiene
secuencias de 12 p.b. en el grupo ovino pero no en el grupo bovino. Esta diferencia en
la presencia o ausencia de estas secuencias de ADN permiti6 el desarrollo de una PCR
multiple que origina un fragmento de 310 p.b. y 162 p.b. en el grupo bovino y ovino
respectivamente (Collins et al., 2002). Esta PCR también clasifica los aislados de
M.a.paratuberculosis en grupo ovino y bovino, como las técnicas de IS900-RFLP o

IS1311PCR-REA, pero de una forma mds répida y sencilla.

72



Introduccion

7.3.2. PCR maltiple de 1S900 loci (Multiplex PCR of 15900 loci, MPIL).

M.a.paratuberculosis tiene de 14 a 18 copias de IS900 integradas en zonas
conservadas del genoma. Bull et al. secuenciaron las regiones flanqueadoras de 14 1S900
loci y con la informaciéon obtenida desarrollaron una PCR madltiple. La aplicaciéon de
esta PCR en 81 aislados de M.a.paratuberculosis permitié la identificacién de 10 tipos de
MPIL en comparacién con los 17 perfiles que se obtuvieron con estos mismos aislados
pero con la técnica Pstl-BstEIl IS900-RFLP (Bull et al., 2000a). Los resultados
preliminares obtenidos con esta técnica son muy prometedores, pero por el momento
la MPIL tiene un menor grado de discriminacién que el IS900-RFLP aunque estos
resultados pueden mejorar al secuenciar las regiones flanqueadores de las 4 copias de

IS900 restantes.

En otro estudio analizaron 210 aislados de M.a.paratuberculosis mediante esta
técnica obteniendo un dendrograma con dos grandes grupos (A y B). El grupo A estaba
formado por la mayoria de los aislados analizados y a su vez estaba dividido en 18
tipos (A1-A18), estando el 78% de los aislados bovinos analizados en el A18. En este
trabajo concluyeron que el grado de similitud genética entre aislados de
M.a.paratuberculosis, independientemente del &rea geografica, es muy limitada

(Motiwala et al., 2003).

7.3.3. Técnicas en estudio para su aplicacién en M.a.paratuberculosis.

En este apartado se describen brevemente tres técnicas basadas en la PCR que
estdn actualmente en estudio para su aplicacién en futuros estudios epidemiolégicos

de la paratuberculosis.

La técnica de amplificacion del ADN mediante PCR con iniciadores de
secuencia aleatoria (Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD) se basa en una PCR
con iniciadores de secuencia arbitraria mas cortos de lo normal con una fase de
hibridacién de 36°C que asegura la unién a un gran ntmero de secuencias del genoma
lo que da lugar a distintos perfiles electroforéticos. Esta técnica se ha ensayado como
técnica de identificacion y caracterizacién de aislados de M.a.paratuberculosis (Pillai et
al., 2001; Scheibl y Gerlach, 1997). A pesar de ser una técnica rapida presenta una baja

reproducibilidad, alto coste y es menos discriminatoria que el protocolo de 1S900-
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RFLP, esto hace que su uso en la epidemiologia molecular de M.a.paratuberculosis esté

todavia en desarrollo.

Los Mycobacterial intespersed repetitive units (MIRU) son secuencias de ADN de
pequeno tamafio distribuidas en el genoma en una tnica o mdultiples copias.
Actualmente la combinacion de MIRU con PCR se aplica como técnica de
caracterizaciéon molecular de M. bovis (Roring et al., 2004), sin embargo en el complejo
MAC se ha empleado tnicamente para disefiar un protocolo de PCR que diferencia

entre M.a.paratuberculosis, M.a.avium y M. intracellulare (Bull et al., 2003b).

En el estudio realizado por Motiwala et al. ademas de analizar los aislados
mediante la técnica de MPIL, también realizaron la técnica denominada Amplified
fragment length polymorphism (AFLP) obteniendo los mismos resultados de baja
heterogeneidad genética en aislados bovinos de M.a.paratuberculosis (Motiwala et al.,

2003).

Por udltimo, la técnica denominada multilocus variable-number tandem-repeat
analysis (MLVA) también ha sido empleada para la caracterizaciéon molecular de
aislados de M.a.paratuberculosis (Overduin et al., 2004). En este estudio se compararon
las técnicas de MLVA e IS900-RFLP, poniendo de manifiesto que la técnica de MLVA
es apropiada para la investigacion epidemiolégica de M.a.paratuberculosis ya que fue

capaz de subdividir el perfil mds coman de RFLP en 6 subtipos.

74



Introduccion

8. CONTROL DE LA ENFERMEDAD.

La paratuberculosis es una enfermedad que afecta a un elevado ntimero de
animales causando graves pérdidas econémicas siendo el control de la misma una
herramienta imprescindible para conseguir la erradicacion en las zonas afectadas. El
largo periodo de incubacién de la enfermedad, la presencia de animales subclinicos en
la explotacién, la falta de herramientas diagndsticas adecuadas, asi como la falta de
conocimiento de la diversidad genética de M.a.paratuberculosis afectan de forma directa

en los programas de control y erradicacion de la paratuberculosis.

Por lo tanto el éxito de los programas de control se basa en la valoracién de los
riesgos, el establecimiento de pautas de control especificas dependiendo del tipo de
explotacion, especie animal y grado de infeccién, y la formacién del personal que lleva
a cabo el programa de control. Un programa de control tiene dos objetivos
principalmente: 1) disminuir el contacto de animales susceptibles con animales
infectados y el medio ambiente; y 2) reducir el nimero de animales que evolucionan a
un estado clinico de la enfermedad. De esta forma, al disminuir el nimero de animales
infectados en la explotaciéon se reduce también la contaminacién ambiental de la

misma.

Cuando se lleva a cabo un programa de control hay que tener en cuenta el ciclo
biologico de M.a.paratuberculosis asi como las posibles fuentes y rutas de transmision

tanto en el medio ambiente como en el hospedador.

8.1. Supervivencia de M.a.paratuberculosis en el medio ambiente.

En lo referente al medio ambiente, se considera que la contaminacion del
entorno es una de las formas mas comunes de transmision de M.a.paratuberculosis a los
animales. Esto se debe a que la principal via de excrecion de M.a.paratuberculosis son las
heces y este microorganismo sobrevive largos periodos de tiempo en el medio
ambiente (Jorgensen, 1977; Lovell et al., 1944; Larsen et al., 1956). La elevada resistencia
de M.a.paratuberculosis fuera del hospedador por lo tanto influye directamente en la

epidemiologia de la enfermedad, y con ello las estrategias de control.

Existe muy poca informaciéon respecto al comportamiento de

M.a.paratuberculosis frente a los agentes fisicos y/o quimicos, y ademads la mayoria de
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los datos publicados son anteriores al afio 1985. El informe de la Federacion
Internacional de Lecheria (IDF) del afio 2001 analiza los distintos factores que afectan la
viabilidad de M.a.paratuberculosis (Collins et al., 2001). Con todos los datos recogidos en
este informe y publicaciones relacionadas, podemos concluir que M.a.paratuberculosis es
una bacteria muy resistente a condiciones que son desfavorables para otras bacterias
patégenas. Este hecho ha de tenerse en cuenta para la aplicacién de medidas de control
que aseguren la eliminacion total de M.a.paratuberculosis de las zonas contaminadas

para disminuir el riesgo de infeccién.

En lo referente a las temperaturas de congelacion, los estudios relacionados con
la supervivencia de M.a.paratuberculosis a distintas temperaturas indican que la
viabilidad de M.a.paratuberculosis en heces bovinas disminuye a las tres semanas de
congelacién a - 70°C mientras que una refrigeraciéon continua durante 15 semanas no
afecta la tasa de recuperaciéon de M.a.paratuberculosis (Richards y Thoen, 1977). La
conservacion de las muestras durante 10 dias a temperatura ambiente (Richards, 1981)
y hasta 30 semanas a -20°C no limita el aislamiento de M.a.paratuberculosis mediante
cultivo bacteriolégico. En cuanto a la luz ultravioleta, Schroen et al. en un trabajo
publicado en Australia indican que la luz UV tiene efectos minimos sobre la viabilidad
de M.a.paratuberculosis en tierras infectadas con este microorganismo (Schroen et al.,

1990).

Los agentes desinfectantes no inactivan a M.a.paratuberculosis rapidamente
aunque en determinadas concentraciones pueden destruirlo en menos de 10 minutos.
Los desinfectantes como los compuestos fenélicos (fenol al 2,5% y cresol al 3%), bases
fuertes desnaturalizantes de proteinas (hidréoxido sédico al 2%) y agentes
modificadores de grupos funcionales como metales pesados (bicloruro de mercurio al
0,1%), agentes alquilantes (formol al 5%) y agentes oxidantes (hipoclorito sédico 3,5-
5%, hipoclorito de calcio al 2%) son activos frente a M.a.paratuberculosis en suspension
acuosa (Chiodini et al.,, 1984a; Merkal y Whipple, 1982; Vardaman, 1954), aunque su

efectividad disminuye en presencia de materia organica (Chiodini et al., 1984a).

En un estudio realizado en tres tipos de agua con distintos valores de pH (6,4-
6,8, 7,1-8,0 y 5,3-5,9) se aisléo M.a.paratuberculosis a partir de los tres tipos de muestra

hasta el octavo-noveno mes después de la inoculacién, concluyendo que los valores
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bajos de pH aparentemente no afectan la supervivencia de M.a.paratuberculosis (Lovell
et al., 1944). Posteriormente en condiciones de laboratorio se estudié la respuesta de
M.a.paratuberculosis frente a pH bajos en un tampoén acetato con acido lactico (Sung y
Collins, 2000). A medida que se incrementaba el pH también aumentaba el valor D
(tiempo de reduccién decimal o tiempo necesario para destruir una cifra logaritmica la
concentracion de bacterias), aproximadamente el incremento de una unidad en el valor
del pH doblaba el valor D. Los valores de D fueron mayores que los descritos
previamente para patdgenos de la leche como Yersinia enterocolitica y Listeria

monocytogenes.

A continuacién detallamos los estudios realizados para investigar la resistencia

de M.a.paratuberculosis en distintos sustratos (agua, heces, tierra y estiércol).

a. Agua. Existen cuatro trabajos principalmente que estudian la supervivencia de
M.a.paratuberculosis en distintos tipos de agua: 1) Lovell et al. incubaron agua (pH 5,5) a
temperatura ambiente y consiguieron aislar M.a.paratuberculosis cada mes hasta el
noveno mes post inoculaciéon (Lovell et al., 1944); 2) Larsen et al. incubaron a 38°C agua
con diferentes pHs (7,0, 5,0 y 8,5) aislando M.a.paratuberculosis hasta el decimoséptimo
mes en el primer caso y hasta el decimocuarto en los dos tltimos casos (Larsen et al.,
1956); 3) Chiodini et al. realizaron un estudio en agua de rio y de estanque obteniendo
una supervivencia de 163 y 270 dias respectivamente (Chiodini et al., 1984a); y 4) Sung
y Collins obtuvieron resultados similares a los obtenidos por Larsen et al. y ademés
concluyeron que la supervivencia en agua depende del aislado de M.a.paratuberculosis

(Sung y Collins, 1998).

b. Heces y tierra. Lovell et al. en 1944 realizaron uno de los estudios més completos de
la supervivencia de M.a.paratuberculosis en heces bovinas contaminadas expuestas a
distintas condiciones naturales tales como congelacién, luz solar, cambios de
temperatura en el ambiente y lluvia (Lovell et al., 1944). En este estudio se consigui6
aislar M.a.paratuberculosis 152-246 dias después de la infeccion por lo que se acepta
generalmente que los pastos pueden permanecer contaminados al menos durante un

ano.

Existen factores que pueden disminuir el periodo de supervivencia de

M.a.paratuberculosis en la tierra como son la desecacioén, la exposicion a la luz solar, pH
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superiores a 7,0 y un bajo contenido en hierro (Larsen et al., 1956; Johnson-Ifearulundu
y Kaneene, 1999; Johnson-Ifearulundu y Kaneene, 1998; Johnson-Ifearulundu y
Kaneene, 1997). La orina bovina también es un factor limitante ya que un aumento en
la concentracion de orina (2-10%) causa una reduccién en la tasa de supervivencia de

M.a.paratuberculosis (Larsen et al., 1956).

La composicion de la tierra (en relacion al pH) y la aparicion de la
paratuberculosis estan relacionadas (Kopecky, 1977; Reviriego et al., 2000; Johnson-
Ifearulundu y Kaneene, 1997; Schroen et al., 1990). Asi pues, la adiciéon de cal a los
pastos (es decir, aumentar el pH de la tierra) se asocia con una probabilidad diez veces
menor de que un rebafio lechero sea serolégicamente positivo a la infeccién por

M.a.paratuberculosis (Johnson-Ifearulundu y Kaneene, 1998).

c. Estiércol. En 1977 se realiz6 un estudio experimental inoculando M.a.paratuberculosis
en estiércol bovino, porcino y en una mezcla de ambos (Jorgensen, 1977). La
supervivencia de M.a.paratuberculosis a 5°C para los tres grupos fue de 252 djias,
mientras que con una incubacién de 15°C la supervivencia fue de 98, 182 y 168 dias
respectivamente. En otro estudio, la incubaciéon de estiércol contaminado
experimentalmente en condiciones mesofilas (35°C) y termdfilas (53-55°C) permiti6 la
recuperacion de M.a.paratuberculosis hasta los 21 dias en el primer caso y en el segundo
caso el aislamiento de M.a.paratuberculosis no fue posible después de 3 horas (Olsen et

al., 1985).

El grupo de trabajo de Brno (Republica Checa) esta realizando un amplio
estudio del aislamiento de M.a.paratuberculosis tanto del medio ambiente como de
especies no vertebradas. En un experimento controlado infectaron una parcela de tierra
con M.a.paratuberculosis y sembraron verduras y hortalizas (lechuga, tomate y rdbano)
para estudiar la presencia de M.a.paratuberculosis en alimentos vegetales. Después de
un periodo de tiempo de cuatro semanas consiguieron aislar M.a.paratuberculosis de los
tres alimentos (Pavlik et al., 2002). En cuanto a las especies no vertebradas, aislaron
M.a.paratuberculosis a partir de lombrices (Lumbricus terrestris), escarabajos (Tenebrio
molitor y Zophobas atratus) y cucarachas (Blatta orientalis) infectados experimentalmente

con M.a.paratuberculosis aislado de heces de vaca, y de moscas (Scatophaga spp.,
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Calliphora vicina, Lucilia caesar) procedentes de pastos y mataderos (Fischer et al., 2001;

Fischer et al., 2003; Pavlik et al., 2002).

En el afio 2003 se publicé un extenso trabajo de campo poniendo de manifiesto
la dificultad de aislamiento de M.a.paratuberculosis a partir de muestras ambientales y
la necesidad del empleo de pruebas diagnoésticas adecuadas, asi como la importancia
que tiene el medio ambiente en el control de la enfermedad lo que indica la necesidad
de una higiene y desinfeccion absoluta de los establos y zonas comunes para
minimizar los riesgos de contaminacién en la explotacién. En este trabajo realizaron los

siguientes estudios de la contaminacién ambiental (Whittington et al., 2003):

1) Estudio de la contaminacién ambiental en explotaciones con ovejas infectadas.
Muestrearon un total de 5 granjas que presentaban animales con sintomatologia clinica
y recogieron un total de 146 muestras ambientales de distintas areas de las
explotaciones. Un 17,1% de las muestras (22 muestras de tierra de pasto con y sin
material fecal, una muestra de una zona de drenaje adyacente a una charca, sedimento
de la charca, y una mezcla de heces recogidas de una zona de pasto) fueron positivas al
cultivo de M.a.paratuberculosis mediante un método automatizado de cultivo
(BACTEC). Cuando obtuvieron los resultados de cultivo, vallaron las zonas positivas y
las muestrearon a los 5-9 meses después del primer muestreo. Todas las zonas fueron
negativas excepto una que podia seguir contaminada debido a corrientes de agua o
presencia de heces de pastos colindantes ya que era una zona localizada en una cuesta.
En este periodo también analizaron 17 muestras de agua y solo una de ellas fue

positiva al cultivo.

2) Estudio de la contaminacion ambiental de explotaciones donde se ha retirado el
ganado durante un periodo de 11-15 meses. Se analizaron muestras de agua (n=96), de
tierra (n=93) y sedimentos de una charca (n=90) de 20 granjas, de todas ellas solo un
sedimento fue positivo. La zona de recogida de esta muestra se caracterizaba por

presentar matorrales que daban sombra.

3) Determinacién del nimero de organismos viables en muestras fecales y en una
mezcla de heces con tierra de la explotacion. En el segundo tipo de muestra detectaron
un menor numero de células viables (2,2 x 103 vs. 2,2 x 105 M.aparatuberculosis

viables/gramo muestra) ya que las bacterias pueden unirse a particulas presentes en la
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muestra de tierra y éstas se eliminan en la fase de sedimentaciéon del protocolo de

cultivo.

De todo lo descrito anteriormente, es muy importante resaltar la capacidad de
supervivencia que tiene M.a.paratuberculosis en el medio ambiente lo que se traduce en
un riesgo de contaminacion constante para el ganado, este hecho hay que tenerlo
presente para la aplicacion de los programas de control y prevencion de la

paratuberculosis.
8.2. Hospedadores.

8.2.1. Hospedadores domésticos.

Para el estudio de la transmision de M.a.paratuberculosis entre animales
domésticos hay que tener en cuenta el &rea geografica de los aislados de
M.a.paratuberculosis, la especie animal y el tipo de aislado de M.a.paratuberculosis que

estd originando la infeccién (tipo bovino u ovino).

En Europa el tipo predominante, independientemente de la especie animal es el
grupo bovino y se ha conseguido la infeccion experimental de ovejas con aislados
bovinos de M.a.paratuberculosis y viceversa (Burrells et al., 1995; Juste et al., 1994; Taylor,
1953; Kluge et al., 1968). Sin embargo, en Noruega no se ha conseguido reproducir la
enfermedad en terneros infectados experimentalmente con un aislado caprino de
M.a.paratuberculosis (Saxegaard, 1990) que ademds no habia sido posible clasificar

anteriormente dentro del genovar bovino u ovino (Collins et al., 1990).

Existen aislados de M.a.paratuberculosis que se caracterizan por un crecimiento
lento y que poseen un gran preferencia por las ovejas como hospedador principal, este
es el caso de aislados pigmentados de Escocia e Inglaterra (Taylor, 1945; Taylor, 1951) y
no pigmentados de Islandia, Sudafrica, Australia y Nueva Zelanda (Bauerfeind et al.,
1996; Collins et al., 1990; Cousins et al., 2000; De Lisle et al., 1992; Whittington et al.,
2000b; Whittington et al., 2001b). Este hecho se pone de manifiesto por ejemplo en el
caso de Australia, donde la paratuberculosis se diagnosticé por primera vez en 1925 en
ganado bovino y cincuenta afios mas tarde en el ganado ovino (Reaman y Thompson,
1984) lo que indica una posible especificidad de hospedador. A pesar de esta posible

preferencia de hospedador por el ganado ovino hay que tener en cuenta que no es
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absoluta ya que se han descrito infecciones de ganado bovino con este grupo de

aislados (Ris et al., 1987; Taylor, 1953; Watt, 1954; Whittington et al., 2001b).

Como ya hemos indicado, la epidemiologia molecular y el estudio de la
diversidad genética de M.a.paratuberculosis permiten estudiar las posibles fuentes de
transmisién entre animales. En paratuberculosis, la técnica mas empleada en estudios
epidemiolégicos es la técnica de IS900-RFLP. Mediante esta técnica se han identificado
patrones idénticos en ganado vacuno y otras especies animales como ganado caprino y
ovino (Bauerfeind et al, 1996, Pavlik et al., 1995), aunque los aislados ovinos
procedentes de Islandia (Whittington et al., 2001b), Marruecos (Bauerfeind et al., 1996),
Sudafrica (De Lisle et al., 1992), Australia (Cousins et al., 2000) y Nueva Zelanda
(Collins et al., 1990) se clasifican en un grupo genéticamente distinto de los aislados

bovinos y ovinos procedentes de Europa.

8.2.2. Hospedadores salvajes.

Los animales salvajes desempefian un importante papel en la epidemiologia de
la paratuberculosis como reservorios de la enfermedad ya que contribuyen al
mantenimiento y diseminacién de la misma. En la pagina 24 se detallan las especies

animales salvajes de las que se ha aislado M.a.paratuberculosis hasta el momento.

En 1990 se aisloé por primera vez M.a.paratuberculosis a partir de conejos en
Escocia (Angus, 1990), y desde entonces se estd realizando un trabajo exhaustivo
enfocado a esta especie animal en Gran Bretafa (Greig et al., 1997; Greig et al., 1999;
Beard et al., 2001b). Los resultados obtenidos en estudios de contaminacién de pastos
de ganado vacuno con heces de conejos (Daniels et al., 2001), infecciones
experimentales de vacas con aislados de M.a.paratuberculosis de conejos (Beard et al.,
2001c), y el riesgo que supone la presencia conjunta de estas dos especies animales
(Daniels et al., 2002) indican la importancia que tienen los conejos como reservorios de
M.a.paratuberculosis. Estos datos concuerdan con los descritos por Williams et al. que
consiguieron reproducir la enfermedad de paratuberculosis en animales domésticos y
salvajes mediante la administraciéon de un aislado de M.a.paratuberculosis de muflones

de las rocosas (Williams et al., 1983b; Williams et al., 1983a).
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En el caso de los animales salvajes, la caracterizaciéon molecular es una
herramienta imprescindible para estudiar el papel epidemiolégico en la
paratuberculosis. Las técnicas moleculares empleadas (IS900-RFLP y PFGE) no han
conseguido discriminar entre aislados de M.a.paratuberculosis bovinos y de conejos de
la misma area geografica, lo que indica que un mismo aislado puede infectar distintas
especies animales (Greig et al., 1999; Stevenson et al., 2002). Los estudios realizados con
un mayor nimero de aislados de M.a.paratuberculosis de distintas especies animales
tanto domésticas como salvajes han demostrado lo mismo, confirmando la importancia
de los animales salvajes en la epidemiologia de la paratuberculosis (Pavlik et al., 2000a;

Stevenson ef al., 2002).

Todo lo descrito anteriormente tiene grandes repercusiones en los programas
de control en areas infectadas de paratuberculosis y es un hecho que hay que tener

presente para asegurar el éxito de los programas de control y erradicacion.

8.3. Pautas de manejo.

Debido a la importancia de la paratuberculosis desde el punto de vista
econémico, de Salud Puablica y Animal seria deseable la erradicaciéon de la misma en
todas las ganaderias. Si en una ganaderia donde se estan aplicando métodos
diagnosticos para conocer la situacion real de la enfermedad no se aplican medidas
preventivas para controlar la infecciéon de los animales mas susceptibles de adquirir la
enfermedad, el programa de erradicacién no va a tener ningtn resultado satisfactorio.
A todo esto hay que anadir que en algunos paises el control de esta enfermedad es
totalmente voluntaria por parte del ganadero, por lo que la formacién e informacién
continuada del ganadero es un factor clave para la obtenciéon de una explotacion libre

de paratuberculosis.

La mayoria de los programas de control tienen como principales objetivos
(Kennedy et al., 2001): 1) reducir las pérdidas econémicas, 2) proteger a los rebafios no
infectados o de bajo riesgo, 3) mejorar las condiciones de los rebafios infectados, 4)
disminuir la excrecion de M.a.paratuberculosis en el medio ambiente, 5) romper la
cadena de transmisién en los animales recién nacidos, y 6) disminuir el riesgo de

M.a.paratuberculosis en los productos animales. Sin embargo existen diversos factores
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que afectan al desarrollo de los programas de control como son el tipo de produccién
(sistema intensivo), inadecuadas herramientas diagnésticas para la identificacién de los
animales infectados (Whipple et al., 1992; Vary et al., 1990), mezcla de leche o calostro
de animales infectados, importacion de animales procedentes de explotaciones con

paratuberculosis, malas pautas de manejo, etc.

La base comdn de todos los programas de control es la modificaciéon en las
pautas de manejo para interrumpir el ciclo biolégico de M.a.paratuberculosis y por lo
tanto limitar la tasa de nuevas infecciones (Johnson-Ifearulundu y Kaneene, 1998;
Kennedy et al., 2001; Rossiter y Burhans, 1996; Obasanjo et al., 1997; Goodger et al.,
1996; Gay y Sherman, 1992). Kennedy et al. (Kennedy et al., 2001) dividen las pautas de

control en cuatro apartados:

8.3.1. Prevencion de la infeccidn en el rebano.

- Establecimiento de un rebafio cerrado, evitando la introduccién de animales

nuevos procedentes de ganaderias con un estado sanitario desconocido.

- Evitar el pastoreo en zonas de riesgo o pastos comunes, es decir evitar el

contacto con otras especies animales susceptibles a la enfermedad.
- Vigilancia e higiene en el transporte de los animales.

- Uso de inseminacioén artificial o transferencia embrionaria previa realizacién de
pruebas diagnoésticas adecuadas en el animal donante de semen y protocolo

adecuado en el lavado de los embriones (Philpott, 1993).

- Control del agua y residuos de explotaciones colindantes y manejo adecuado

del estiércol.

8.3.2. Prevencién de animales jovenes o recién nacidos.

Los animales mas susceptibles de adquirir una infeccion con
M.a.paratuberculosis son los animales recién nacidos o jovenes, por lo que el manejo y
cuidado de este grupo de edad en la explotaciéon es uno de los eslabones mds
importantes en cualquier programa de control. La paratuberculosis se puede transmitir
verticalmente de la madre al hijo y horizontalmente ya que una madre infectada

elimina M.a.paratuberculosis en las heces manchando sus ubres y zonas colindantes, de
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esta forma el neonato se infecta por una transmision fecal-oral. Las pautas de manejo

aconsejadas para minimizar estos riesgos son:

Limpieza y separacion de la sala de partos del resto de los animales adultos.
Identificacién de las madres y de los animales recién nacidos.

Administraciéon de calostro procedente de madres no infectadas confirmado
mediante pruebas diagnésticas. Si esto no fuera posible, se aconseja un
tratamiento térmico adecuado del calostro mediante un incremento del tiempo
y la temperatura. Evitar la administracion de calostro obtenido de distintos

animales o de animales sospechosos de estar infectados.

Separaciéon del animal recién nacido inmediatamente después del parto y
alojamiento en locales distintos que los animales adultos, evitando cualquier

contacto al menos durante el primer afio de vida.

Aplicaciéon de medidas de higiene para evitar la contaminacién mediante botas,

ropa, maquinaria u otros equipos de los animales jévenes.

8.3.3. Prevencion de la excrecion de M.a.paratuberculosis.
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Realizaciéon de pruebas diagnoésticas en el rebafio para determinar la situacion

sanitaria.

Identificacion temprana de los animales infectados mediante controles
periddicos del rebafio. El principal inconveniente de esta medida es la eleccion
de la prueba diagnéstica que asegure la identificacién de todos los animales
afectados. El cultivo fecal de heces es mas sensible que la serologia y es capaz
de detectar la infeccién en estadios mds tempranos (Whittington et al., 1999a).
Rossiter y Burhans recomiendan determinar la situacion real de la explotacion
mediante la técnica de ELISA y posteriormente realizar cultivos fecales de los
animales positivos a las pruebas seroldgicas o a toda la explotacion para
determinar el nivel de excretores presentes en la granja (Rossiter y Burhans,
1996). Para minimizar el coste econémico se recomienda el uso de un grupo de
muestras para el cultivo fecal en los sistemas de vigilancia de los rebafios (Wells

et al., 2002; Whittington et al., 2000a).
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- Desinfeccién y desinsectaciéon con compuestos eficaces del entorno de los
animales. Existen productos comerciales eficaces para la desinfecciéon de la
explotacion como son el Virkon (Antec International Ltd., Suffolk, Reino Unido)

y productos fenodlicos como el 1-Stroke Environ (Steris Corp., Ohio, EEUU).

8.3.4. Manejo de los animales enfermos.

La presencia de casos clinicos en la explotacion representa pérdidas econémicas
y contaminacién ambiental de la misma, por lo que los casos sospechosos deben
eliminarse de la granja para minimizar el riesgo de infeccién para el resto de los
animales. En algunos casos esta practica es inviable ya que el nimero de animales
infectados es muy elevado y no se puede eliminar todo el efectivo de la ganaderia. En
estas situaciones estd recomendada la separacion fisica de estos animales o el uso de la
vacunacién siempre en combinacién con las pautas de control descritas previamente.
Como detallamos a continuacién el uso de la vacuna frente a paratuberculosis tiene
ciertas limitaciones por lo que su aplicaciéon debe ser cuidadosa y hay que estudiar las
caracteristicas especificas de cada explotacion previa a su instauracion como medida de

control.

8.4. Vacunacion.

Las primeras vacunaciones frente a la paratuberculosis bovina se llevaron a
cabo en 1926 en Francia con una cepa atenuada (Vallee y Rinjard, 1926). Desde
entonces se han wusado un gran variedad de vacunas con aislados de
M.a.paratuberculosis vivos atenuados o no atenuados (Gilmour y Brotherston, 1966;
Hagan, 1936; Larsen et al., 1974), inactivadas térmicamente (Larsen et al., 1978;
Brotherston et al., 1961) o con fragmentos de M.a.paratuberculosis (Larsen et al., 1978;
Gilmour y Brotherston, 1966; Larsen et al., 1969). La cepa de M.a.paratuberculosis que
més se emplea para la preparacion de vacunas es la 316 F (Central Veterinary
Laboratory, Weybridge, Inglaterra), aunque se han empleado otras como la cepa 18,
cepa 5889 de Bergey, un aislado del Instituto de Lelystad (Holanda) y aislados de
campo (Harris y Barletta, 2001). Actualmente existen vacunas comerciales vivas como
es el caso de Neoparasec™ (MERIAL, New Zealand Ltd.,, Nueva Zelanda) e

inactivadas como es la vacuna de Gudair® (CZ Veterinaria S.A., Pontevedra, Espana).
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En cuanto a la via de inoculacién, la mas utilizada es la administracién
subcutanea durante el primer mes de vida para proteger al animal antes de que se
produzca la infeccion o impedir la progresién de la misma si el animal ya esta
infectado (Larsen, 1964). Sin embargo, Corpa et al. indicaron que tanto la respuesta
inmune humoral como la celular, inducidas con la vacuna de Gudair en los pequefios
rumiantes, son mas intensas, rapidas y persistentes cuando se realizan a los 4-5 meses
de edad (Corpa et al., 1998b). Una dosis ofrece suficiente inmunidad y no es necesaria
una segunda dosis vacunal ya que se ha demostrado que incluso puede provocar una

disminucién en la protecciéon adquirida (Gilmour, 1976; Bendixen, 1978; Stuart, 1965c).

Las principales consecuencias que se obtienen al aplicar un programa de
vacunaciéon en una explotaciéon son la disminucién del ntimero de animales con
sintomatologia clinica tanto en ganado vacuno (Kormendy, 1994; Cousins et al., 1995),
como ovino (Cranwell, 1993) y caprino (Saxegaard y Fodstad, 1985), la disminucién del
nimero de animales con lesiones intestinales o positivos a cultivos bacteriolégicos
(Gwozdz et al,, 2000a; van Schaik et al., 1996; Wentink et al., 1994), y por ultimo la
reduccion del nimero de excretores fecales lo que repercute directamente en el nivel de
contaminacién ambiental (Chiodini et al., 1984a; Kormendy, 1994). En este sentido se
han descrito reducciones del 96,9% en el nimero de excretores entre los animales
vacunados respecto a animales control del mismo rebafio empleando la técnica de

cultivo fecal (Jorgensen, 1983).

A pesar de las ventajas que tiene el uso de la vacunacioén, existen una serie de
efectos negativos asociados a la vacunacién. Primero, a pesar de que la vacunacién
induce una respuesta humoral y celular, ésta no confiere una protecciéon absoluta por lo
que los animales vacunados no eliminan completamente la infeccién y pueden
desarrollar la enfermedad y/o excretar M.a.paratuberculosis con las heces (Chiodini,
1996, Kormendy, 1994; Larsen et al., 1978; Saxegaard y Fodstad, 1985; Wentink et al.,
1994; Rossiter y Burhans, 1996). Segundo, formacién de nédulos fibrocaseosos en el
punto de inoculacién debido a una fuerte respuesta inflamatoria por parte de los
animales (Larsen et al., 1974). En animales vacunados se ha descrito el aislamiento de
M.a.paratuberculosis en linfonodos incluso seis afios después de la vacunacion (Larsen et

al., 1969). Aunque no es muy frecuente puede ocurrir la inoculacién accidental de la
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vacuna en personas, en este caso el adyuvante de la vacuna provoca la formacién de un

nédulo o una inflamacién a nivel local (Patterson et al., 1988).

Tercero y dltimo, la vacunacién origina una interferencia diagndstica con las
pruebas seroldgicas para el diagnéstico de la paratuberculosis (Huitema, 1967; Juste et
al., 1994; Spangler et al., 1991) y con las pruebas oficiales de diagnéstico frente a la
tuberculsosis (Gilmour y Brotherston, 1966; Jorgensen, 1983; Merkal, 1984b; Sherman,
1985; Stuart, 1965b; Vallee y Rinjard, 1926). Debido a esto la vacunacién de ganado
vacuno estd prohibida en paises como Islandia, Irlanda, Suecia y Espafia. Kohler et al.
realizaron un exhaustivo estudio de la interferencia de la vacunacién (Neosparasec™)
con pruebas empleadas para el diagnodstico de la tuberculosis bovina (Kohler et al.,
2001). Estos investigadores concluyeron que tanto la prueba del gamma-interferén
como la intradermotuberculinizacién (IDTB) se ven alteradas por la vacunacion frente
a la paratuberculosis. Esta interferencia diagndstica con la tuberculosis dificulta los
programas de erradicacién y hace que la vacunacion esté restringida a explotaciones
libres de tuberculosis y existan restricciones al comercio de los animales (Chiodini et al.,

1984a; Kohler et al., 2001).

Tras la administraciéon de la vacuna, la respuesta de tipo humoral detectada
mediante las técnicas de ELISA (Spangler et al, 1991) e IDGA (Pérez et al., 1995;
Kormendy, 1992), y de tipo celular mediante la IDTB y el y-IFN (Bakker et al., 1999;
Garcia Marin et al., 1999; Gwozdz et al., 2000a), son intensas y se mantienen durante
largos periodos de tiempo. Por ejemplo, la fuerte respuesta a la tuberculina aviar y
bovina (Inglis y Weipers, 1963; Larsen et al., 1969; Larsen et al., 1974; Larsen, 1973)
incluso puede alcanzar valores ocho veces mayor que en el ganado vacuno no
vacunado (Hebert, 1959). Por lo tanto, se recomienda realizar el diagndstico de
animales vacunados mediante pruebas directas como el cultivo bacteriolégico que
permite detectar la presencia de M.a.paratuberculosis en las muestras fecales o tisulares
(Chiodini et al., 1984a). El principal inconveniente es que con el empleo de la vacuna el
nivel de excrecion fecal disminuye por lo que la deteccion en heces de

M.a.paratuberculosis es mas dificil.
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8.5. Tratamiento.

Para el tratamiento de la paratuberculosis se han empleado distintos
medicamentos principalmente en los casos clinicos de la enfermedad. Se han empleado
compuestos como las hidrazidas, fenazidas o clofaziminas, no produciendo una mejora
en los animales afectados o mejorfas pasajeras manteniéndose la eliminaciéon de
micobacterias en las heces (Gilmour, 1966; Gilmour y Angus, 1971; Larsen y T.H., 1952;
Larsen y Vardaman, 1953; Merkal y Larsen, 1973). Otros autores recomiendan el uso en
el ganado bovino de la estreptomicina (Larsen et al., 1950), la isoniazida (Rankin, 1953)
0 una combinacién de ambas (Rankin, 1955). En el ganado caprino se han realizado
estudios con la combinacién de estreptomicina-rifampicina a la que se le anadia la
isoniazida (Slocombe, 1982) o el levamisol (Das et al., 1992). También se han realizado
experimentos en conejos infectados experimentalmente con aislados de cabra, en este
caso la combinaciéon de rifampicina-levamisol era més efectiva para eliminar la
infeccion por M.a.paratuberculosis de los conejos que la estreptomicina-levamisol
(Mondal et al., 1994). Los resultados de todos estos estudios fueron muy parecidos y en
los casos que se producia una mejoria clinica ésta era transitoria ya que la enfermedad

persistia y se producia una recaida en la mayoria de los estudios.

St Jean ha sido el investigador que ha estudiado en mayor detalle la respuesta
de M.a.paratuberculosis a los tratamientos terapéuticos (St Jean, 1996; St-Jean y Jernigan,
1991). Su recomendacion es la aplicacion de isoniazida (20mg/kg) cada 24 horas
durante toda la vida productiva del animal. Si la sintomatologia clinica empeora,
recomienda incluir rifampicina y en casos agudos la administracion de un

aminoglicésido (amikacina) durante 3-8 semanas.

El tratamiento de la paratuberculosis es paliativo y no curativo por lo que
solamente estd indicado cuando se trata de ejemplares genéticamente irremplazables
(St-Jean y Jernigan, 1991). Ademas es un tratamiento no rentable econémicamente, el
animal esta sometido a medicacién durante toda la vida, los farmacos disminuyen los
sintomas clinicos pero contintian eliminando bacilos (Merkal y Larsen, 1973; Rankin,
1953; Larsen y Vardaman, 1953), y los productos alimentarios de los animales tratados

no son aceptados para el consumo humano.
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9. SALUD PUBLICA: ENFERMEDAD DE CROHN Y M.a.paratuberculosis.

La enfermedad de Crohn es una enfermedad inflamatoria que afecta
principalmente al ileon y colon aunque puede afectar cualquier parte del tracto
gastrointestinal, desde la boca hasta el ano y zona perianal. Es una enfermedad croénica,
de larga duracion, que disminuye la calidad de vida del paciente y no tiene cura. Los
sintomas clinicos de la enfermedad son diarrea crénica acompanada de dolor
abdominal, fiebre y pérdida de peso. Se caracteriza por episodios de remisiéon y
recaidas que en algunas ocasiones requieren intervenciones quirdrgicas. Generalmente
afecta a personas entre 15-24 afios de edad, tiene una mayor incidencia en el norte de
Europa y el sexo no es una factor de riesgo (Shivananda ef al., 1996). Existe una
susceptibilidad hereditaria como se ha demostrado en poblaciones judias (Roth et al.,
1989) y el desarrollo de la enfermedad de Crohn puede verse favorecido en presencia
de factores estresantes (Cohen y Williamson, 1991). Factores como el clima, dieta,
suministro de agua y otros factores ambientales (Jayanthi et al., 1992) pueden actuar

como factores de riesgo de la enfermedad en las distintas regiones geograficas.

El nombre de esta enfermedad se debe a la descripciéon de 8 casos de ileitis
regional por Crohn, Ginsburg y Oppenheimer en 1932 (Crohn ef al., 1932) aunque la
primera descripcion de la enfermedad fue en 1913 (Dalziel, 1913). Esta enfermedad
pertenece al grupo de las enfermedades inflamatorias cronicas del intestino delgado
(Inflammatory bowel diseases, IBD) junto con la colitis ulcerosa que causa ulceracion e

inflamacién del revestimiento interno del colon y del recto.

La etiologia de la enfermedad de Crohn se desconoce aunque se considera una
enfermedad multifactorial con la implicacién de predisposicién genética, factores
ambientales e inmunolégicos y agentes infecciosos tanto bacterianos (Thompson, 1994)
como viricos, en concreto el virus responsable del sarampioén que pertenece a la familia
Paramyxoviridae, género Morbillivirus (Robertson y Sandler, 2001). Debido a la
importancia actual de la transmisiéon de las enfermedades infecciosas de los animales al
hombre, la atenciéon se ha centrado en M.a.paratuberculosis como posible agente
etiolégico de la enfermedad de Crohn. Esta relacion se debe principalmente a la

similitud clinica y patolégica que presentan la enfermedad de Johne en los animales y
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la enfermedad de Crohn en el hombre (Chiodini, 1989; Hermon-Taylor et al., 2000;
Schwartz et al., 2000; Thompson, 1994).

Debido a la posible implicaciéon de M.a.paratuberculosis en el ambito de la salud
puablica, en el ano 2000 la Comisiéon Europea formé un Comité Cientifico para la
elaboracion de un informe de las relaciones entre la enfermedad de Crohn y la
paratuberculosis (acceso electronico en la direccién:
http:/ /europa.eu.int/comm/food/fs/sc/scah/out38_en.pdf). En este informe se
concluyé que no existian evidencias suficientes para confirmar o negar que

M.a.paratuberculosis es el agente etiol6gico de la enfermedad de Crohn en el hombre.

9.1. Aislamiento de M.a.paratuberculosis en pacientes de Crohn.

El aislamiento de M.a.paratuberculosis en pacientes de Crohn puede realizarse
mediante cultivo en medio sélido o liquido, extraccién directa de ADN en muestras
clinicas y posterior PCR, o hibridaciéon in situ. El primer aislamiento de
M.a.paratuberculosis mediante el método tradicional de cultivo a partir de tejido
intestinal en 1984 (Chiodini et al., 1984b) fue en forma de esferoplasto también
denominado pared celular deficiente (Cell Wall Deficient, CWD) (Chiodini et al., 1986).
Esta forma bacteriana se caracteriza por ser negativa a la tincion de Ziehl-Neelsen y
porque es muy dificil de aislar, ya que requiere caracteristicas especiales que permitan
el paso de la forma de esferoplasto a la forma bacilar también denominada como pared
celular intacta (Cell Wall Intact, CWI) que es la forma que se aisla de los animales.
Mediante cultivo convencional se ha aislado M.a.paratuberculosis de pacientes de Crohn
solo en un 5% de los casos (Chiodini et al., 1984b; Chiodini et al., 1986), aislandose
también otras especies de micobacterias como M. kansasii, M. chelonae, M. fortuitum y
aislados del complejo MAC (Thorel, 1989; Gitnick et al., 1989; Coloe et al., 1986).
Mediante IS900-RFLP, los aislados de M.a.paratuberculosis de pacientes de Crohn se
incluyen dentro del tipo bovino (Pavlik et al., 1995; Whittington et al., 2000b).

Para el aislamiento de M.a.paratuberculosis en pacientes de Crohn también se ha
empleado el cultivo liquido Mycobacteria Growth Indicator Tube, denominado MGIT
(Becton Dickinson Laboratories, Inc. Sparks, Maryland, EEUU). Con esta técnica se ha

aislado M.a.paratuberculosis tanto en pacientes de Crohn como en los controles aunque
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el porcentaje de aislamiento ha sido siempre mayor en los enfermos (Bull et al., 2003a;
Schwartz et al., 2000). Naser et al. consiguieron aislar M.a.paratuberculosis en muestras
de leche de dos madres con la enfermedad de Crohn indicando que la infeccién con

M.a.paratuberculosis en el hombre es de tipo sistémica (Naser et al., 2000b).

Naser et al. emplearon los medios de cultivo liquido (MGIT y BACTEC) en
muestras de sangre para la investigaciéon de M.a.paratuberculosis en enfermos de Crohn
(Naser et al., 2004). En este estudio incluyeron pacientes de la enfermedad de Crohn
(n=28) asi como de colitis ulcerosa (n=9), incluyendo ademds 15 personas que no
padecian enfermedades inflamatorias créonicas del intestino delgado (IBD) como
controles del estudio. El cultivo de las muestras de sangre de los pacientes con IBD
resulté positivo en un 50 y 22% de los casos respectivamente, no aislando en ningtn
caso M.a.paratuberculosis de los controles. El mayor porcentaje de deteccién de
M.a.paratuberculosis en sangre de pacientes de Crohn que en los controles apoyan la
teoria de que M.a.paratuberculosis pueda ser el agente etiologico de la enfermedad de

Chron.

En 1992 se realiz6 la primera técnica de extraccién directa de ADN en tejido
seguida de una amplificaciéon mediante PCR de la secuencia de insercion 15900,
aislando M.a.paratuberculosis en un 60% de los pacientes con la enfermedad de Crohn
(Sanderson et al., 1992). A partir de entonces se han llevado a cabo numerosos estudios
enfocados al aislamiento de M.a.paratuberculosis pero los resultados han sido
contradictorios; mientras investigadores aislaban M.a.paratuberculosis de tejidos (Del
Prete et al., 1998; Fidler et al.,, 1994; Murray et al., 1995) otros grupos de trabajo no
confirmaban estos resultados (Cellier et al., 1998; Dumonceau et al., 1996, Kanazawa et
al., 1999). Esta discrepancia entre los resultados podria deberse a la baja concentraciéon
bacteriana en los tejidos afectados y a la dificultad para aislar el ADN de micobacterias
directamente de los tejidos. Para solucionar estos problemas, el grupo de trabajo del
Hospital Médico de San Jorge en Reino Unido ha optimizado la técnica de extracciéon
de ADN mediante el procesado de las muestras frescas sometidas a una rotura
mecanica, resuspension del sedimento durante 18h a 4°C, uso de una Taq polimerasa
especifica y la realizacion de una nested-PCR. Esta optimizacén del protocolo ha

permitido la identificacion de ADN de M.a.paratuberculosis en un 92% de los pacientes

91



Introduccién

de Crohn, y tan solo en un 26% de los controles negativos. En este trabajo se concluye
que el porcentaje de deteccion de M.a.paratuberculosis es lo significativamente alto en
pacientes de Crohn como para implicar a este patégeno entérico como agente causal de

la enfermedad de Crohn en el hombre (Bull et al., 2003a).

La técnica de hibridacién in situ se ha modificado para la identificaciéon de
bacterias con pared celular deficiente a partir de muestras tisulares (Hulten et al., 2001).
Mediante esta técnica se ha detectado la secuencia de insercion IS900 especifica de
M.a.paratuberculosis mediante una sonda, en un 40-70% de pacientes de Crohn con

granulomas (Sechi et al., 2001; Hulten et al., 2001).

Estudios serologicos basados en la deteccion de extractos crudos de
M.a.paratuberculosis mediante ELISA no han conseguido diferenciar entre pacientes de
Crohn y personas sanas (Thayer, Jr. et al., 1984; Cho et al., 1986; McFadden y Houdayer,
1988; Walmsley et al., 1996). Igualmente, no se han observado diferencias en las
respuestas celulares frente a microorganismos de M.a.paratuberculosis sometidos a un
proceso de sonicacién, inactivados térmicamente o derivados proteicos purificados
(Walmsley et al., 1996; Seldenrijk et al., 1990; Ibbotson et al., 1992). Sin embargo,
Suenaga et al. observaron un incremento de IgG unidos a extractos crudos
protoplasmaticos de M.a.paratuberculosis en suero de enfermos de Crohn en
comparacién con el suero de las personas que formaban el grupo control (Suenaga et
al., 1995). Otros estudios de investigacion se han centrado en el reconocimiento de
péptidos aislados de M.a.paratuberculosis como las proteinas 38kDa, 24kDa y 18kDa
(Elsaghier et al., 1992), los antigenos p35 y p36 (Naser et al., 2000a) y el epitopo
especifico de M.a.paratuberculosis, a362 (El Zaatari et al., 1999; Naser et al., 2000a) El
principal inconveniente de estas técnicas es que existen homologos a estas proteinas en
otras especies de micobacterias, ademas de la obtencién de resultados positivos en

personas sanas y pacientes de colitis ulcerosa.

9.2. Aislamiento de M.a.paratuberculosis en la leche.

Teéricamente, las posibles vias de transmisién de M.a.paratuberculosis al hombre
pueden ser por contacto directo con poblaciones animales o humanas infectadas, o

indirecto gracias a los héabitos alimentarios. En un estudio serolégico en personas que
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estaban en contacto directo con M.a.paratuberculosis en el laboratorio, se observé que
presentaban una mayor respuesta inmunolégica frente a M.a.paratuberculosis en
comparaciéon a las personas sanas o controles (Chiodini y Thayer, 1996), aunque
indican que los antigenos empleados pudieron reaccionar con otros miembros del
complejo M. avium. Hasta el momento, no se ha observado un mayor porcentaje de
enfermos de Crohn en los grupos de trabajo que tienen un contacto directo con
animales infectados como es el caso de veterinarios, granjeros o matarifes. Las posibles
vias de transmisién de M.a.paratuberculosis entre personas son la leche materna (Naser
et al., 2000b) aunque existen estudios que indican que la mayoria de los enfermos de
Crohn no han recibido leche materna en su infancia (Bergstrand y Hellers, 1983), o la
contaminacion fecal (Del Prete et al., 1998) aunque el nimero de bacterias detectables

en las heces de pacientes es muy bajo.

Actualmente, la contaminacién alimentaria con M.a.paratuberculosis es una linea
de investigacién muy importante en numerosos grupos de trabajo, considerandose la

leche cruda, pasteurizada o el queso los alimentos de mayor riesgo para el consumidor.

La presencia de M.a.paratuberculosis en la leche puede deberse a una
contaminacién fecal durante la recogida de la muestra, una invasién del canal mamario
o debido a una diseminacién sistémica (Hines et al., 1987). El primer aislamiento de
M.a.paratuberculosis en muestras de leche de ganado vacuno fue en 1929 (Alexejeff-
Goloff, 1929) y desde entonces se ha aislado M.a.paratuberculosis en la leche mediante
cultivo bacteriolégico tradicional tanto en ganado vacuno sintomaético (35%) (Taylor et

al., 1981) como asintomatico (8,3-11,6%) (Streeter et al., 1995; Sweeney et al., 1992a).

La deteccion de M.a.paratuberculosis en muestras de leche tiene una serie de
dificultades que hay que evaluar a la hora de aplicar los métodos de diagndstico. La
primera es la baja concentraciéon de M.a.paratuberculosis en la leche que hace que
métodos de diagnostico eficaces para muestras fecales no lo sean para muestras de
leche. La concentraciéon de M.a.paratuberculosis en las heces es de 108 UFC/gr (Cocito et
al., 1994), mientras que en la leche de animales subclinicos es de 2-8 UFC/50ml
(Sweeney et al.,, 1992a) y de 4-20 UFC/50ml en leche de tanque (Grant et al.,, 2002a).
Ademads, hay que tener en cuenta que la concentraciéon de M.a.paratuberculosis en la

leche depende directamente del estado sanitario de los animales de la explotacién ya
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que en las ganaderias se mezcla la leche de distintos animales en el tanque lechero. La
segunda dificultad del cultivo de M.a.paratuberculosis a partir de muestras de leche es
que se trata de una bacteria de crecimiento lento en comparacién con las bacterias que
se pueden aislar de la leche que crecen en 24-48 horas. Por lo tanto, para conseguir un
aislamiento de M.a.paratuberculosis se debe eliminar dicha carga bacteriana mediante
una fase de descontaminacién. Esta fase (compuesto quimico y tiempo de incubacion)
varia dependiendo del grupo de trabajo, asi hay laboratorios que usan 0,75% de
cloruro de hexadecilpiridinium (HPC) durante 1 (Herman et al., 1999), 4 (Sweeney et al.,
1992a), 5 (Grant et al., 1998a) o 18 horas (Millar et al., 1996; Streeter et al., 1995), o 4cido
oxdlico al 5% con neutralizacion con hidréxido sodico (Taylor et al., 1981). En un
estudio comparativo de cuatro métodos de descontaminacion se concluy6é que el
protocolo ideal para el aislamiento de M.a.paratuberculosis en leche era con HPC al
0,75% durante 5 horas (Dundee et al., 2001). La descontaminacién puede afectar la
recuperacion bacteriana principalmente en muestras de leche pasteurizada ya que al
posible efecto bactericida del descontaminante (Whitlock et al.,, 1992) se une el estrés
que ha sufrido la bacteria durante el tratamiento térmico (Millar et al., 1996). Para evitar
la aplicacion de un descontaminante que pudiese perjudicar la viabilidad de
M.a.paratuberculosis en leche tratada térmicamente se ensayaron dos protocolos, el
primero denominado separacién inmuno-magnética (IMS) (Grant et al., 1998c) y el
segundo protocolo se basaba en la adicion de antibidticos en el medio de cultivo sin
realizar una fase previa de descontaminacién (Giese y Ahrens, 2000). Ambas
metodologias dieron resultados satisfactorios en muestras de leche recogidas
asépticamente, pero en muestras procedentes del tanque de leche se obtuvo un

sobrecrecimiento microbiano en los medios de cultivo mediante el segundo protocolo.

La técnica de PCR directamente en muestras de leche también se ha utilizado
para la deteccién de M.a.paratuberculosis (Millar et al., 1996; Giese y Ahrens, 2000; Corti
y Stephan, 2002; Pillai y Jayarao, 2002) asi como una combinacién de esta técnica con la
separaciéon inmunomagnética (IMS-PCR) (Grant et al., 2002a; Djonne et al., 2003; Grant
et al., 2001). El principal inconveniente de la técnica de IS900-PCR es que hay que
realizar un tratamiento previo de la muestra (tratamiento quimico o enzimatico y

rotura mecdnica) para eliminar todas las sustancias inhibitorias de la leche como por
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ejemplo los iones de calcio (Ca2*) (Bickley et al., 1996) y obtener la maxima cantidad

posible de ADN.

Mediante la técnica de IMS-PCR y cultivo bacteriolégico se han analizado
muestras de leche de tanque de ovejas y cabras de Reino Unido (Grant et al., 2001) y
leche cruda de cabras de Noruega (Djonne et al., 2003). En ambos estudios no se aislé
M.a.paratuberculosis en ningtin caso mediante cultivo y el porcentaje de identificacion
de M.a.paratuberculosis mediante IMS-PCR fue muy bajo (1-7%). Esto indica que la leche
cruda de pequefios rumiantes puede contener M.a.paratuberculosis pero en principio no
supone un importante vehiculo de transmision de M.a.paratuberculosis de los animales
al hombre. En ganado vacuno se ha realizado un estudio en leche de tanque con una
extraccion directa de ADN e identificaciéon con IS900 (Corti y Stephan, 2002). En este
caso, un 19,7% de las muestras analizadas fueron positivas y por lo tanto se concluye
que M.a.paratuberculosis podria transmitirse al hombre mediante consumo de leche

cruda.

La importancia actual de la leche como posible via de transmision de
M.a.paratuberculosis ha originado la aplicacion de otras técnicas como ELISA (Klausen
et al., 2003; Nielsen et al., 2000) y PCR de captura con péptidos (Stratmann et al., 2002)
para estudiar su utilidad como técnica de diagndstico e identificacion de

M.a.paratuberculosis en la leche.

La posibilidad de que la leche sea un vehiculo de transmision de
M.a.paratuberculosis de los animales al hombre, ha hecho que se estén llevando a cabo
numerosos estudios para determinar la termorresistencia y la efectividad del
tratamiento térmico de pasteurizacion en la destruccion térmica de los
microorganismos viables de M.a.paratuberculosis (Chiodini y Hermon-Taylor, 1993; Gao
et al., 2002; Grant et al., 1996; Grant et al., 1998b; Grant et al., 1999; Grant et al., 2002b;
Keswani y Frank, 1998; Pearce et al., 2001; Stabel et al., 1997; Stabel, 2001). El principal
problema es que la variabilidad de la metodologia aplicada en los distintos trabajos
(origen de los aislados, nimero de pases, método de aplicaciéon del tratamiento
térmico, tipo de flujo, presencia de grumos, tratamiento después del choque térmico,
método de deteccién y tiempo de incubacién) no ha permitido la comparacién de los

distintos estudios de investigacion y se cuestiona la fiabilidad de estos resultados
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obtenidos en el laboratorio con los obtenidos a nivel industrial. Grant et al. confirmaron
que M.a.paratuberculosis sobrevive el proceso de pasteurizacién, en el laboratorio,
cuando la concentracién inicial de M.a.paratuberculosis en la leche cruda es mayor de
100 UFC/ml (Grant et al., 1998b). En un trabajo posterior sugieren el incremento del
tiempo de tratamiento térmico a 25 segundos para asegurar la inactivacion de

M.a.paratuberculosis (Grant et al., 1999).

El primer trabajo en muestras tratadas industrialmente (cartones y botellas de
leche) fue llevado a cabo por Millar et al. (Millar et al., 1996) en el periodo de 1991 a
1993 en el centro y sur de Reino Unido. En este estudio se detectaron un 7% de las
muestras positivas a una IS900-PCR directa en la muestra de leche. Después de un
periodo de incubacién de los medios de cultivo liquido (Dubos) durante 13-40 meses
un 16% de las muestras que habian dado negativas a la PCR dieron un resultado
positivo. Esto refleja por una parte, el estrés que sufren las bacterias después de un
tratamiento térmico que incrementa el periodo de incubacion y por otro lado, que el
diagnéstico mediante PCR directa en la leche puede originar falsos valores de

incidencia de M.a.paratuberculosis en la leche pasteurizada.

En el estudio mas completo realizado hasta el momento se analizaron un total
de 814 muestras de leche cruda procedente de ganado vacuno, 244 de leche de tanque
y 567 de leche pasteurizada comercialmente en el Reino Unido (Grant et al., 2002a). Los
valores de deteccion de M.a.paratuberculosis en leche cruda y pasteurizada fueron de
7,8% y 11,8% mediante IMS-PCR, y 1,6% y 1,8% mediante cultivo respectivamente. En
la Reptublica Checa se ha realizado un estudio en 244 botellas y cartones de leche
pasteurizada aislandose M.a.paratuberculosis mediante cultivo en un 1,6% (Ayele et al.,
2005). Con lo descrito previamente se concluye que M.a.paratuberculosis puede estar
presente tanto en leche cruda como en leche pasteurizada, y por lo tanto el hombre

podria estar expuesto a M.a.paratuberculosis mediante el consumo de este tipo de leche.

En lo que hace referencia a los produtos lacteos, el tnico producto lacteo
estudiado hasta el momento ha sido el queso. Se han hecho estudios con quesos de tipo
blando (Sung y Collins, 2000), curados y semicurados (Spahr y Schafroth, 2001) y en
queso Cheddar (Donaghy et al., 2003a; Donaghy et al., 2003b). En quesos blandos (2%
NaCl, pH 6,15) con una concentracién final de M.a.paratuberculosis de 10+ UFC/ml el
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valor D fue de 59,9 dias (Sung y Collins, 2000). El mismo experimento se llevé a cabo
con un tampoén que tenia el mismo pH y concentracion de sal que el queso y el valor D
fue menor, por lo tanto, existe algin factor en el queso que protege a
M.a.paratuberculosis de los valores bajos de pH. En el estudio realizado con quesos
curados y semicurados (0,5-1,5% NaCl, pH 5,2-5,5) con una concentracién inicial de
M.a.paratuberculosis de 104-10° UFC/ml, el valor de D fue de 27,8 y 45,5 dias
respectivamente, siendo los factores responsables de la inactivacion de
M.a.paratuberculosis la temperatura aplicada durante la fabricacion del queso y el
tiempo de maduracién (Spahr y Schafroth, 2001). Los estudios en queso Cheddar son
preliminares pero indican que determinados aislados de M.a.paratuberculosis

sobreviven el proceso de fabricacién de este tipo de queso (Donaghy et al., 2003b).
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Debido a la importancia tanto sanitaria como econémica de la paratuberculosis

en el ganado caprino y la falta de informacién de esta enfermedad en nuestro pais,

iniciamos una nueva linea de diagndstico e investigacion en paratuberculosis en

nuestro Laboratorio con los siguientes objetivos:

Puesta a punto de técnicas tradicionales (cultivo microbiolégico) y moleculares

basadas en la PCR para el diagnéstico de la paratuberculosis.

Puesta a punto de técnicas de caracterizacion molecular en aislados de
M.a.paratuberculosis (técnica de electroforesis en campo pulsado, anélisis de los
polimorfismos genéticos en la secuencia de insercion I1S900, y restriccion
enzimética de los productos amplificados mediante PCR de la secuencia de

insercion 1S1311).

Estudio de la prevalencia de paratuberculosis y tuberculosis en Cabras del

Guadarrama de la Comunidad de Madrid.

Caracterizacion molecular de aislados de M.a.paratuberculosis mediante la

técnica molecular de Electroforesis en Campo Pulsado.

Disefio y aplicacion préctica de un programa de lucha de la paratuberculosis en

una explotacién caprina.
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Puesta a Punto de la Metodologia

La implantacion de una nueva linea de diagndstico e investigacion en
paratuberculosis en nuestro Laboratorio requirié la puesta en punto de la metodologia
especifica que querfamos instaurar posteriormente de forma rutinaria. A continuacién
detallamos las técnicas que ensayamos y pusimos a punto en el Laboratorio de
Micobacterias de la Facultad de Veterinaria de Madrid para el diagnostico,

identificacion y caracterizaciéon molecular de M.a.paratuberculosis.

1. DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO: CULTIVO MICROBIOLOGICO.

El éxito del diagnodstico bacteriolégico de M.a.paratuberculosis depende
obviamente del medio de cultivo sélido a emplear. Por lo tanto, el objetivo principal de
esta fase del trabajo fue determinar el/los medio/s de cultivo que permitieran una
mayor sensibilidad y reproducibilidad en el aislamiento de M.a.paratuberculosis a partir
de muestras biolégicas, asi como los sistemas de identificacion de las colonias
sospechosas de ser M.a.paratuberculosis. La parte del cultivo bacteriolégico la
abordaremos en este capitulo mientras que lo referente a la identificacién lo detallamos

en el apartado de diagndstico molecular (pagina 112).
1.1. Material y métodos.

1.1.1. Muestras analizadas.

Las muestras analizadas corresponden a un muestreo que comenzamos en el
afio 2000 en colaboracién con el Servicio de Sanidad Animal de la Consejeria de
Economia e Innovacién Tecnolégica de la Comunidad de Madrid para el estudio de la
prevalencia de la paratuberculosis y tuberculosis en la cabra del Guadarrama de la
Comunidad de Madrid mediante un estudio microbiolégico e inmunolégico. La
mayoria de las explotaciones caprinas muestreadas presentaban un historial de
paratuberculosis (Paloma Diez de Tejada, Asociacion de criadores de la cabra del
Guadarrama, comunicacién personal). El disefio y resultados de este estudio lo

detallamos en la pagina 149.

Para determinar el medio de cultivo s6lido adecuado para el diagnoéstico de la
paratuberculosis analizamos 87 muestras, que pertenecian a 26 ganaderias de 15

localizaciones geograficas diferentes de la Comunidad de Madrid. El estudio lo
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realizamos en dos fases, la primera en el periodo de Marzo del afio 2000 a Febrero del

afno 2001, y la segunda a partir de Febrero del 2002.

En la primera fase, el material biolégico que empleamos para el cultivo
microbiolégico fue valvula ileocecal en todas las muestras excepto en 10 que
procesamos intestino. Atendiendo a las posibilidades materiales del laboratorio,
procesamos 47 de las muestras el mismo dia de la recogida (46 de valvula y 1 de
intestino) y el resto (n=40) las analizamos después de un periodo de congelacién a -
20°C de 1 (n=11), 2 (n=10), 4 (n=14) y 6 (n=5) semanas. Una vez procesadas estas
muestras las conservamos a -20°C para posteriores controles. En la segunda fase,
descongelamos el material biolégico de las 87 cabras y sembramos intestino o
linfonodo mesentérico o bien realizamos una mezcla con intestino y linfonodo ileocecal

y/ o mesentérico (tabla 8).

Tabla 8. Material biolégico analizado en la segunda fase para el
cultivo microbiol6gico de paratuberculosis.

Muestra o mezcla N° de animales

Intestino 24
Linfonodo mesentérico 10
Intestino y linfonodo mesentérico 24
Intestino y linfonodo ileocecal 26
Intestino, linfonodo ileocecal y mesentérico 2
Linfonodo mesentérico e ileocecal 1

Total 87

1.1.2. Protocolo de cultivo de paratuberculosis.

El protocolo de cultivo empleado fue el que se aplica en el Scottish Agricultural
College (SAC) descrito para el aislamiento de M.a.paratuberculosis (Greig et al., 1997).
Primero realizamos una homogeneizaciéon mediante un triturador o stomacher (IUL
Masticator, IUL S.A., Barcelona, Espafia) de 1-2 gramos aproximadamente del tejido
troceado sin grasa suspendidos en 10 ml de agua destilada estéril. Transferimos el
homogeneizado a un tubo universal al que afadimos 10 ml de cloruro de
hexadecilpiridinium al 1,5% (HPC), como agente decontaminante. Esta mezcla la
incubamos durante 18 horas a temperatura ambiente permitiendo la formacién de dos
fases, una inferior con todo el material particulado grosero y otra superior con

particulas més finas que contiene las bacterias. Transcurridas las 18 horas, recogimos la
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porciéon liquida y la centrifugamos 30 minutos a 4.000 r.p.m. Posteriormente,
eliminamos el sobrenadante y lavamos el sedimento con 10 ml de agua destilada
estéril. Tras centrifugar en las mismas condiciones, resuspendimos el sedimento en 500
ul de agua destilada estéril e inoculamos 125 pl en cada tubo de medio de cultivo
s6lido. La incubacién de los tubos la hicimos en posicion horizontal a 37°C con el tapén
parcialmente desenroscado hasta la desecacion del inéculo, entonces cerramos los
tubos y los incubamos verticalmente. Las lecturas las realizamos cada 15 dias

finalizando la incubacién a los 6 meses.

1.1.3. Medios de cultivo para el diagnéstico microbiolégico de paratuberculosis.

Los medios empleados para la puesta a punto del cultivo microbiolégico de la
paratuberculosis fueron Middlebrook 7H11 (Greig et al., 1999), Herrold con yema de
huevo (Herrold’s Egg Yolk Medium) con piruvato sédico (Chiodini et al., 1984a) y sin
piruvato soédico (Juste et al., 1991b), y Lowenstein-Jensen (Navarro et al., 1998). A todos
los medios de cultivo les afiadimos una mezcla antibiética y antifingica denominada
Mycobacteria Selectatab (MS24, MAST Laboratorios Ltd., Merseyside, Reino Unido)
compuesta por polimixina B (200000 unidades/litro), carbenicilina (100 mg/litro),
anfotericina B (10 mg/litro) y trimetoprim (10 mg/litro). Todos los medios se
preparaban con 2 mg de micobactina ] por litro de medio (Allied Monitor, Missouri,
EEUU), exceptuando el Herrold que se preparaba con y sin micobactina. Dada la
complejidad de la preparacién de estos medios fueron fabricados especificamente para
nosotros por la casa comercial Biomedics (Biomedics S.L., Tres Cantos, Espana). En la
tabla 9 detallamos la nomenclatura de los medios empleados y en el Anexo

describimos la composicién de los medios de cultivo.

Tabla 9. Medios de cultivo sélido para el cultivo de M.a.paratuberculosis.

Descripcion del medio Abreviatura
Middlebrook 7H11 con micobactina M
Herrold con yema de huevo con m%cobact%na y pirgvato s()c!in) HEYMm-PS
(HEYM) con rr}lcobacfma sin pm.lvato SOd/lC(.) HEYMm
sin micobactina y con piruvato sédico HEYM-PS
Lowenstein-Jensen con micobactina LJ

En la primera fase de cultivo utilizamos Middlebrook 7H11 (1 tubo), HEYMm-
PS (2 tubos) y HEYM-PS (1 tubo). En la segunda fase empleamos un tubo de HEYMm-
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PS y de Middlebrook 7H11, e incorporamos otro de Lowenstein-Jensen y de HEYMm.
Debido a lo complejo del sistema de siembras y el poco material biologico del que
disponiamos, en esta segunda fase no incluimos el medio de HEYM-PS y la
dependencia a la micobactina la comprobdbamos una vez obtenido el cultivo primario,
resembrando las colonias sospechosas de ser M.a.paratuberculosis en un medio sin

micobactina (HEYM-PS).

1.2. Resultados y discusion.

Los medios de cultivo descritos en la bibliografia para el aislamiento de
M.a.paratuberculosis en cabras son principalmente el medio de HEYM (Gezon et al.,
1988; Dimareli-Malli y Sarris, 2001; Straube y McGregor, 1982) y Lowenstein-Jensen
(Navarro et al., 1998) con una descontaminacién con HPC, y el medio de Dubos que se
usa principalmente en laboratorios noruegos con una fase de descontaminacién con
acido oxélico (Storset et al., 2001; Thoresen et al., 1994; Saxegaard, 1985). En nuestro
laboratorio, utilizamos rutinariamente el agente descontaminante HPC para el
protocolo de cultivo de M. bovis con resultados satisfactorios. Debido a nuestra
experiencia y a la eficacia demostrada del HPC en el protocolo de cultivo de la
paratuberculosis (Juste et al., 1991b; Merkal, 1984b; Stabel, 1997; Whipple et al., 1992;
Merkal et al., 1982), incluimos este compuesto en el protocolo de aislamiento de
M.a.paratuberculosis con los medios de cultivo sélidos de HEYM, Lowenstein-Jensen y

Middlebrook 7H11.

La detecciéon de M.a.paratuberculosis mediante cultivo en una muestra bioldégica
depende directamente del medio de cultivo empleado. En el afio 1991 Juste et al.
realizaron un estudio en pequefios rumiantes con los medios de Herrold con yema de
huevo (HEYM) y Lowenstein-Jensen (L]) cada uno de ellos dividido en tres tipos: a) sin
micobactina ni piruvato sédico, b) con micobactina pero sin piruvato sédico; y c) con
micobactina y piruvato sédico. En este trabajo se concluy6 que el medio mas adecuado
para los aislamientos a partir de pequefios rumiantes (ovino y caprino) era el L] con
micobactina y sin piruvato sédico, obteniéndose un crecimiento menor en los otros
medios (Juste et al., 1991b). Cuatro afios més tarde este mismo grupo de trabajo publicé
un estudio realizado exclusivamente en ganado ovino donde recomendaban el uso de

Middlebrook 7H11 en sustitucion del L] sin piruvato sédico porque aunque el
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porcentaje de animales positivos era el mismo en los dos medios, con el medio de
Middlebrook 7H11 el nimero de tubos positivos de una misma muestra era superior y
las colonias eran de mayor tamafio lo que favorecia la identificacién de un cultivo

positivo (Aduriz et al., 1995).

En la primera fase de nuestro estudio, de las 87 muestras analizadas 15 fueron
positivas al cultivo microbiolégico, de las cuales, nueve procedian de muestras Ziehl-
Neelsen positivas. Si clasificamos las muestras en funciéon del material biolégico
analizado, el 20% de las positivas (n=3) fueron de muestras congeladas de intestino,
mientras que el 80% restante (n=12) se aislaron de muestras de valvula ileocecal frescas

(n=8) y congeladas (n=4).

Aproximadamente la mitad de las muestras positivas al cultivo (n=8) crecieron
exclusivamente en el medio de Middlebrook 7H11, cuatro en el de HEYMm-PS y en
tres muestras se obtuvo crecimiento de M.a.paratuberculosis en ambos medios de cultivo
(figura 2). Por lo tanto, aislamos M.a.paratuberculosis en 11 ocasiones del medio de
Middlebrook 7H11 y en 7 del HEYMm-PS. La confirmacién de los resultados en todos
los casos la realizamos por el tiempo de incubacién, caracteristicas de las colonias,
dependencia de la micobactina y una PCR dirigida a la secuencia de insercién 1S900
(pagina 119).

Primera fase Segunda fase
5% 2%

oM
O HEYMm-PS
B M+HEYMm-PS ‘ 49%

OLJ
OHEYMm

Figura 2. Medios de cultivo y resultados obtenidos en las dos fases de
cultivo.

OM+HEYMm-PS+LJ+HEYMm

Teniendo en cuenta las caracteristicas de los rebafios analizados, los resultados
positivos obtenidos en la primera fase de cultivo (17,2%) fueron menores de los

esperados y dichos resultados ademads no parecian reflejar el estado sanitario real de
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las explotaciones. Asi pues, debido a la baja sensibilidad obtenida en el cultivo y la
presencia de 20 muestras Ziehl-Neelsen positivas pero negativas al cultivo decidimos
incorporar nuevos medios de cultivo (Juste ef al., 1991b) para incrementar el nimero de

aislamientos de M.a.paratuberculosis.

En la segunda fase, gracias a la incorporacion de los nuevos medios (L] y
HEYMm) y la repeticiéon del protocolo de cultivo, obtuvimos resultado positivo en 22
casos. Ocho de las 15 muestras identificadas como positivas en el primer periodo y
ademads conseguimos identificar 14 muestras nuevas positivas a M.a.paratuberculosis
que en el ensayo anterior habian sido negativas, de las cuales seis eran Ziehl-Neelsen
positivas. En resumen, en esta segunda fase 11 muestras crecieron tnicamente en
Lowenstein-Jensen, 6 en HEYMm-PS, 3 en Middlebrook 7H11, 1 en HEYMm y en una
muestra se obtuvieron colonias visibles en los cuatro medios de cultivo (figura 2).
Consecuentemente, aislamos M.a.paratuberculosis del medio de Lowenstein-Jensen en
12 casos, 7 en HEYMm-PS, 4 en Middlebrook y 2 en HEYMm. En cuanto a la mayor
sensibilidad del cultivo en la segunda fase, en nuestra opinién se debe principalmente
a la incorporacién del medio de Lowenstein-Jensen, ya que de las 14 muestras nuevas
aislamos M.a.paratuberculosis exclusivamente del medio de L] en once. El medio de
cultivo con un menor rendimiento en el aislamiento de M.a.paratuberculosis en esta
segunda fase fue el HEYM con micobactina sin piruvato sédico (HEYMm) ya que
obtuvimos crecimiento solamente en dos muestras y ademas, una de ellas fue también

positiva en los otros tres medios de cultivo.

A continuacion describimos las caracteristicas de las 29

1% fase 2% fase
muestras de las cuales aislamos M.a.paratuberculosis mediante
e cultivo bacteriologico en las dos fases de cultivo. Siete en la

primera fase, 14 en la segunda fase y 8 en ambas fases de cultivo.

En la tabla 10 detallamos las caracteristicas de las siete muestras que dieron un
resultado positivo en la primera fase pero sin embargo fueron negativas en la segunda.
Como podemos observar, las principales diferencias entre las dos fases fueron la
congelacion de las muestras y la muestra clinica empleada para el anélisis
microbiolégico. En cuanto a la congelacion, en la primera fase 4 de las muestras se

procesaron frescas y el resto estuvieron congeladas de 15 dias a un mes y medio. En la
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segunda fase las muestras se procesaron después de un periodo de congelacién de uno
a dos afios. En lo que hace referencia a la muestra clinica, en la primera fase sembramos
valvula ileocecal principalmente cuando en la segunda fue intestino y/o linfonodos
mesentéricos o ileocecales. Ademds hay que tener en cuenta que en tres casos el
namero de unidades formadoras de colonias (UFC) identificadas en la primera fase fue
muy bajo (de 1 a 3). A esto hay que afiadir el hecho de que tres de los aislados de
M.a.paratuberculosis se incluyen dentro del genovar ovino con la técnica de 1S1311PCR-
REA (péagina 144) que se caracteriza por ser aislados de crecimiento muy lento y en
muchas ocasiones dificil de aislar en cultivo primario y resiembras. Por lo tanto la falta
de aislamiento de M.a.paratuberculosis a partir de estas siete muestras en la segunda
fase podria ser debido a la combinacién de distintos factores como el tiempo de
congelacién, muestra bioldgica, carga bacteriana de la muestra y tipo de aislado. En
este caso el medio de cultivo no influye ya que los medios empleados en la primera

fase (HEYMm-PS y M) también los utilizamos en la segunda.

Tabla 10. Caracteristicas de las siete muestras positivas en la primera fase de cultivo
microbiolégico pero negativas en la segunda.

Referencia Primera fase Segunda fase
T2 Muestra® Congc Culd Mediocy UFCf  1S1311s Muestra® Conge
HP: 11 UFC med; .
CAM 18 1 VI 0 1 M: 30 UFC peq Int + lic 2lm
CAM 38 1 VI 0 1 M: 18 UFC peq S Int + Im 20m
CAM 42 1 VI 0 1 M: 3 UFC peq S Int + Im 20m
CAM 48 1 VI 6sem 1 M: 1 UFC peq S Im 15m
CAM 74 0 VI 2sem 1 M: 2 UFC peq C Int + Im 14 m
HP: 10 UFC pegq;
CAM 85 0 Int 4sem 1 M: 25 UFC peq C Im 13 m
CAM 101 0 VI 0 1 M: ND C Int + Im 12 m

a Tincion de Ziehl-Neelsen. 1: resultado positivo; 0: resultado negativo.

b Muestra biolégica. VI: valvula ileocecal; Int: intestino; lic: linfonodo ileocecal; Im: linfonodo mesentérico.
¢ Tiempo de congelacién de la muestra. sem: semanas; m: meses.

d Cultivo microbiolégico en la primera fase. 1: resultado positivo; 0: resultado negativo.

e Medio de cultivo. HP: Herrold's egg yolk medium con piruvato sédico; M: Middlebrook 7H11.

f Numero de unidades formadoras de colonias (UFC) en el cultivo primario. ND: no determinado.

8 IS1311PCR-REA. S: grupo ovino; C: grupo bovino.

De las ocho muestras positivas en ambos periodos, en la segunda fase cinco
crecieron en el medio de HEYMm-PS, una en M, una en HEYMm y una muestra creci6é
en los cuatro medios (tabla 11). En este caso, a pesar de la congelaciéon y de tratarse de

un material bioldgico distinto, conseguimos el aislamiento de M.a.paratuberculosis en
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ambas fases. Esto puede deberse a que el nimero de unidades formadoras de colonias
era mayor (en algunos casos el crecimiento era tipo sdbana ocupando todo el pico de
flauta del medio de cultivo) y sé6lo un aislado pertenecia al grupo ovino. Un aislado
(CAM 72) creci6 en un medio nuevo incluido en la segunda fase (HEYMm) y otro
(CAM 63) creci6 en todos los medios, por lo que en este caso la incorporaciéon de

nuevos medios permiti6 la recuperacién de un aislado solamente.

Tabla 11. Caracteristicas de las ocho muestras positivas en las dos fases de cultivo
microbiolégico.

Referencia Primera fase Segunda fase

T2 Muestra? Congc Mediody UFCe 1S1311f  Muestra® Conge Medioe

CAM7 0 VI 0 HP: sdbana; C Int + lic 23m M
M: sabana

CAM19 1 VI 0 HP:30UFCpeq C Int + lic 21'm HP
CAM 20 0 VI 0 HP: 2 UFC med C Int + lic 21 m HP
CAM 40 1 VI 0 M: 5 UFC peq S Int + lic 19m HP
CAM63 1 VI 1 sem Iﬁ sse?kl::r?: C Int+lm 15m15d 1\{]111;
CAM 72 1 VI 2 sem M: sabana C Int + lic 15m H
CAM 83 1 Int 4sem M:16 UFC med C Im 13 m HP

CAM 84 0 Int 4sem HP:8 UFC peq C Int+Im 13m15d HP

a Tincion de Ziehl-Neelsen. 1: resultado positivo; 0: resultado negativo.

b Muestra biolégica. VI: vélvula ileocecal; Int: intestino; lic: linfonodo ileocecal; Im: linfonodo mesentérico.

¢ Tiempo de congelacién de la muestra. sem: semanas; m: meses.

d Medio de cultivo. HP: Herrold’s egg yolk medium con piruvato sédico; H: Herrold’s egg yolk medium sin piruvato
sodico; M: Middlebrook 7H11; LJ: Léwenstein-Jensen.

¢ Nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) en el cultivo primario.

f]51311PCR-REA. S: grupo ovino; C: grupo bovino.

Como se puede observar en la tabla 12, las 14 muestras positivas tinicamente en
la segunda fase se caracterizan porque todos los aislados excepto dos pertenecian al
genovar ovino con el protocolo de ISI31IPCR-REA y ademads, todos menos tres
crecieron exclusivamente en el medio de Lowenstein-Jensen. En la primera fase las dos
muestras del grupo bovino o C (CAM 58 y CAM 65) no dieron un resultado positivo,
pero esto es debido a que en el material procesado para el aislamiento de
M.a.paratuberculosis identificamos M. bovis en HEYM-PS y HEYMm-PS. Por lo tanto,
cuando el material biologico empleado estda doblemente infectado con M. bovis y
M.a.paratuberculosis, el crecimiento de M. bovis a partir de tejido intestinal puede inhibir
el crecimiento o enmascarar la presencia de M.a.paratuberculosis. En este caso, la

incorporacion del medio de L] permitié el aislamiento de 11 aislados nuevos de

M.a.paratuberculosis.
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Tabla 12. Caracteristicas de las 14 muestras positivas en la segunda fase.

Referencia Primera fase Segunda fase
T2 Muestrab Conge Culd Muestra® Congc Culd Medioe 1S1311f
CAM 8 0 VI 0 0 Int 22 m 1 L] S
CAM 28 0 VI 0 0 Int + lic + Im 21m 1 L] S
CAM 34 0 VI 1 sem 0 Int 19m20d 1 L] S
CAM 35 0 VI 1 sem 0 Int 19m20d 1 LJ S
CAM 39 0 VI 0 0 Int + lic 19m 1 LJ S
CAM 47 0 VI 6 sem 0 Int + Im 15 m 1 LJ S
CAM 58 0 VI 2 sem 0 Int + Im 15m 1 HP C
CAM 65 1 VI 1 sem 0 Int + Im 15 m 1 L] C
CAM 78 0 Int 4 sem 0 Im 13 m 1 LJ S
CAM 79 1 Int 4 sem 0 Int +Im 13 m 1 LJ S
CAM 80 1 Int 4 sem 0 Im 13 m 1 LJ S
CAM 81 1 Int 4 sem 0 Im 13 m 1 L] S
CAM 86 1 VI 0 0 Int 13 m 1 M S
CAM 87 1 VI 0 0 Int 13 m 1 M S

a Tincion de Ziehl-Neelsen. 1: resultado positivo; 0: resultado negativo.

b Muestra biolégica. VI: valvula ileocecal; Int: intestino; lic: linfonodo ileocecal; Im: linfonodo mesentérico.

¢ Tiempo de congelacién de la muestra. sem: semanas; m: meses.

d Resultado cultivo microbioldgico. 1: resultado positivo; 0: resultado negativo.

eMedio de cultivo. HP: Herrold’s egg yolk medium con piruvato sédico; M: Middlebrook 7H11; L]: Léwenstein-Jensen.
£]S1311PCR-REA. S: grupo ovino; C: grupo bovino.

620, De los 29 aislados de M.a.paratuberculosis

- identificados en las 87 muestras analizadas en las dos

fases de cultivo, 16 eran aislados de

M.a.paratuberculosis que se incluian dentro del genovar

ovino que como ya hemos comentado anteriormente

se caracteriza principalmente por su dificultad en el

OL] @M @ M+HEYMm-PS cultivo. En este sentido, las muestras se dieron como
Figura 3. Porcentaje de positivas al cabo de 2 hasta 7 meses de incubacion a
aislamiento de aislados del 37°C. De los 16 aislados un 62,5% crecieron en el

grupo ovino en los distintos

. . . medio de Lowenstein-Jensen, 31,3% en Middlebrook
medios de cultivo sélido.

7H11 y un 6,2% en M y HEYMm-PS (figura 3). Como
podemos observar la incorporacién del medio de LJ permitié el aislamiento de un
elevado porcentaje de aislados de M.a.paratuberculosis que son muy dificiles de
identificar en otros medios. Las colonias en estos medios se caracterizan por ser muy

pequenas y en algunas ocasiones dificiles de observar macroscépicamente.

En resumen, el numero total de muestras positivas mediante cultivo

bacterioldgico en las 87 cabras analizadas fue de 29 muestras. En la tabla 13 resumimos
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las dos fases de este estudio, el material biolégico empleado en cada una, asi como los

resultados obtenidos en el cultivo bacteriolégico.

Tabla 13. Esquema de los dos periodos de cultivo de muestras caprinas para el
aislamiento de M.a.paratuberculosis.

Primera fase Segunda fase
Periodo Marzo 2000-Febrero 2001 Febrero 2002
Intestino, In. mesentérico,

Mezcla de valvula y

Muestra biolégica . 2. mezcla de intestino y
In. ileocecal y mesentérico . .
In. ileocecal y/o mesentérico
Medios de cultivo M, HEYMm-PS, HEYM-PS M, HEYMm-PS, HEYMm, L]
Muestras positivas 15 22
Mayor aislamiento Middlebrook 7H11 Lowenstein-Jensen

En nuestro caso, la incorporacién del medio de Lowenstein-Jensen fue el factor
determinante para aumentar la sensibilidad del cultivo. A pesar de que Addariz et al.
recomiendan el uso de Middlebrook en sustitucién del medio de Lowenstein-Jensen
(Addriz et al., 1995), en nuestro caso el uso conjunto de ambos medios (Middlebrook
7H11 y Lowenstein-Jensen) para el aislamiento de M.a.paratuberculosis en el ganado
caprino ha resultado mas eficaz, aunque es aconsejable la combinaciéon con HEYMm-
PS debido a que hubo 4 aislados que solo crecieron en este medio en el cultivo

primario.

Otro factor que influye en el éxito del aislamiento de M.a.paratuberculosis
mediante cultivo es el tiempo de congelacion hasta el procesado microbiolégico de la
muestra. Se ha descrito la disminucién de la viabilidad de M.a.paratuberculosis en
muestras congeladas a -70°C durante 3 semanas (Richards y Thoen, 1977).
Rutinariamente en nuestro laboratorio congelamos las muestras que no se pueden
procesar el mismo dia de recogida a -20°C y posteriormente las descongelamos a
temperatura de refrigeracion el dia anterior a su procesado microbiolégico. En nuestro
estudio no podemos interpretar el efecto de la congelaciéon en el aislamiento de
M.a.paratuberculosis debido a que en ambos muestreos empleamos un material
biolégico distinto para el cultivo por no tener suficiente muestra para ambas fases. A
pesar de esto, cabe destacar el aislamiento de M.a.paratuberculosis en muestras
congeladas durante un periodo aproximado de dos afios (por ejemplo, 3 aislados en

muestras congeladas durante 21 meses y un aislado a partir de material biolégico
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congelado durante 23 meses). Ademads, en muestras congeladas dos veces también
obtuvimos cultivos positivos después de un largo periodo de congelacion (por ejemplo,
aislamos M.a.paratuberculosis en dos ocasiones de muestras congeladas durante 1
semana, descongeladas y congeladas otra vez durante 20 meses). Esto refleja que
algunos aislados de M.a.paratuberculosis pueden sobrevivir las temperaturas de

congelaciéon durante un largo periodo de tiempo sin que se afecte su viabilidad.

En resumen, para incrementar la sensibilidad en el cultivo microbiolégico de
M.a.paratuberculosis a partir de muestras biolégicas de origen caprino recomendamos el

uso como minimo de un tubo de los medios de cultivo L], M y HEYMm-PS.
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2. DIAGNOSTICO MOLECULAR.

El cultivo bacteriolégico se considera como el gold standard o técnica de
referencia para el diagnoéstico de paratuberculosis a pesar de ser una técnica laboriosa,
lenta, y que en ocasiones presenta baja sensibilidad. Debido a estos factores en
numerosas ocasiones se pueden obtener falsos negativos cuando se aplica
exclusivamente un protocolo de cultivo bacteriol6gico. Actualmente, los laboratorios
de investigacion de todo el mundo atinan sus esfuerzos para mejorar las herramientas
diagnosticas de la paratuberculosis, lo que ha llevado a la aplicacién de numerosas
técnicas de extraccion de ADN en combinacién con la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Ademads, una ventaja afiadida de estas técnicas es que los resultados
se obtienen de forma rapida, lo que reduce drésticamente el tiempo para la obtenciéon

de resultados.

La extracciéon de ADN bacteriano a partir de material biolégico es dificil debido
principalmente a tres factores: a) baja concentracién bacteriana en la muestra biolégica;
b) interferencia de restos celulares; y c) presencia de inhibidores de la PCR. En el caso
de M.a.paratuberculosis para minimizar estos factores probamos dos técnicas de
extraccion de ADN - la Técnica de Captura de la Secuencia Diana (Sequence Capture,
SC) y un protocolo de extraccion de ADN de la casa comercial Qbiogene Inc. (BIO101
Systems, Carlsbad, EEUU) para muestras contaminadas (FastDNA Spin Kit for Soil, FP)
- para determinar cual de los dos métodos era el mas adecuado para la obtencion de
ADN a partir de nuestro material, con el fin de su posterior aplicacién en muestras de

diagndstico clinico.

Para la seleccion de estas dos técnicas tuvimos en cuenta que la SC esta
indicada para muestras con baja concentracion bacteriana, y que el FP es especifico
para muestras muy contaminadas y por lo tanto estd indicada para eliminar todos los
inhibidores de la PCR presentes en las muestras fecales y tisulares empleadas para el
diagnoéstico de paratuberculosis. Ademés en el momento de comenzar el estudio no
existia ningtn trabajo publicado de aplicacién de ambos protocolos en el diagndstico

de la paratuberculosis.
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2.1. Material y métodos.

2.1.1. Muestras analizadas.

Para realizar el estudio seleccionamos 46 muestras tisulares (mezcla de vélvula
y linfonodos ileocecal y mesentérico) de origen bovino (23), caprino (22) y ovino (1)
agrupadas en distintas categorias en base a los resultados obtenidos en la tinciéon de
Ziehl-Neelsen, lesiones micro y macroscépicas y cultivo bacteriolédgico. Como
detallamos en la tabla 14 procesamos 15 muestras positivas y 31 negativas al cultivo
microbiolégico, de las cuales 11 y 26 respectivamente, eran también positivas a la
tinciéon de Zielh-Neelsen y/o presentaban lesiones compatibles con la paratuberculosis.
Las lesiones de las muestras tisulares de origen bovino se observaron mediante una
tincion de Hematoxilina-eosina, mientras que de las muestras caprinas y ovinas eran
lesiones observadas macroscopicamente al procesar las muestras bioldgicas para el

cultivo microbiolégico.

Tabla 14. Clasificacién de las muestras analizadas mediante FP y SC en funcién de los
resultados obtenidos en el diagnéstico bacteriol6gico, micro y macroscépico.

E . Cultivo positivo Cultivo negativo
specie e .. . e . .
animal Na Tincién y lesion Tincién y/o Na Tincién y lesion Tincién y/o
negativa lesi6n positiva negativa lesion positiva
Vacas 1 1 0 22 0 22
Cabras 13 3 10 9 5 4
Oveja 1 0 1 0 0 0
Total 15 4 11 31 5 26

aNumero de animales muestreados.

2.1.2. Protocolo FP (FastDNA Spin Kit for Soil).

Como las muestras fecales e intestinales al igual que el suelo son materiales
altamente contaminados con sustancias inhibidoras de la PCR, decidimos analizar el
protocolo FastDNA Spin Kit for Soil (FP) para la extraccion directa de ADN a partir de
muestras clinicas. Esta técnica combina una fase mecanica de rotura celular con un
sistema de purificacién del ADN cromosémico, basado en la unién del ADN a un gel
de silice. Esta unién selectiva del ADN se debe a que en presencia de una
concentracion elevada de sales los cationes de sodio rompen las uniones entre el
hidrégeno del agua y los iones oxigeno de la silice. Posteriormente el sodio acttia de

puente y atrae el oxigeno cargado negativamente del grupo fosfato de la molécula de
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ADN. Esto hace que el ADN se una selectivamente al gel de silice y se mantiene unido
mientras se llevan a cabo los lavados para eliminar las moléculas inhibidoras de la
PCR. Posteriormente, la incorporaciéon de tampones con una baja concentracién iénica

liberan el ADN del gel de silice (Boom et al., 1990).

En resumen el protocolo de FP se basa en cuatro caracteristicas que garantizan
la extraccion satisfactoria del ADN: 1) homogeneizacién y rotura mecanica de las
células gracias al efecto de microbolas de zirconio y el sistema FastPrep® FP120
(Qbiogene Inc.); 2) precipitacion de las proteinas; 3) adsorcion del ADN a un gel de
silice que asegura la eliminaciéon de los inhibidores de la PCR; y 4) lavado y

purificaciéon del ADN.

En la figura 4 representamos un esquema del protocolo FP modificado por
nosotros. Resumidamente, en un tubo de 2 ml afladimos 0,5 ml de bolas de zirconio de
0,1 mm (BioSpec Products Inc., Oklahoma, EEUU), el mismo volumen de material
biolégico troceado finamente, 978 ul de PBS y 122 ul de tampén MT (compuesto por
lauril sulfato, teepol, tris, cloruro s6dico, EDTA y polivinilpirrolidina). La rotura
mecanica la realizamos con el sistema FastPrep® FP120 a una velocidad de 6,0
metros/segundo durante 45 segundos. El homogeneizado resultante lo centrifugamos
durante 15 minutos a 14.000 r.p.m. en una minifuga para eliminar el material grosero y
los restos celulares. Posteriormente, transferimos el sobrenadante obtenido a un tubo
eppendorf con 250 ul de PPS, protein precipitating solution (compuesto por acetato
potésico y acido acético glacial) y lo centrifugamos a 14.000 r.p.m. durante 5 minutos.
Aproximadamente a 1 ml del sobrenadante le afiadimos el mismo volumen de gel de
silice (denominado binding matrix que contiene ademas tiocianato de guanidina) y lo
incubamos durante 5 minutos para permitir la unién del ADN al gel de silice y la
decantacion del mismo. Después de la decantacién, eliminamos 700 pl del
sobrenadante y resuspendemos nuevamente la soluciéon restante con el gel de silice
decantado. Esta suspension la filtramos en unos tubos especiales. Dado que el volumen
maximo que admitia el filtro era de 600 pl, esta operacion la realizamos en dos veces.
Para ello, depositamos 600 pl de la suspension y la centrifugamos a una velocidad de
11.000 r.p.m durante 1 minuto, a continuacién afiadimos el resto de la suspensién al

mismo filtro y lo centrifugamos en las mismas condiciones. Aunque las instrucciones
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del fabricante recomiendan una centrifugacién de los tubos con filtro a una velocidad
de 14.000 r.p.m durante 1 minuto, nosotros disminuimos la velocidad a 11.000 r.p.m.

debido a problemas de rotura de filtros.

Muestra
ercomo Rotura mecanica PPS - sobrenadante
B —
centrifugacion > centrifugacion + silice —
Tampon MT

eliminar 700 ul sobrenadante <— lS’

vy

Resuspender

N, Ne N D
2T T —» 1S900-PCR

Figura 4. Esquema del protocolo de FP.

Finalmente realizamos un lavado del filtro que contenia el gel de silice con el
ADN adsorbido con 500 ul de tampén SEWS-M (salt ethanol wash solution) seguido de
una centrifugaciéon a 11.000 r.p.m. durante 1 minuto. Para secar el gel de restos del
tampon de lavado centrifugamos otra vez y lo incubamos a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Posteriormente afiadimos 50 pl de DES (DNA elution solution, agua
libre de pir6genos) y centrifugamos otro minuto a 14.000 r.p.m. El ADN obtenido lo
conservamos a 4°C hasta su utilizacion. Para asegurarnos del correcto funcionamiento
de la técnica y controlar las posibles contaminaciones en el transcurso del protocolo
siempre incluiamos un control positivo (tejido de un animal diagnosticado con
paratuberculosis mediante cultivo bacterioldgico) y un control negativo (agua destilada

estéril).

2.1.3. Protocolo SC (Sequence capture).

La técnica denominada sequence capture (SC) o traducido literalmente del inglés
como captura de la secuencia diana se desarroll6 por primera vez en 1996 en muestras

paucibacilares de tuberculosis humana para incrementar la sensibilidad de la detecciéon
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de ADN de micobacterias en muestras clinicas (Mangiapan et al., 1996). La captura de
la secuencia diana se ha aplicado en muestras bovinas para el diagnéstico de la
tuberculosis obteniendo resultados satisfactorios ya que permite un diagndstico rapido,
y en el caso de las especies del complejo M. tuberculosis ademas permite la aplicacion
de la técnica de caracterizacién molecular denominada D VR-spoligotyping (Roring et al.,

2000).

En sintesis esta técnica se basa en: 1) digestion enzimatica y rotura mecanica del
material tisular; 2) hibridacion del ADN diana gracias al empleo de una sonda marcada
con biotina dirigida a la secuencia de insercién IS900; y 3) captura del producto
hibridado con esferas magnéticas recubiertas con estreptavidina que se unen a la

biotina de las sondas que a su vez estan unidas a la secuencia diana (IS900).

Debido a que cuando se inici6 este trabajo no existia ningtin estudio aplicado de
la técnica de SC en muestras de paratuberculosis decidimos investigar este protocolo
de extraccion de ADN directa a partir de muestras biol6gicas para determinar su
utilidad diagnoéstica en la paratuberculosis, especialmente en muestras con baja
concentracion bacteriana. La técnica que describimos a continuacion tiene como base el
protocolo original descrito en 1996 por Mangiapan et al. (Mangiapan et al., 1996) con
una serie de modificaciones (Roring et al., 2000) y adaptado en nuestro laboratorio para

la deteccién de M.a.paratuberculosis.

Previa a la aplicacién de esta técnica realizamos la selecciéon de las sondas de
acidos nucleicos dirigida a 1S900. Para ello, hicimos una revision bibliografica y
dibujamos un mapa genético con la secuencia de insercién I1S900 (ntiimero de acceso
X16293). Durante la fase de rotura mecénica el ADN puede fragmentarse, por eso
seleccionamos dos sondas para garantizar el proceso de secuestro y que ademés
hibridasen con un fragmento de ADN no muy grande (figura 5). Las sondas
seleccionadas estaban formadas por: sonda 1 - 1S900/150C (5" biotina-CCG CTA ATT
GAG AGA TGC GAT TGG) (Vary et al., 1990) y sonda 2 - S749 (5" biotina-CGC GGC
ACG GCT CTT GTT) (Englund et al., 1999). Ambas secuencias que estaban marcadas
con biotina en el extremo 5 terminal se encargaron a Roche Diagnostics (Roche
Diagnostics Ltd., Sussex, Reino Unido). Para identificar el fragmento capturado

disefilamos una PCR con dos iniciadores internos a las sondas que originan un
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fragmento de 219 p.b. (figura 5): el iniciador descrito por Kunze et al. (5" TGG ACA
ATG ACG GTT ACG GAG GTG G ') (Kunze et al., 1992) y el P91, descrito por Millar et
al. (5" GGC GTT GAG GTC GAT CGC CCA CGT GAC 3") (Millar et al., 1995). Esta
pareja de iniciadores también la empleamos en la PCR de diagnéstico para la

confirmacién de colonias sospechosas de M.a.paratuberculosis (pagina 119).

1S900/150C

Kunze

1S900-PCR

P91 S749
E 1451 p.b. B 628 p.b. O 219 p.b.

Figura 5. Representacion esquematica de las sondas de SC e iniciadores

de la PCR de diagnéstico.

Estas sondas ya estaban descritas aunque no habian sido empleadas hasta ese
momento conjuntamente. Para garantizar la especificidad de las sondas, realizamos
una PCR utilizdndolas como una pareja de iniciadores para la amplificacion del ADN
de cepas de referencia de 22 especies de micobacterias distintas (tabla 15) y aislados
clinicos de M.a.paratuberculosis. El tamafio del fragmento de la secuencia de insercién
IS900 que hibrida con esta pareja de oligonucleétidos fue de 628 pares de bases como

era esperado.

Tabla 15. Especies de micobacterias empleadas para determinar la especificidad de
las sondas de la técnica de captura de la secuencia diana.

Especie de Numero de Especie de Numero de
micobacteria identificacion micobacteria identificacion

M. avium NCTC2 8559 M. xenopi NCTC 10042
M.a.paratuberculosis ATCCP 19698 M. malmoense NCTC 11298
M. intracellulare NCTC 10425 M. gordonae NCTC 10267
M. scrofulaceum NCTC 10803 M. szulgai NCTC 10831
M. smegmatis NCTC 8159 M. flavescens NCTC 10271
M. phlei NCTC 8151 M. marinum NCTC 2275
M. tuberculosis H37Rv NCTC 7416 M. chelonae subsp. chelonae NCTC 946
M. bovis NCTC10772 M. chelonae subsp. abscessus ~ NCTC 10882
M. microti NCTC 8710 M. fortuitum NCTC 10394
M. terrae NCTC 10856 M. peregrinum NCTC 10264
M. kansasii NCTC 10268 M. haemophilum NCTC 11185

a Colecciéon Nacional de Cultivos Tipo (National Collection of Type Cultures, Central Public Health
Laboratory, Colindale, Reino Unido).
bColeccién Americana de Cultivo Tipo (American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, EEUU).
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Bésicamente el protocolo de SC, representado en la figura 6, consiste en la
fragmentacion fina de la muestra tisular (vélvula y linfonodos ileocecal y mesentérico)
y la transferencia de la mezcla a un tubo universal con 1 ml de TES al que afiadimos 20
ul de proteinasa K (100 mg/ml). Esta solucién la incubamos 18 horas a 50°C en un bafio
de agua. Traspasamos el material licuado a un tubo eppendorf con 500 pl de bolas de
zirconio 0,1 mm y lo procesamos en un sistema FastPrep120 a una velocidad de 6,5
m/s durante 45 segundos. Tomamos 550 pl del sobrenadante y lo hervimos durante 6
minutos. Inmediatamente incubamos la muestra en hielo durante 5 minutos y
afiadimos la solucién de hibridacién (200 pl de cloruro sédico 3,75 M y 1 ul de las
sondas marcadas con biotina a una concentracién de 2,5 pmol/ul cada una). Esta

suspension la incubamos en un bafio de agua a 42°C durante 3 horas.

Después de la fase de hibridacién afiadimos 10 pl de esferas magnéticas (5
pg/ul) cubiertas con estreptavidina (Streptavidin M-280 Dynal beads, Dynal Biotech
Ltd., Merseyside, Reino Unido) y lo incubamos a 36°C durante 2 horas en un bafio de
agua. Posteriormente, expusimos las muestras a un campo magnético (imén MPC-S,
Dynal Biotech Ltd.) durante dos minutos y cuidadosamente retiramos el sobrenadante
con restos celulares y bolas de zirconio y lavamos dos veces las esferas magnéticas con
750 pl de TE pH 8. Resuspendimos el sedimento en 25 ul de agua ultrapura estéril y lo
conservamos a -20°C hasta su utilizacién. Para la técnica de captura usamos controles
para estudiar la eficacia y la ausencia de contaminaciones cruzadas, TES como control

negativo y tejido positivo al cultivo bacteriolégico como control positivo.

Zirconio
M;;s;cra Digestion > Rotura mecédnica,, 100°C, 6/ Hielo, 5°
. 50°C, 18h
Proteinasa K l
Solucion Solucién de %_p—ulih ?E?Cilén PCR
36°C, 2h < de captura 42°C. 3h < hibridacién 1biaores
4 Esferas magnéticast Al Sonda B— T ADN # IS900

F—— ADN diana: IS900

(B/\\//\ Agua ultrapurg I — IS900-PCR

(BT_L.|__| estéril

Figura 6. Esquema del protocolo de SC.
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2.1.4. Amplificacién mediante PCR de la secuencia de insercién 1S900 (IS900-PCR).

En ambos protocolos (FP y SC) realizamos la identificaciéon y confirmacién de
los resultados mediante una PCR dirigida a la secuencia de insercion IS900
caracteristica de M.a.paratuberculosis. Esta reacciéon de PCR también la utilizamos para
la identificaciéon de colonias sospechosas obtenidas a partir del cultivo bacteriolégico.
Los iniciadores empleados fueron los descritos por Kunze et al. (5" TGG ACA ATG
ACG GTT ACG GAG GTG G 3') (Kunze et al., 1992) y P91 (5 GGC GTT GAG GTC
GAT CGC CCA CGT GAC 3) (Millar et al., 1995) que amplifican un fragmento de 219
pares de bases. Comprobamos la especificidad de estos oligonucleétidos realizando
una PCR con 22 especies distintas de micobacterias (tabla 15) y con aislados clinicos de

M.a.paratuberculosis.

Los reactivos empleados para la PCR (tampén, mezcla de deoxinucleésidos
trifosfatos y Taq polimerasa) fueron de la casa comercial Biotools (Biotools B&M Labs.
S.A., Madrid, Espafa). Los componentes para una reacciéon de PCR, en un volumen
total de 20 pl, fueron 2,5 pl de tampoén 10X (Tris-HCl 75 mM, cloruro de magnesio 2
mM, KCI 50 mM, (NHy)>SO4 20 mM), 4 pl del iniciador Kunze (50 ng/ml) y P91 (50
ng/ml), 0,25 ul de la enzima Taq polimerasa (5 U/pl) y 2 ul de 2" deoxinucledsido 5’
trifosfatos (ANTP’s) 2,5 mM cada uno, en 11,25 pl de agua ultrapura estéril. Cubrimos
cada tubo con 20 pl de aceite mineral y lo conservamos a -20°C hasta el momento de su
utilizacion.

Al volumen final de 20 pl inoculamos 5 pl de la solucién obtenida en las
técnicas de FP y SC, llevando a cabo las reacciones en un termociclador PTC-100
Programmable Thermal Controller (M.]. Research Inc., Massachussett, EEUU). Utilizamos
los siguientes ciclos de temperatura: desnaturalizaciéon a 94°C durante 10 minutos,
seguida de 33 ciclos de desnaturalizaciéon a 94°C durante 30 segundos, hibridacién a
65°C durante 2 minutos y elongaciéon a 72°C durante 3 minutos, terminando con una
elongacion final a 72°C durante 10 minutos. A continuacion conservamos los tubos de
PCR a 4°C. Para cada lote de tubos de PCR preparados comprobdbamos su perfecto
funcionamiento inoculando un control positivo (aislado clinico de M.a.paratuberculosis)

y un control negativo (agua ultrapura estéril).
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La deteccion del producto amplificado la realizamos mediante electroforesis
convencional en un gel de agarosa al 2% en tampén TAE 1X tefiido con bromuro de
etidio (concentracion final 0,5 pg/ml). En el gel de agarosa cargamos 5 pl del producto
amplificado més 5 pl de tampén de carga y fueron sometidas a electroforesis a 90
voltios durante 45 minutos en una fuente electroforética (Bio-Rad Laboratories S.A,
Madrid, Espafia). Como marcador de peso molecular empleamos el Marcador 100 p.b.
de Biotools B&M Labs S.A y para la visualizaciéon de los fragmentos de ADN

utilizamos un transiluminador.

2.2. Resultados y discusion.

El cultivo microbiolégico a pesar de ser la prueba de referencia para el
diagnoéstico de la enfermedad de Johne se caracteriza por tener una baja sensibilidad

debido a los siguientes factores:

1. Existencia de animales subclinicos con una baja concentracién bacteriana en
la muestra biolégica (Manning y Collins, 2001), ademas de que los animales
infectados eliminan M.a.paratuberculosis de una manera intermitente en las

heces (van der Giessen et al., 1992).

2. Existencia de aislados dificilmente cultivables (Stevenson et al., 2002) y no

cultivables (El Zaatari et al., 2003; Machackova et al., 2002).

3. Disminucién en la viabilidad de las bacterias debido al transporte y
mantenimiento no adecuado de las muestras (Thoresen et al., 1994; Ris et al.,

1987).

4. Pérdida de viabilidad de las micobacterias durante un procesado

inadecuado de la muestra (Chiodini et al., 1984a).

Por esta razén las técnicas de diagnéstico molecular han incrementado su uso
de forma notable en los ultimos tiempos ya que resuelven muchos problemas
asociados al diagnéstico tradicional, especialmente cuando se trabaja con
microorganismos del género Mycobacterium. Actualmente se estdn probando distintas
técnicas de deteccion directa de ADN a partir de una muestra biolégica en

combinacién con la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para aumentar la
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sensibilidad y especificidad en el diagnéstico. Estas técnicas directas tienen las

siguientes caracteristicas:

1. Son protocolos rapidos que permiten una identificacién de los animales
infectados facilitando el establecimiento de las medidas de control (Zimmer

et al., 1999).

2. Estan particularmente indicadas cuando la concentracién bacteriana es baja,
la enfermedad es dificil de detectar mediante las técnicas tradicionales
(Millar et al, 1995), o en muestras mal conservadas (temperatura de
conservacion inadecuada o procesos repetidos de congelacion-
descongelacién) que originan la pérdida de la viabilidad de las

micobacterias.

3. Son técnicas dutiles en determinadas especies animales, especialmente
ganado ovino, debido a las extremas dificultades de cultivo de estos

aislados (Garrido et al., 2000b; Garrido et al., 1998; Stevenson et al., 2002).

4. Son protocolos adecuados para controlar la sensibilidad y especificidad de

otras técnicas diagnosticas.

La concentraciéon y calidad del ADN que se obtiene mediante estas técnicas
depende de la metodologia empleada y la concentraciéon inicial de M.a.paratuberculosis
en la muestra clinica. Teéricamente la PCR puede detectar un fentogramo de ADN
purificado, pero cuando se trabaja con muestras clinicas la sensibilidad disminuye ya
que el material fecal y las muestras intestinales presentan una elevada concentracién
de inhibidores de la PCR (sales biliares, polisacaridos u otro ADN no objeto de estudio)
que afectan de una forma directa a la sensibilidad de la metodologia de la PCR (Wilde
et al., 1990; Jiang et al., 1992). Ademas, M.a.paratuberculosis es un patégeno intracelular

con una pared de estructura compleja que dificulta su lisis y purificacion.

En la actualidad el principal inconveniente de estas metodologias es que la
concentracion y calidad del ADN obtenido no es adecuado para llevar a cabo técnicas
de tipificacion molecular de M.a.paratuberculosis como el andlisis de polimorfismos
genéticos (IS900-RFLP) o electroforesis en campo pulsado (PFGE). Sin embargo,

actualmente se estdn desarrollando y perfeccionando técnicas de tipificacién basadas
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en la PCR (Bull et al., 2000a; Bull et al., 2003b; Overduin et al., 2004; Pillai et al., 2001) que
permitirdn la caracterizacion de aislados de M.a.paratuberculosis a partir del ADN
extraido directamente de la muestra. Por todo esto, actualmente estos protocolos de

deteccion directa se emplean como técnicas complementarias a las tradicionales.

En lo que hace referencia a la selecciéon de los iniciadores para la amplificacion
del ADN ha de tenerse en cuenta que el potencial ADN bacteriano extraido de la
muestra con estas técnicas suele encontrarse contaminado con ADN del hospedador y
ADN de otras bacterias intestinales por lo que la selecciéon de los iniciadores es muy
importante para obtener una elevada especificidad. Marsh et al. realizaron un estudio
para comparar dos pares de iniciadores con una PCR directa en heces de oveja (Marsh
y Whittington, 2001). El primer par de iniciadores detect6 un 38,8% de las 81 muestras
positivas al cultivo, mientras que con el segundo par de iniciadores se identificaron
como positivas un 66,6% de las muestras. Ademas, la primera pareja presentaba
productos de PCR inespecificos lo que dificultaba la realizacién de restricciones
enzimaticas de los productos de PCR. La especificidad se comprobé analizando estos
cebadores con 27 especies de micobacterias distintas, obteniendo un resultado positivo

tnicamente en los aislados de M.a.paratuberculosis.

En nuestro estudio, tanto las sondas disefiadas para la técnica de SC,
IS900/150C (Vary et al., 1990) y S749 (Englund et al., 1999), como los iniciadores de la
PCR de identificacion, Kunze (Kunze et al., 1992) y P91 (Millar et al., 1995), tenfian como
diana la secuencia de insercién IS900. Estos iniciadores habian sido descritos
previamente pero no se habian empleado en una misma reaccion. Para asegurar la
especificidad de las parejas de iniciadores seleccionados realizamos una PCR con el
ADN de cepas de referencia de 22 especies de micobacterias y con aislados clinicos de
M.a.paratuberculosis. En nuestro caso, los resultados obtenidos confirmaron que todas
las parejas de iniciadores empleadas dirigidas a IS900 eran especificas, ya que solo

amplificaba el ADN de M.a.paratuberculosis.

Respecto al tamafio del fragmento amplificado, en un estudio realizado por
Whittington et al. comprobaron que la IS900-PCR era mucho mas efectiva con fines

diagnoésticos cuando el producto amplificado era de 229 p.b. que cuando era de 413 p.b.
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(Whittington et al., 1999a). Por lo cual en nuestro caso seleccionamos una pareja de

iniciadores que estuviera en ese rango de magnitud (219 p.b.).

Las técnicas empleadas para el diagnéstico molecular fueron el protocolo de
FastDNA Spin Kit for Soil (FP) y la técnica de captura de la secuencia diana (SC). La
técnica SC se basa en la separacién magnética del ADN bacteriano. Este principio habia
sido aplicado por otros autores como la técnica denominada hibridacién y captura de
la secuencia diana (Hybridization-capture polymerase chain reaction, HC-PCR) descrita por
Millar et al. en 1995 para el diagnéstico de muestras tisulares de enfermos de Crohn y
fecales de ganado bovino (Millar et al., 1995), y posteriormente por Marsh et al. en
muestras ovinas (Marsh y Whittington, 2001). Sin embargo, nosotros utilizamos la
técnica de SC, a pesar de no haber sido descrita para M.a.paratuberculosis, porque nos

parecié una metodologia mas sencilla y eficaz.

En el afio 2002, se publicé el primer trabajo aplicando la técnica de captura de la
secuencia diana en muestras sospechosas de paratuberculosis combinado con una
hibridacién por dot-blot y una centrifugacién por gradiente de densidad en Percoll que
separa los componentes basandose en la distinta densidad durante la centrifugacién en
un medio selectivo (Halldorsdottir et al., 2002). En este estudio el limite de deteccion de
la técnica de SC en muestras de heces de ganado vacuno fue de 10° UFC/ml. A pesar
de ser menos sensible que el método de cultivo, los autores recomiendan este protocolo
como alternativa del cultivo para el diagnéstico de M.a.paratuberculosis debido a su

rapidez y versatilidad.

En la tabla 16 describimos los resultados obtenidos con ambos protocolos en
funcién de la especie animal y tincién de Ziehl-Neelsen, presencia de lesiones micro o
macroscopicas compatibles con paratuberculosis y el cultivo tradicional. Todas las
muestras positivas al cultivo microbiolégico (n=15) fueron confirmadas mediante la
técnica de FP, sin embargo con el protocolo de SC solo once de estas muestras fueron
positivas. De las 31 muestras negativas al cultivo identificamos como positivas 22 y 3
muestras con las técnicas de FP y SC respectivamente. Cabe destacar que veinte de las
muestras positivas (90,9%) con el protocolo de FP pero negativas al cultivo presentaban
lesiones compatibles con paratuberculosis y/o en la tincion directa de las muestras se

observaron bacilos 4cido-alcohol resistentes.
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La aplicacién de estas dos técnicas en una muestra bovina positiva al cultivo
bacteriol6gico y negativa a la HE dio positiva a la técnica de FP pero negativa a la
técnica de SC. En veintidés muestras bovinas positivas a la hematoxilina-eosina pero
negativas al cultivo identificamos como positivas un 81,8% de estas muestras (18/22).
La técnica de FP en muestras de origen bovino fue la que identific6 un mayor niimero
de muestras positivas (n=18) en comparacién con la técnica de SC (n=2), y ademas
todas las muestras identificadas con esta segunda técnica fueron también positivas con

la primera.

Al igual que en el ganado bovino, todas las muestras caprinas positivas a la
técnica de SC (n=12) lo fueron también con la técnica de FP. Asimismo con esta dltima
técnica identificamos 5 muestras positivas mas (FP=17). Si comparamos los resultados
obtenidos mediante cultivo bacterioldgico y la técnica de FP, observamos que todas las
muestras en las que habiamos aislado M.a.paratuberculosis (n=13) dieron un resultado
positivo con el protocolo de FP. Cuatro muestras negativas al cultivo también fueron
positivas a la técnica del FP, siendo dos de ellas Ziehl-Neelsen positivas y/o
presentaban lesiones macroscopicas sospechosas. La muestra ovina analizada que
presentaba lesiones macroscépicas asociadas a la enfermedad de la paratuberculosis
fue positiva al cultivo bacteriol6gico, a la tincion de Ziehl-Neelsen y a la técnica de FP,
sin embargo no identificamos M.a.paratuberculosis mediante la técnica de captura de la

secuencia diana.

Tabla 16. Resultados positivos obtenidos mediante la técnica de FP y SC en funcién
de los resultados microbioldgicos.

Cultivo Especie . T yL -vab T y/o L +vac
bacteriolégico  animal N2 FP +vod SC +voe N2 FP+vod SC +voe
Vaca 1 1 1 0 0 -- --
. Cabra 13 3 3 1 10 10 10
Posit =15
ositivo (=15 Guea 1 0 - - 1 1 0
Total 15 5 5 2 10 10 9
Vaca 22 0 -- -- 22 18 2
Negativo (n=31)  Cabra 9 5 2 0 4 2 1
Total 31 5 2 0 26 20 3

aNumero de animales muestreados.

b Tincién negativa y ausencia de lesiones compatibles con paratuberculosis.

¢ Tincién positiva y/o presencia de lesiones compatibles con paratuberculosis.
d Resultado con el protocolo de FP positivo.

¢ Resultado con el protocolo de SC positivo.
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Resumiendo, en la tabla 17 comparamos los resultados obtenidos mediante la
aplicacion de las técnicas de SC y FP en 46 muestras tisulares de rumiantes domésticos.
De las 46 muestras analizadas, 14 fueron positivas y 32 negativas a SC. El 73,3% de las
muestras positivas al cultivo microbiolégico fueron también positivas en el protocolo
de SC. Mediante la técnica de FP obtuvimos un total de 37 muestras positivas y 9
negativas, identificindose el 100% de las muestras positivas al cultivo microbiolégico.
Todas las muestras identificadas como positivas mediante la técnica de SC (n=14) lo
fueron también mediante FP y ademads esta tltima técnica identificé 23 muestras mas.

Por lo tanto, con la técnica de FP se identificaron 37 muestras positivas.

Tabla 17. Comparaciéon de los resultados
obtenidos mediante las técnicas de FP y SC.

FP
Positivo  Negativo Total
sC Positivo 14 0 14
Negativo 23 9 32
Total 37 9 46

Las dos técnicas de detecciéon de ADN seleccionadas se caracterizan porque son
protocolos sencillos y rapidos que no requieren el uso de solventes orgéanicos. Ademas,
tienen otras caracteristicas en comtn como es el tratamiento inicial del tejido mediante
una fase quimica y mecdnica, y la confirmaciéon del diagnéstico mediante una
amplificacion por PCR de la secuencia de insercion IS900. En la técnica de SC el
material biolégico se digiere con proteinasa K que disgrega los restos de tejido y facilita
la ruptura de las micobacterias, mientras que en el FP la muestra es tratada con el
tampon MT que presenta los componentes liticos necesarios para garantizar la

homogeneizacién y solubilizacion de las proteinas presentes en el material biolégico.

La fase mecénica en ambas técnicas se lleva a

cabo mediante la combinaciéon de las bolas de
zirconio y el sistema FastPrep® FP120. Las bolas de

zirconio son mas eficaces que las bolas de vidrio

para la rotura del tejido (Roring et al., 2000) y el

sistema FP120 tiene la misma funcién que el Mini-

Bead Beater (BioSpec Products Inc.) pero se
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caracteriza por permitir la manipulacion de un mayor nimero de muestras y presentar
un rotor que se mueve a gran velocidad en diferentes direcciones lo que asegura la
rotura de las células. Este tratamiento previo de las muestras es un paso crucial cuando
se procesa material biol6gico que presenta micobacterias debido a la complejidad de su

pared celular (Bleumink-Pluym et al., 1994).

El estudio preliminar con estos dos protocolos tenia como objetivo principal la
identificacion de la prueba mdas adecuada para la aplicacion directa en muestras
bioldgicas. La técnica de FP no solo identificé un mayor nimero de muestras positivas
que el protocolo de la SC, sino que ademas identific6 todas las muestras positivas
mediante el cultivo bacteriolégico. Asimismo, debemos resaltar que la técnica de FP
detect6 23 muestras positivas que no habiamos detectado mediante cultivo o SC. A la
luz de los conocimientos actuales (Cousins et al.,, 1999; Englund et al., 2002) pueden
plantearse algunas dudas acerca de la especificidad de la determinacién por esta
técnica cuando se aplica en muestras clinicas. Por esta razén, en este momento en
nuestro laboratorio hacemos dos PCRs de identificacién dirigidas a dos secuencias
especificas de M.a.paratuberculosis, 1S900 y £57 (Coetsier et al., 2000). Y posteriormente,
realizamos una clasificacion inicial de los aislados de M.a.paratuberculosis en genovar

ovino y bovino (Collins et al., 2002).

Debido a que la técnica de SC es mas laboriosa y tediosa y su nivel de detecciéon
de muestras positivas fue menor que el protocolo de FP, seleccionamos la técnica de FP
como el protocolo de eleccion para el diagnostico de la paratuberculosis en
combinacién con el cultivo microbiolégico. Esta técnica permite la identificacién rapida
y sensible de M.a.paratuberculosis como consecuencia de su eficiente rotura del tejido
para liberar las micobacterias, lisis de los microorganismos para obtener sus acidos
nucleicos, purificacion del ADN, eliminacién de sustancias inhibidoras y utilizacién de

oligonucleétidos especificos.
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3. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR.

El objetivo del presente estudio fue poner a punto las técnicas de
caracterizacion molecular de los aislados de M.a.paratuberculosis con fines
epidemiolégicos. Para ello valoramos las técnicas que en ese momento contaban con
mas aceptacién a nivel internacional, ya que para la caracterizacién epidemiolédgica no
se valora solamente la bondad de la técnica sino también su aceptaciéon internacional
para posteriormente comparar los resultados obtenidos en los distintos laboratorios.
Este hecho fue la razén de impulsar la presencia de nuestro laboratorio en proyectos
europeos para la validacion de las técnicas moleculares en M.a.paratuberculosis. En este
aspecto, nuestro grupo es el coordinador de la red Europea SSPE-CT-2004-501903,
“Veterinary Network of Laboratories Researching into Improved Diagnosis and Epidemiology of
Mycobacterial Diseases” 'y ha participado en el proyecto QLRT-2000-01420
“Paratuberculosis epidemiology and risk assessment: novel approaches to identify strain-specific

markers” .

Teniendo esto en cuenta, en este estudio combinamos técnicas basadas en la
PCR que son las que tienen mayor futuro, y técnicas sélidas y consistentes de gran
aceptacion internacional como la electroforesis en campo pulsado (PFGE) y el analisis
de los polimorfismos genéticos en la secuencia de inserciéon I1S900 (IS900-RFLP) a pesar
de tener el gran inconveniente de que necesitan una elevada concentracion de ADN.
Atendiendo a estos criterios, las técnicas seleccionadas que se caracterizan por una

buena capacidad de discriminacién y reproducibilidad fueron las siguientes:
1. Electroforesis en campo pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE).

2. Analisis de los polimorfismos genéticos en la secuencia de insercién 15900

(IS900-Restriction Fragment Lenght Polymorphism, IS900-RFLP).

3. Restricciéon enzimatica de los productos amplificados mediante PCR de la

secuencia de insercion IS1311 (IS1311PCR-REA).

En lo que hace referencia a la técnica de PFGE, se ha empleado profusamente
para la tipificacién de bacterias con muy buenos resultados. En el momento del inicio

de este estudio solo existia un trabajo especifico para aislados de M.a.paratuberculosis

127



Puesta a Punto de la Metodologia

(Feizabadi et al., 1997). Esto hizo que incluyésemos esta técnica en nuestro estudio para

determinar su utilidad como herramienta epidemioldgica para la enfermedad de Johne.

A diferencia de la técnica de PFGE, la caracterizacién mediante IS900-RFLP es
hasta la fecha la técnica méds empleada en los estudios de epidemiologia molecular de
aislados de M.a.paratuberculosis (Collins et al., 1990; Whipple et al., 1990; De Lisle et al.,
1993; Pavlik et al., 1999a; Cousins et al., 2000). En nuestro estudio incluimos esta técnica

para poder comparar los resultados obtenidos con la técnica de PFGE.

Las dos primeras técnicas, como ya hemos indicado, requieren un ADN de
buena calidad y ademds la cantidad debe ser suficiente para obtener perfiles
interpretables. Sin embargo, la tercera metodologia utilizada IS13171PCR-REA
(Whittington et al., 1998a), basada en la reacciéon en cadena de la polimerasa no
requiere una elevada concentraciéon de ADN y ademads puede aplicarse en muestras
dificilmente cultivables. Este hecho hace que este tipo de técnicas sean el futuro para la

caracterizacion molecular de M.a.paratuberculosis directamente de la muestra.

Para poner a punto estas técnicas empleamos aislados de M.a.paratuberculosis de
la bacterioteca del Instituto de Investigacion Moredun (Escocia), ya que estos aislados
estan perfectamente identificados y caracterizados. Los aislados incluidos en el estudio
fueron identificados en base a su dependencia a la micobactina, tincién de Ziehl-

Neelsen y deteccion de la secuencia de insercién IS900.
3.1. TECNICA DE ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO (PFGE).
3.1.1. Material y métodos.

3.1.1.1. Enzimas de restricciéon y parametros electroforéticos.

Debido a la elevada composiciéon de guanina y citosina (G + C) en el genoma de
las micobacterias seleccionamos 11 enzimas de restriccién que tuviesen en su secuencia
de reconocimiento como minimo cuatro timinas (T) y/o adeninas (A). Las enzimas
empleadas en el estudio fueron AfIIl, Asel, BstZ17, Dral, Hpal, Ndel, Nsil, SnaBl, Spel,
Sspl y Xbal (los puntos de corte y la composiciéon de los tampones estd descrita en el

Anexo).
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El equipo de campo pulsado empleado en este estudio fue de tipo CHEF
(Contour-clamped Homogeneous Electric Field) que se basa en un sistema hexagonal de 24
electrodos que producen una corriente eléctrica uniforme (Chu et al., 1986). El
programa empleado en el sistema CHEF-Mapper™ (Bio-Rad Laboratories Ltd.) fue el
denominado auto-algorithm. En este programa se introduce el valor mas alto y mas bajo
entre los cuales se quiere migrar el ADN. Entonces el sistema calcula en funcién de una
progresion lineal los pardmetros de pulso inicial y final en segundos (s), el angulo del
campo eléctrico, el voltaje (V/cm) y el tiempo en horas (h). En nuestro caso no
modificamos ningtin pardmetro excepto el tiempo, ya que corriamos todos los geles

durante 23 o 40 horas.

Para determinar las condiciones electroforéticas de cada enzima realizamos un
gel con las 11 enzimas de restriccion frente a un mismo aislado clinico bovino de
M.a.paratuberculosis (referencia 56). Las condiciones seleccionadas fueron aquellas que
correspondian a una migracion para obtener fragmentos entre 30 y 400 kb. En estas
condiciones el sistema indicaba un pulso inicial y final de 2,16 y 35,12 segundos, un
angulo de 120° y un voltaje de 6 V/cm (20 V). Ademads ajustamos el tiempo a 23 horas.
Como marcador de peso molecular empleamos el MidRange II PFG Markers (New

England Biolabs, Ltd.).

3.1.1.2. Aislados de M.a.paratuberculosis analizados.

Para determinar el poder de discriminacién de las once enzimas de restricciéon
elegidas estudiamos inicialmente un panel de 21 aislados de M.a.paratuberculosis de
conejos (n=12), vacas (n=8) y ovejas (n=1) de la regiones de Angus y Perth & Kinross

(Escocia, Reino Unido), y la cepa de referencia ATCC19698.

El anélisis de los perfiles de macrorrestricciéon nos permitié reducir el panel a 7
enzimas de restriccién. Posteriormente, incluimos 29 aislados procedentes de otras
zonas del Reino Unido distribuidas como sigue: vacas (n=14), ovejas (n=6), armifios
(n=2), cabras (n=1), conejos (n=2), cuervo (n=1), zorros (n=2) y ratén de campo (n=1).
Por lo tanto, el namero total de aislados tipificados con las siete enzimas de restricciéon

fue de 50 mas la cepa de referencia ATCC19698.
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3.1.1.3. Protocolo de PFGE.

El protocolo utilizado en este estudio fue el descrito por Hughes et al. (Hughes
et al., 2001) (figura 7). Este protocolo por una parte evita la formacion de grumos,
caracteristica especifica de los aislados de M.a.paratuberculosis, mediante el crecimiento
en medio liquido con agitacion; y por otro lado debido a la pared celular compleja de
las bacterias incluidas en el género Mycobacterium combina el efecto de la lisozima y
proteinasa K para permitir la digestiéon del material celular permitiendo la extracciéon
intacta de todo el genoma bacteriano. La cantidad y calidad del ADN que se obtiene
mediante este método produce perfiles nitidos de PFGE que facilitan la interpretacion

de los resultados.

a. Crecimiento de M.a.paratuberculosis. Inoculamos por duplicado una colonia de
M.a.paratuberculosis en 10 ml de medio liquido Middlebrook 7H9 con un imén pequefio
(1 cm) en cada tubo de medio de cultivo. Esta suspension bacteriana la incubamos a
37°C en agitaciéon hasta que tuvieron una densidad optica de 3 en la escala de
McFarland. Una vez medida su densidad optica en un densimat (BioMérieux),
centrifugamos la suspension durante 30 minutos a 3.750 r.p.m. y después de eliminar el
sobrenadante, lavamos las células con 10 ml del tampoén spheroplasting. Segtan lo
descrito por Hughes et al. que determinaron la concentracién bacteriana necesaria para
obtener perfiles facilmente interpretables (Hughes et al., 2001), el sedimento resultante

lo resuspendimos en 1 ml de tampén spheroplasting.

b. Preparaciéon de los bloques de agarosa. Para la preparaciéon de los bloques de
agarosa de bajo punto de fusién resuspendimos 0,5 ml de la suspensién de células con
0,5 ml de agarosa de bajo punto de fusién (1,5% Incert agarose/EDTA 50 mM) y lo
dispensamos en los moldes (modelo BioRad 170-3622) obteniendo 4 bloques por
mililitro. Los moldes los incubamos a 4°C durante 15 minutos para que la agarosa

gelificase y posteriormente almacenamos los bloques a 4°C.

c. Extraccion del ADN. A cada tubo con dos bloques afiadimos 2 ml TE pH 8,0 con 4
mg de lisozima (Sigma-Aldrich Quimica S.A.) y lo incubamos en un bafio de agua a
37°C durante 18 horas. Posteriormente, cambiamos la solucién de lisis por 2 ml del

tampon ESP que contiene proteinasa K y lo incubamos en un bafio de agua a 55°C
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como minimo durante una semana. Después de esta incubacién, conservamos los

bloques a 4°C por tiempo indefinido hasta su utilizacién.

El control de la concentracion y la calidad del ADN lo verificamos mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% con bromuro de etidio a una concentracién
final de 0,5 pg/ml durante 1 hora a 70 voltios, utilizando TBE 1X como tampén. Para
ello lavamos una pequeia seccion del bloque de agarosa de bajo punto de fusién dos
veces con 1 ml de TE durante 15 minutos y posteriormente fundimos la agarosa en un

bafio de agua a 70°C.

d. Lavado de los bloques. Colocamos cada bloque en una placa de petri y con una
cuchilla de bisturi cortamos una pequefia secciéon del bloque (aproximadamente 3-5
mm) que transferimos a un tubo. Lavamos seis veces en agitacién a temperatura

ambiente en 5 ml de TE entre 30 y 60 minutos cada lavado.

e. Restriccion enzimatica de los bloques. Antes de la restriccion enzimatica
transferimos los bloques a tubos eppendorfs y los equilibramos durante una hora en
300 pl de tampoén de incubacién 1X con albimina de suero bovino 0,1 mg/ml (BSA,
New England Biolabs Ltd., Reino Unido). Tanto esta fase como la de restriccion la

llevamos a cabo a la temperatura 6ptima de incubaciéon de las enzimas de restriccion

de PFGE (37°C).

Después de esta primera incubacién, eliminamos el tampén y lo sustituimos
por 150 ul de tampoén de restriccion 1X, BSA 0,1 mg/ml y 10 unidades de la enzima de
restricciéon, incubdndolo durante 18 horas a 37°C. Posteriormente cambiamos la
reacciéon enzimatica por una recién preparada y lo incubamos como minimo durante 3

horas maés a 37°C.

f. Electroforesis en campo pulsado. Previa a la electroforesis incubamos los bloques en
1 ml de TE pH 8,0 durante 1 hora en agitacion. Después cargamos la seccién del bloque
en los pocillos de un gel de agarosa al 1% en TBE 0,5X. Para evitar la formacién de
burbujas de aire, sellamos los pocillos con agarosa. Como marcador de peso molecular

usamos el Lambda MidRange II PFG Markers (New England Biolabs Ltd.).
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Antes de ajustar los parametros en el sistema CHEF-Mapper™ llenamos la
cubeta de electroforesis con 2 litros de TBE 0,5X y ajustamos la bomba para que el
tampon circule a razén de un litro por minuto a una temperatura de 14°C (chiller
BioRad). Colocamos el gel en el tanque de electroforesis y registramos los parametros
electroforéticos adecuados en el sistema principal dependiendo de la enzima de

restricciéon empleada (pagina 135).

g. Visualizacion del gel. El gel de agarosa lo tefiimos durante 30 minutos en un litro
de agua destilada con una concentracion final de bromuro de etidio de 0,5 mg/ml.
Posteriormente, visualizamos el gel en un transiluminador y registramos las imagenes
para su posterior andlisis con una maquina Polaroid usando peliculas fotograficas
Polapan 57 IS3000/36° o con el sistema de captura de imagenes Image Master® VDS
(Amersham Biosciences, UK, Ltd.)
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Figura 7. Representacion esquemadtica de los protocolos de las técnicas de PFGE, 1S900-
RFLP e IS1311PCR-REA.

Middlebrook 7H9 (imén) + Map McFarland 3

Centrifugar, lavar sedimento y hacer los bloques

Lisozima, 37°C, 18h

Proteinasa K, 55°C, > 7dias > 181311P(|IR-REA

v '

Reaccién de equilibrado, 37-60°C, 1h Lavado bloques  Suspensiéon Map,

100°C, 10 min.
Restriccién enzimatica, 37-60°C, 18h Bloque + agua
70°C, I5 min.
Renovar enzima, 37-60°C,> 3
IS1311-PCR
TE, T? almb., 1h
l l Restriccién enzimatica, 37°C, 2h

PFGE 1S900-RFLP
Gel de agarosa 2%, TBE 1X

60V, 2h
Gel agarosa 1%, TBE 0,5X  Gel agarosa 0,8%, TBE 1X

CHEF-Mapper, 6v/cm, 23h 25V, 18h
SnaBI: 50-300kb

Spel: 30-400kb Desnaturalizacién, T amb., 1h

Neutralizacion, T* amb., 1h

Transferencia, T? amb., 18h
Fijacion ADN, 80°C, 2h
Prehibridacion, 65°C, 2h
Hibridacién sonda, 65°C, 18h
Deteccion (lvie la sonda

Revelado de la radiografia
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3.1.2. Resultados y discusion.

La seleccién de las enzimas de restriccién y las condiciones electroforéticas en la
técnica de PFGE son parametros muy importantes que determinan la utilidad de este
protocolo en trabajos epidemiolégicos. En lo que hace referencia a las enzimas de
restriccion, las secuencias de reconocimiento de las endonucleasas que seleccionamos
tienen una elevada proporcién de adeninas y timinas ya que el genoma del género
Mycobacterium tiene un elevado contenido de guanina y citosina (G+C). La enzima de
restriccion que mas se ha empleado en la tipificacion de micobacterias mediante PFGE
ha sido Dral (Levy-Frebault et al., 1989; Doig et al., 2002; Hector et al., 1992; Singh et al.,
1999; Lalande et al., 2001) no obstante, aunque en un namero reducido de aislados,
también se han utilizado las enzimas AfIII, Asel, Hpal, Ndel, Spel, Sspl y Xbal (Coffin et
al., 1992; Hector et al., 1992; Singh et al., 1999; Lalande et al., 2001). En este trabajo
seleccionamos todas la endonucleasas anteriormente citadas incluyendo ademas la
BstZ171, Nsil y SnaBl, ya que en su secuencia de reconocimiento hay una elevada
proporcion de adeninas y timinas (BstZ17: GTAYTAC, Nsil: ATGCAIT, y SnaBI:
TACLGTA).

Una vez seleccionadas las enzimas de restriccion determinamos los parametros
electroforéticos adecuados para detectar el mayor ntimero de polimorfismos posibles
en cada perfil de PFGE. En la figura 8 observamos los 11 perfiles de PFGE obtenidos
con los siguientes parametros electroforéticos: 30-400 kb, 120°, 6 v/cm y 23 horas. El
marcador de peso molecular empleado, MidRange II PFG Markers, permite la
seleccién del valor més alto y mas bajo entre los cuales queremos migrar el ADN. Por
ejemplo, en el gel inicial con la enzima Nsil (calle 7 de la figura 8) los fragmentos de
restriccion no se separaban lo suficientemente como para permitir una facil
interpretacién del perfil de PFGE; por ello cambiamos las condiciones para esta enzima
a 30-120 kb lo que permite una mayor separacion de las bandas del perfil de PFGE
(figura 9).
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Figura 8. Determinacion de las condiciones electroforéticas de
las 11 enzimas de restriccién para el protocolo de PFGE. En la
parte superior de la foto indicamos la endonucleasa
empleada con un aislado bovino de M.a.paratuberculosis. La
calle PM contiene el marcador de peso molecular MidRange
IT PFG Markers y a la derecha de la foto detallamos el tamafio
en kilobases de los fragmentos de ADN.

En la tabla 18 detallamos los pardmetros de migracién en kilobases (kb) y los
tiempos de pulso iniciales y finales seleccionados para cada enzima de restriccién. Los
pardametros de gradiente (6V/cm), tiempo (23 horas), temperatura del tampén (14°C) y

angulo (120°) fueron constantes para todas las endonucleasas.

Tabla. 18. Pardmetros electroforéticos de las enzimas de
restriccion de PFGE.

. <. Tamafio peso Pulso (s)?
Enzima de restriccion molecular (kb)2 inicial final
Nsil 30-120 2,16 10,29
AfllL, Spel, Xbal 30-400 2,16 35,38
Sspl 50-200 6,75 17,33
Ndel, SnaBI 50-300 6,75 26,29
BstZ171, Hpal 50-400 6,75 35,38
Asel 50-500 6,75 44,69
Dral 50-700 6,75 62,90

aRango de fragmentos del ADN expresado en kilobases (kb).
bPulso inicial y final expresado en segundos (s).

En el trabajo publicado por Greig et al. (Greig et al., 1999) aplicando los
pardmetros descritos por Feizabadi et al. con la enzima Spel (Feizabadi et al., 1997)

tipificaron 19 aislados de M.a.paratuberculosis (11 conejos y 8 vacas) de dos
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explotaciones de las regiones de Angus y Perth & Kinross en Escocia. Todos se
incluyeron en el mismo perfil de PFGE (perfil S2) por lo que no se discriminé entre
aislados bovinos y de conejos. La tipificacion de los mismos aislados del trabajo de
Greig et al. con las condiciones electroforéticas descritas en nuestro estudio (30-400 kb,
2,16 s y 35,38 s), permiti6 la deteccién de polimorfismos que dividieron los aislados de
las dos explotaciones en dos grupos, pero tanto los conejos como las vacas seguian
compartiendo los mismos perfiles multiples. Este hecho pone de manifiesto la

necesidad de establecer los pardmetros adecuados para cada enzima de restriccion.

Una vez seleccionados los parametros electroforéticos para cada enzima
analizamos 21 aislados de M.a.paratuberculosis procedentes de Escocia y la cepa de
referencia ATCC19698 (tabla 19). La nomenclatura que usamos para los perfiles de
PFGE fue numérica, para ello, asighamos para cada enzima de restriccion el perfil
nimero 1 para la cepa de referencia ATCC19698. En la figura 9 representamos los

perfiles de PFGE identificados con cada una de las enzimas de restriccion.

Tabla 19. Perfiles de PFGE de 21 aislados de M.a.paratuberculosis y la cepa
de referencia ATCC19698 con 11 enzimas de restriccion.

Enzimas de restriccion

Orig’efl Esl?ecie Na S —

geografico animal = g N T 8 % = ng T = =
QU

2 2 AT 225888
ATCC19698 1 1 1 17 1 1 1 1 1 1 1 1
Aneus Vaca 4 1 2 2 1 1 1 1 2 1 2 1
& Conejo 4 1 2 2 1 1 1 1 2 1 2 1
Vaca 4 2 1 1 1 1 2 1 3 2 1 1
;‘:;tr}:)s&; Comeg 6021 1 1.1 21 3 2 11
) 2 1 2 2 11 1 1 2 1 2 1
Desconocido Oveja 11 2 2 1 1 1 1 2 1 2 1

aNumero total de aislados.

Como se puede observar en la tabla 19 y figura 9, con las enzimas de restriccion
Dral, Hpal, Nsil y Xbal no detectamos ningtn polimorfismo por lo que las eliminamos
del panel en estudio. Las siete enzimas restantes (SnaBI, Spel, Ndel, Aflll, Asel, Sspl y
BstZ171) clasificaron los aislados de M.a.paratuberculosis en dos o tres grupos. Para

estudiar con maés detalle las enzimas de restricciéon seleccionadas que originaban
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polimorfismos detectables en los perfiles de PFGE, incrementamos el ndmero de

aislados a 51, incluyendo 29 aislados nuevos de M.a.paratuberculosis.

BstZ171

339-
242-

145-

48 —

Nsil

242-

145-

48 —

Figura 9. Perfiles de PFGE obtenidos con las 11 enzimas de restriccién (AfIII, Asel, BstZ17],
Dral, Hpal, Ndel, Nsil, SnaBl, Spel, Sspl y Xbal). Los nimeros en la parte superior de la foto
indican el ntiimero de perfil de PFGE. La calle PM contiene el marcador de peso molecular
MidRange II PFG Markers.

En funcién de los resultados obtenidos agrupamos los aislados en cuatro
grupos: A, B, C y D (tabla 20). Las enzimas SnaBl, Spel, Ndel, Aflll, Asel y Sspl
dividieron los aislados en tres perfiles distintos de PFGE (denominados como 1, 2 y 3).
SnaBI no diferencié las muestras englobadas en los grupos C y D. Spel, Ndel y AfIIl no
diferenciaron los grupos A y B, y Asel y Sspl no discriminaron entre los grupos Ay C.
La enzima BstZ171 dividi6 los aislados solo en dos perfiles (1 y 2) y no diferencié los

grupos Ay CoByD.
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Tabla 20. Perfiles de PFGE de 50 aislados de M.a.paratuberculosis
procedentes de Reino Unido y la cepa de referencia ATCC19698 con 7
enzimas de restriccion.

Enzima de restriccion

Grupo Na SnaBI  Spel  Ndel AfIIl Asel Sspl BstZ171
A 3 1 1 1 1 1 1 1
B 37 2 1 1 1 2 2 2
C 10 3 2 2 2 1 1 1
D 1 3 3 3 3 3 3 2

aNumero total de aislados.

En el analisis de los resultados para la seleccién de las enzimas que ofrecieran
una mayor discriminacion identificamos que la combinacion de los perfiles obtenidos
con las enzimas de restriccion SnaBl y Spel ofrecian los mejores resultados, ya que con
ambas enzimas conseguiamos la diferenciacion de los cuatro grupos anteriormente
descritos y los perfiles de PFGE eran facilmente interpretables. Para la nomenclatura
de los perfiles maltiples de PFGE expresamos los ntiimeros de los perfiles obtenidos
con las enzimas SnaBI y Spel unidos mediante un guién y englobados entre corchetes
([perfil SnaBl-perfil Spel]). Elegimos este sistema para diferenciarlo del que se usa en

RFLP (Pavlik et al., 1999a) y porque es muy sencillo ir afiadiendo perfiles nuevos.

En resumen, las enzimas SnaBI y Spel son las que ofrecen una mayor
discriminacion en aislados de M.a.paratuberculosis en la técnica de Electroforesis en

Campo Pulsado.

3.2. ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS EN LA SECUENCIA DE
INSERCION 1S900 (IS900-RFLP).

3.2.1. Material y métodos.

3.2.1.1. Muestras analizadas.

Para la puesta a punto de la técnica de IS900-RFLP analizamos un total de 12
muestras procedentes de Reino Unido de vacas (n=7), ovejas (n=4) y conejos (n=1), y la

cepa de referencia de M.a.paratuberculosis ATCC19698.

En la puesta a punto de IS900-RFLP para aislados de M.a.paratuberculosis se

usaron un menor numero de aislados que en la técnica de PFGE dado que la técnica
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estaba mas estandarizada y por lo tanto no era necesario un ntmero elevado de

aislados para seleccionar las enzimas de restriccién y las condiciones electroforéticas.

3.2.1.2. Protocolo de RFLP.

El ADN que empleamos para la técnica de IS900-RFLP fue el mismo que para la
técnica de campo pulsado, por lo que en este capitulo solo describiremos la
metodologia empleada a partir de la restricciéon enzimatica del ADN embebido en
bloques de agarosa. En la figura 7 representamos esquemdaticamente el protocolo de

IS900-RFLP empleado en este estudio.

a. Restriccion enzimatica de los bloques: Las enzimas de restriccion empleadas fueron
Pstl, BstEIl (Promega UK) y Poull (Roche Diagnostics Ltd.). Previa a la restriccion
enzimatica realizamos una fase de equilibrado durante una hora con 300 pl de tampén
de restricciéon 1X y BSA 0,1 mg/ml. En el Anexo detallamos la composicion del tampén
de incubacion y la secuencia de reconocimiento de las endonucleasas. Después de la
reaccion de equilibrado, incubamos los bloques de agarosa con la restriccion
enzimatica (tampoén de restricciéon 1X, 0,1 mg/ml de BSA y 10 unidades de la enzima
de restricciéon) durante 18 horas. La temperatura 6ptima de incubacion fue de 37°C
para Pstl y Poull, y 60°C para BstEIl Tras la restriccién, incubamos las muestras como

minimo durante 3 horas mas con una reaccion de restriccién nueva.

Después de una hora de incubacién a temperatura ambiente con 1 ml de TE pH
8,0, fundimos los bloques en un bafio de agua a 70°C durante 5 minutos y los cargamos
en un gel de agarosa (13 x 16 cm) al 0,8%/TBE 1X con bromuro de etidio a una

concentracion final de 0,5 pg/ml.

b. Electroforesis: En cuanto a las condiciones electroforéticas empleamos el tampén
TBE 1X y corrimos el gel durante toda la noche a 25 V. Como marcadores moleculares
usamos el Lambda-HindIll y el marcador de Promega (1kb DNA ladder). Para obtener
un perfil facilmente interpretable al dia siguiente incrementamos el voltaje hasta que la
distancia entre los pocillos del gel de agarosa y la banda de 1000 p.b. del marcador 1kb
DNA ladder era de 11-13 cm. Para la visualizaciéon de los geles utilizamos un
transiluminador (352 nm) y registramos las imédgenes en el sistema Image Master® VDS

(Amersham Biosciences UK Ltd.).
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c. Transferencia: Tras la electroforesis y antes de la transferencia, sometimos el gel a un
proceso de desnaturalizacion y neutralizaciéon de 1 hora de duracién cada uno en
agitacion constante a temperatura ambiente. Estos dos pasos facilitan la transferencia
por capilaridad (Maniatis et al., 1982) del ADN a la membrana de nylon Hybond-N+
(Amersham Biosciences Ltd.). El tampén de transferencia fue SSC 10X a temperatura
ambiente durante toda la noche. Al dia siguiente fijamos el ADN a la membrana a 80°C
durante 2 horas. Posteriormente, cortamos la membrana 0,5 cm por debajo de la
localizacion de los pocillos y la humedecimos con SSC 6X antes de someterla a la fase

de prehibridacion.

d. Preparacién de la sonda de acidos nucleicos: Para los geles de RFLP usamos tres
sondas, dos dirigidas a los marcadores de peso molecular (Lambda-HindIll y 1kb DNA

ladder) y una dirigida a la secuencia de inserciéon 1S900.

Para la sonda de IS900 realizamos una PCR con los iniciadores 90 (5" GTT CGG
CGC CGT CGT CGC TTA GG 3) y 91 (5 CCC ACG TGA CCT CGC CTC CA 3)
descritos por Sanderson et al. (Sanderson et al., 1992). Los componentes de la reacciéon de
PCR (para un volumen total de 45 pl) fueron 5 ul de tampoén 10X (Tris-HCl 100 mM, KCl
500 mM y Triton X-100 al 1%), 4 pl de MgCl> (25 mM), 5 ul de cada uno de los
iniciadores (90 y 91) a una concentracion de 5 pM, 0,2 ul de la enzima Taq polimerasa
GU/ul) y 0,5 pl de dANTP’s (10 mM cada uno) en 25,3 pl de agua ultrapura estéril. Esta

mezcla de reaccion la conservamos a -20°C hasta el momento de su utilizacién.

Al volumen final de 45 pl inoculamos 5 pl de ADN de M.a.paratuberculosis y
desarrollamos la reaccién de PCR en un termociclador MB Multiblock System (Thermo
Hybaid, Middlesex, Reino Unido). Utilizamos los siguientes ciclos de temperatura:
desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturalizacién a
95°C durante 1 minuto, hibridacién a 55°C durante 1 minuto y elongacién a 72°C
durante 1 minuto, terminando con una elongaciéon final a 72°C durante 3 minutos.
Posteriormente, conservamos los tubos de PCR a 4°C hasta la realizacion de la
electroforesis. Para la deteccion del producto amplificado realizamos una electroforesis
en un gel de agarosa al 1% en tampén TBE 1X tefiido con bromuro de etidio a una
concentracion final de 0,5 pg/ml, utilizando como marcador el Hyperladder IV (Bioline

UK Ltd., Londres, Reino Unido).
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El producto amplificado (400 pares de bases) lo purificamos siguiendo las
instrucciones del protocolo de QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN UK Ltd., Sussex,
Reino Unido). Una vez purificado calculamos la concentraciéon del ADN con el
marcador de peso molecular HyperLadder IV (Bioline UK Ltd.), ya que cada banda
indica el tamafio especifico en pares de bases y ademds se corresponde a una
concentracion determinada de ADN. La concentraciéon 6ptima de ADN es de 50 ng por
lo que si observdbamos una mayor concentracién de ADN diluiamos la muestra con TE

pH 8,0.

El marcaje de las sondas lo hicimos con el Genes Images Random Prime Labelling
Module (Amersham Biosciences Ltd.) que se basa en el marcado con fluoresceina por
sustitucion en la reacciéon del dTTP por dUTP-fluoresceina. Diluimos un microlitro de
la sonda en 33 pl de agua, lo desnaturalizamos a 100°C durante 5 minutos y lo dejamos
enfriar en hielo. Posteriormente, al ADN desnaturalizado anadimos 10 ul de la mezcla
de nucleétidos 5X (FI-dUTP, dATP, dCTP, dGTP y dTTP, Tris-HCl pH 7,8, MgCl> y 2-
mercaptoetanol), 5 pl de random nonamers y 1 pl de la enzima Klenow (5 U/pl). El
volumen total (50 pl) lo incubamos a 37°C durante 2 horas en un bafio de agua y

posteriormente conservamos la sonda marcada a - 20°C hasta su utilizacion.

f. Hibridacién de las membranas: Los componentes para la soluciéon de hibridacion,
en un volumen total de 50 ml, fueron 12,5 ml de tampén SSC 20X, 0,5 ml de SDS 10%
(dodecil sulfato sédico al 0,1%), 2,5 gramos de dextran sulphate (Sigma-Aldrich
Company Ltd.) y 2,5 ml de solucién de bloqueo en 34,5 ul de agua ultrapura estéril. El
didmetro de los tubos de hibridacién empleados fue de aproximadamente 3,5 cm por
lo que cortamos las membranas de nylon longitudinalmente por la mitad para
conseguir que la soluciéon de hibridacién (12 ml) llegase perfectamente a toda la

superficie de la membrana.

Previa a la fase de hibridaciéon propiamente dicha llevamos a cabo una fase de
prehibridaciéon durante 2 horas a 65°C en un horno de hibridacién Minidual 14 de
Hybaid (Thermo Hybaid). Después de esta fase anadimos 25 pl de la sonda
desnaturalizada (100°C durante 5 minutos) a cada tubo y lo incubamos a 65°C durante

18 horas.
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g. Lavados de la membrana: Los lavados de la membrana los realizamos en el horno
de hibridacién con el fin de eliminar el exceso de sonda que no se habia unido y que de
otro modo originaria ruido de fondo en la detecciéon. Realizamos un lavado de 5
minutos a 65°C con SSC 1X/SDS 0,1%, seguido de tres lavados de 10 minutos de
duracién cada uno con SSC 0,1X/SDS 0,1% a 65°C. Después de los lavados, limpiamos

la superficie de la membrana con papel absorbente.

h. Deteccion de la sonda hibridada y revelado de la membrana: Para la deteccion de
la sonda marcada con fluoresceina empleamos el sistema de Amersham Biosciences
Genes Images CDP-Star Detection Module siguiendo las instrucciones del fabricante.
Inicialmente, incubamos la membrana en agitaciéon a temperatura ambiente durante
una hora en una dilucién 1:10 de la solucién de bloqueo (liguid block, Amersham
Biosciences Ltd.) en el tampén A. Posteriormente retiramos el liquido e incubamos en
las mismas condiciones con 30 ml del tampén A/0,5% BSA (Sigma-Aldrich Company
Ltd.) y 6 pl de conjugado (fosfatasa alcalina anti-fluoresceina). Para eliminar el exceso
de conjugado realizamos cuatro lavados de 10 minutos de duracién en agitaciéon a
temperatura ambiente con 500 ml de tampén A/0,3% tween 20 (Sigma-Aldrich
Company Ltd.). Antes de afiadir el substrato (CDP-Star) limpiamos la superficie de la
membrana con un papel fino absorbente e incubamos con el substrato durante 2-5
minutos. Colocamos la membrana entre dos hojas de papel transparente en contacto
con papel radiografico Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences Ltd.) en un chasis.
Después de un periodo de incubacién entre 2-20 minutos, dependiendo de la calidad

de los reactivos y la concentraciéon del ADN, revelamos la radiografia.

3.2.2. Resultados y discusion.

El Instituto Veterinario de Brno (Republica Checa) ha recopilado los resultados
obtenidos por los distintos laboratorios (Whipple et al., 1990; De Lisle et al., 1992; De
Lisle et al., 1993; Collins et al., 1990) y propuso una estandarizacion de la técnica de
IS900-RFLP con las enzimas de restriccion BstEIl y Pstl (Pavlik et al., 1999a). Este
protocolo usa el ADN extraido directamente de las colonias de M.a.paratuberculosis
mientras que el ADN empleado en nuestro estudio fue el mismo que para la técnica de

campo pulsado, es decir ADN inmerso en bloques de agarosa de bajo punto de fusién.
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En nuestro caso, y a diferencia de lo descrito previamente por Pavlik et al. (Pavlik et al.,
1995) la digestion completa del ADN de los bloques con la enzima de restriccion Pstl
originé perfiles con digestiones parciales y dificilmente comparables con los descritos
previamente (Pavlik et al., 1999a). Para evitar esto, purificamos el ADN inmerso en los
bloques de agarosa con la enzima AgarACE™ de Promega, seguida de una extracciéon
fenol-cloroformo para facilitar el acceso de la enzima Pstl al ADN. A pesar de este
tratamiento previo del ADN antes de la restriccion y del aumento del nimero de
unidades de la endonucleasa como recomienda el catdlogo de la enzima AgarACE, no
conseguimos perfiles aceptables de IS900-RFLP. Dado los resultados obtenidos con la
enzima de restricciéon Pstl seleccionamos la enzima Poull (Whipple et al., 1990) como
enzima de restriccion complementaria a BstEIl en la técnica de IS900-RFLP. De esta
forma, el ADN utilizado en la técnica de electroforesis en campo pulsado también
puede emplearse para el protocolo de IS900-RFLP. Este hecho es muy importante
cuando se trabaja con microorganismos de crecimiento lento como M.a.paratuberculosis,
ya que la obtencién de suficiente crecimiento para la extraccion del ADN requiere un

largo periodo de tiempo.

El protocolo de IS900-RFLP con los bloques de agarosa y las enzimas de
restricciéon seleccionadas (BstEIl y Poull) origind perfiles nitidos y facilmente
interpretables para su utilizacion posterior en estudios epidemiolégicos de
paratuberculosis. En la tabla 21 detallamos los perfiles multiples obtenidos en los 13

aislados de M.a.paratuberculosis analizados.

Tabla. 21. Perfiles de IS900-RFLP de los aislados tipo de M.a.paratuberculosis.

Referencia Especie animal Perfil multiple de RFLP>
ATCC19698 Bovina [C1-1]
99PW Bovina [C5-Npa]
JD146 Ovina [C17-3]
JD29 Ovina [C17-3]
R197 Conejo [C17-3]
F76 Ovina [C17-3]
377PS Bovina [Nca-1]
JD18 Bovina [C17-3]
JD143 Ovina [C17-3]
307R Bovina [C5-Npa]
808R Bovina [C5-Npa]
743PSS Bovina [C1-1]
377PW Bovina [Ncb-2]

aPerfil multiple de IS900-RFLP expresado como [BstEII-Poull].
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La nomenclatura de los perfiles de IS900-RFLP fue la recomendada por Pavlik
et al. (Pavlik et al., 1999a) y Whipple et al. (Whipple et al., 1990) para BstEIl y Poull
respectivamente. A los perfiles nuevos de IS900-RFLP les asignhamos una letra en
mindscula después de Nc y Np para BstEIl y Poull respectivamente y los expresamos
como perfiles multiples unidos mediante un guién y englobados entre corchetes

([perfil BstEll-perfil Poull]).

Podemos concluir por lo tanto, que para la técnica de IS900-RFLP con ADN
embebido en bloques de agarosa de bajo punto de fusién, las enzimas que dan lugar a

perfiles interpretables en aislados de M.a.paratuberculosis son BstEIl y Poull.

3.3. RESTRICCION ENZIMATICA DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS
MEDIANTE PCR DE LA SECUENCIA DE INSERCION 151311 (IS1311PCR-REA).

3.3.1. Material y métodos.

3.3.1.1. Muestras analizadas.

Analizamos 15 aislados de M.a.paratuberculosis, 14 procedentes de cabras de
Espafa y un aislado ovino pigmentado de Escocia. Al igual que en la técnica de 1S900-
RFLP no incluimos un mayor nimero de aislados ya que la técnica estaba ampliamente
descrita en la bibliografia (Marsh et al., 1999; Whittington et al., 1998a; Whittington et
al., 2001a).

3.3.1.2. Protocolo de IS1311PCR-REA.

En la figura 7 representamos esquematicamente el protocolo de IS1311PCR-

REA empleado en este estudio.

a. Extraccion del ADN: En un tubo con 200 pl de agua destilada estéril inoculamos una
colonia de M.a.paratuberculosis, y posteriormente la hervimos durante 5 minutos para
desnaturalizar las proteinas, romper las células y liberar el ADN bacteriano (Zwadyk,
Jr. et al., 1994). Después de 5 minutos a temperatura ambiente, centrifugamos a 12.000

r.p.m. en una minifuga y recogimos el sobrenadante para realizar la PCR.

Para el desarrollo de esta técnica también probamos el ADN embebido en

bloques de agarosa de bajo punto de fusion preparados para la técnica de PFGE. Para
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ello, lavamos una pequefa seccion del bloque dos veces con 5 ml TE pH8 durante 10
minutos, posteriormente afiadimos 200 ul de agua destilada estéril y lo incubamos en

un bafio de agua a 70°C durante 5 minutos.

b. Amplificacién del ADN: Para la amplificacién de la secuencia de insercién 151311
empleamos los iniciadores M56 (5' GCG TGA GGC TCT GTIG GIG AA 3)
(Whittington ef al., 1998a) y M119 (5* ATG ACG ACC GCT TGG GAG AC 3") (Marsh et
al., 1999). Los reactivos empleados para la PCR (tampén, MgCl,, dNTP’s y Taq
polimerasa) fueron de la casa comercial Promega. Los componentes para una reaccion
de PCR, en un volumen total de 45 pl, fueron 5 pl de tampoén 10X (Tris-HCI 100 mM,
KCI 500 mM y Triton X-100 al 1%), 4 ul de MgClz (25 mM), 5 pl de cada uno de los
iniciadores a una concentracion de 5 pM (M56 y M119), 0,2 ul de la enzima Taq
polimerasa (5 U/ul) y 0,5 ul de dNTP’s (10 mM cada uno) en 25,3 ul de agua ultrapura
estéril. La mezcla para la reacciéon de la PCR la conservamos a -20°C hasta el momento
de su utilizacién. Al volumen final de 45 ul inoculamos 5 ul del ADN. Los ciclos de
temperatura en un termociclador Hybaid MB Multiblock System fueron los siguientes:
desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturalizacién
a 95°C durante 1 minuto, hibridacion a 55°C durante 1 minuto y elongacién a 72°C
durante 1 minuto, terminando con una elongacién final a 72°C durante 3 minutos. El
producto amplificado lo conservamos a 4°C hasta la realizaciéon de la electroforesis.
Para cada lote de tubos de PCR preparados comprobamos su perfecto funcionamiento
inoculando un control positivo (M.a.paratuberculosis aislado en el laboratorio) y un

control negativo (agua ultrapura estéril).

La visualizacién del producto amplificado la realizamos en un gel de agarosa al
2% en TBE 1X con 10 pl de bromuro de etidio (10 mg/ml) durante 45 minutos a 90
voltios. Como marcador de peso molecular empleamos el Hyperladder IV (Bioline

Ltd.). El tamafo esperado para el fragmento de PCR fue de 608 p.b.

c. Restriccion enzimitica del producto de PCR: La composiciéon de la reacciéon
enzimatica para una muestra es de 1,5 pl de tampén NEB2 10X, 2 unidades de la
endonucleasa Hinfl (0,2 pl) y 1,5 pl de albamina de suero bovino 10 mg/ml en 0,8 ul de

agua destilada estéril. Al volumen total de 4 pl afadimos 12 pl del producto
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amplificado y lo incubamos a 37°C en un bafio de agua durante 2 horas. E1 ADN
digerido lo cargamos en un gel de agarosa al 2% en TBE 1X y lo corrimos durante dos

horas a 60 voltios.

3.3.2. Resultados y discusion.

En esta técnica, primero se realiza una amplificacion mediante PCR de la
secuencia de insercién IS1311 y posteriormente el producto amplificado se somete a
una restriccién enzimatica con Msel (para diferenciar M.a.avium y M.a.paratuberculosis)
y Hinfl (para la clasificacion de los aislados de M.a.paratuberculosis). En nuestro caso,
previa a la aplicacion de este protocolo hicimos una identificacion tradicional
(caracteristicas de cultivo y tincién de Ziehl-Neelsen) y molecular (IS900-PCR) de todos
los aislados para confirmar que se trataba de M.a.paratuberculosis. Por este motivo, en la
descripcion de la técnica no incluimos la enzima Msel y la restriccion enzimaética del
producto amplificado de la IS1311-PCR la realizamos exclusivamente con la

endonucleasa Hinfl.

En nuestro estudio, incluimos 15 aislados de M.a.paratuberculosis siendo uno de
ellos un aislado ovino pigmentado. La PCR dirigida a la secuencia de insercién 151311
de todas estas muestras originé un fragmento con el peso molecular esperado de 608
pares de bases. La digestiéon enzimatica del producto amplificado dio lugar a dos
resultados diferentes. Por un lado, todos los aislados caprinos se englobaron en lo que
estd descrito como genovar bovino o cattle type que se caracteriza porque se obtienen
fragmentos de un tamafo de 67, 218, 285 y 323 p.b. El aislado ovino pigmentado se
incluy6 en el genovar ovino o sheep type que da lugar a dos fragmentos de 285 y 323

p-b.

Esta clasificacion global de los aislados de M.a.paratuberculosis en grupo bovino
y ovino, también puede obtenerse mediante la técnica de IS900-RFLP (Collins et al.,
1990; De Lisle et al., 1993; Pavlik et al., 1999a), aunque se trata de una técnica muy
laboriosa y que requiere un largo periodo de tiempo para la obtencion de los
resultados. También, se ha descrito una PCR que no implica una restriccién enzimatica
que también clasifica los aislados de M.a.paratuberculosis en dos grupos (Collins et al.,

2002). En esta PCR se utilizan tres iniciadores (DMC529, DMC531 y DMC533) y se
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obtiene un fragmento de PCR de distinto tamafio si se trata de un aislado del grupo

bovino (310 pb) u ovino (162 pb).

En cuanto al ADN analizado, obtuvimos los mismos resultados con ADN
extraido directamente de las colonias asi como del embebido en bloques de agarosa de
bajo punto de fusion. Por lo tanto, el ADN preparado para la técnica molecular de
PFGE se puede emplear para el desarrollo de otras técnicas moleculares como las
descritas en este estudio (IS900-RFLP e IS1311PCR-REA). Como hemos comentado
anteriormente este hecho es muy importante cuando se trabaja con M.a.paratuberculosis

ya que la obtencién de un cultivo es un proceso muy lento y laborioso.

En resumen, la técnica de IS1311PCR-REA es una herramienta epidemiolégica
que sirve para establecer una primera clasificacion de los aislados de
M.a.paratuberculosis en estudio, pero recomendamos una caracterizaciéon mas profunda
con otras técnicas moleculares como las que se describen en esta tesis (PFGE y /o IS900-

RFLP).
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I. ESTUDIO DE LA PARATUBERCULOSIS Y TUBERCULOSIS EN LA CABRA
DEL GUADARRAMA DE LA COMUNIDAD DE MADRID.

La paratuberculosis en ganado caprino tiene una gran importancia ya que origina
un cuadro clinico que cursa con una pérdida progresiva de peso, descenso en la
produccién lactea y muerte de los animales por consuncién (Thoresen et al., 1994).
Ademads, M.a.paratuberculosis podria jugar un papel relevante como agente zoonético
ya que actualmente esta en estudio su implicaciéon como posible agente etiologico de la
enfermedad de Crohn que afecta al hombre (Hermon-Taylor et al., 2000). La posible via
de transmisiéon del agente de los animales al hombre podria ser la leche y sus
derivados. En concreto ya se ha identificado M.a.paratuberculosis mediante PCR en
leche de cabras en Reino Unido, Noruega y Suiza (Djonne et al., 2003; Grant et al., 2001;
Muehlherr et al., 2003). Actualmente en Espafia, los quesos artesanales elaborados con
leche no tratada térmicamente estan adquiriendo una gran aceptacién por los
consumidores. Por lo tanto, la paratuberculosis podria tener también especial

importancia en la Salud Puablica.

En Espafia, no existen datos oficiales de la prevalencia de paratuberculosis ni en
ganado vacuno ni en pequefios rumiantes. Debido a que la ganaderia bovina est4
sometida a las campafas de erradicacion de la tuberculosis, un elevado namero de
vacas con infecciones mixtas de paratuberculosis y tuberculosis se estan eliminando de
la ganaderia espafiola. Sin embargo, no se sabe la prevalencia real de la
paratuberculosis en pequefios rumiantes y los pocos datos publicados que existen se
basan tnicamente en técnicas diagnésticas de tipo serolégico (Mainar-Jaime y

Vazquez-Boland, 1998; Reviriego et al., 2000).

A la hora de plantearnos el presente estudio, uno de los principales problemas
que se nos presentaba para conocer la situacion real de la paratuberculosis caprina en
la Comunidad de Madrid fue la aplicacién de técnicas diagnosticas sobre todo en
explotaciones afectadas también por tuberculosis. Nos pusimos en contacto con el
Servicio de Ganaderia y Proteccion Animal de la Consejeria de Economia e Innovacién
Tecnoldgica de la Comunidad de Madrid y la Asociacién de la Cabra del Guadarrama
para elaborar un plan de trabajo para determinar la importancia tanto de la

paratuberculosis como de la tuberculosis en la ganaderia caprina de la Comunidad de
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Madrid. Como detallamos a continuacién, este estudio lo llevamos a cabo en dos fases,
y la duracién total del proyecto fue aproximadamente cuatro afios. La implicacién y
participacién activa de todos los integrantes del proyecto (Laboratorio de
Micobacterias del Departamento de Sanidad Animal como coordinadores, con la
colaboracién del Servicio de Ganaderia y Proteccién Animal, la Asociaciéon de la Cabra
del Guadarrama, el Laboratorio Regional Agrario de Colmenar Viejo y el
Departamento de Medicina y Cirugia Animal de la Facultad de Veterinaria de la

Universidad Complutense de Madrid) permiti6 la ejecucion satisfactoria del mismo.
1. MATERIAL Y METODOS.

1.1. Diseno del estudio.

Segun los datos epidemioldgicos de los veterinarios de la Asociacion de Cabra
del Guadarrama, la mayoria de las explotaciones muestreadas presentaban un historial
de paratuberculosis y/o tuberculosis. Debido a la interferencia diagnéstica de la
vacuna de la paratuberculosis, previamente al inicio del estudio también analizamos
los datos de vacunacién de las explotaciones estudiadas. Asi, solo siete de las 36
ganaderias estudiadas no vacunaban frente a paratuberculosis, mientras que el resto de
las explotaciones excepto una de la que no habia datos, vacunaban a todos los animales
de reposicion de entre 3-6 meses de edad con la vacuna inactivada Gudair® (CZ

Veterinaria S.A., Pontevedra, Espafia).

En la figura 10 representamos de una manera esquematica el plan de trabajo

realizado en los dos muestreos que describimos de forma breve a continuacion.
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Figura 10. Representacion esquematica del estudio realizado en Cabras
del Guadarrama de la Comunidad de Madrid.

MUESTREO 1 (Julio 98 - Junio 99)

29 explotaciones caprinas Recogida de sangre Bovigam
630 cabras con y sin heparina — Parachek

MUESTREO 2 (Marzo 2000 - Febrero 2001)

28 explotaciones caprinas
101 cabras

Hospital Clinico Veterinario (UCM)

Bovigam Recogida de sangre
Parachek €—— cony sin heparina

Sacrificio de los animales y necropsia detallada

Recogida de muestras

PARATUBERCULOSIS TUBERCULOSIS
Vélvula y In. ileocecal Pulmon, In. mediastinico,
y In. mesénterico traqueobronquial y cervical superficial
Extraccion directa Analisis Andlisis
de ADN (FP) macrdscopico macrdscopico
Tincién Tincién
Ziehl-Neelsen auramina
Cultivo Cultivo
microbiolégico microbiolégico
Identificacion Identificacion

Epidemiologia molecular =~ Epidemiologia molecular
PFGE DVR-spoligotyping
IS900-RFLP
IS1311PCR-REA
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1.1.1. Muestreo 1 (M1).

Este primer estudio tenia como principal objetivo conocer el estado sanitario de
las explotaciones de la Cabra del Guadarrama de la Comunidad de Madrid. La
metodologia que empleamos fueron pruebas inmunolégicas de tipo celular para la
deteccion de tuberculosis y paratuberculosis, y de tipo humoral para el diagnéstico de

paratuberculosis.

Para ello, los veterinarios de la Asociacion de la Cabra del Guadarrama
recogieron sangre en tubos con y sin heparina de 630 cabras de 29 explotaciones de 18
localizaciones geogréficas durante el periodo de Julio de 1998 a Junio de 1999. De cada
explotacion los veterinarios recogian, de forma aleatoria, sangre de un 10% del censo
caprino. Las muestras de sangre se transportaron al Departamento de Sanidad Animal
en un periodo de tiempo inferior a seis horas desde la recogida de sangre del primer
animal. Posteriormente, la sangre la estimulamos y desueramos en nuestro
departamento, y realizamos las técnicas inmunoldgicas en el Laboratorio Regional
Agrario de Colmenar Viejo. Una vez finalizado el estudio de la primera fase, decidimos
ampliar el estudio, procediendo a realizar una segunda fase en 101 cabras incluyendo
ademds un diagnéstico anatomopatolégico y microbiolégico para establecer la
prevalencia real de la paratuberculosis y tuberculosis en la Cabra del Guadarrama en la

Comunidad de Madrid.

1.1.2. Muestreo 2 (M2).

En este segundo estudio sacrificamos un total de 101 cabras de 28 explotaciones
(20 de las 29 explotaciones del M1 y ademas incluimos 8 ganaderias mas) de 15 areas
geogréficas de las Comunidad de Madrid. Durante el muestreo, que comenzé en
Marzo del 2000 y se prolong6 hasta Febrero del 2001, analizamos 21 grupos de 5 cabras
cada uno como maximo. Las cabras vivas se transportaron desde las explotaciones
caprinas al Hospital Clinico Veterinario donde recogimos sangre para las técnicas
inmunolégicas previo al sacrificio con un eutanasico. Posteriormente realizamos la
necropsia detallada de todos los animales recogiendo muestras biolégicas para el
cultivo de paratuberculosis y tuberculosis. En ambos casos realizamos un anélisis
microbiolégico tradicional (lesiones macroscépicas, tincién, cultivo bacteriolégico e

identificacion) asi como una caracterizacion molecular de los aislados. En el caso de la
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paratuberculosis también realizamos un protocolo de extracciéon directa de ADN a
partir de la muestra biolégica. El personal del Departamento de Medicina y Cirugia
Animal y de los laboratorios de Microbiologia y Parasitologia del Departamento de
Sanidad Animal también recogié muestras para anélisis aunque no presentaremos sus

datos por no formar parte de esta tesis doctoral.

Consideramos la explotacion afectada de una de las enfermedades en estudio
con la presencia como minimo de un animal positivo mediante cultivo microbiolégico,
ya que la identificacion de un animal con tuberculosis y/o paratuberculosis en una

explotacion es reflejo directo de que la enfermedad esta presente en la misma.
1.2. Deteccion de la respuesta inmune.

1.2.1. Muestras analizadas.

En la tabla 22 detallamos el nimero de muestras de sangre analizadas en ambos
muestreos (630 en el muestreo 1 y 87 en el muestreo 2), asi como la localizaciéon
geografica de las explotaciones muestreadas, principalmente de la zona suroeste de la
Comunidad de Madrid (figura 11). De cada animal recogimos sangre en dos tubos, uno

con heparina y otro sin anticoagulante.

Figura 11. Localizaciéon geografica de las
ganaderias caprinas estudiadas en el M1 y M2.
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Tabla 22. Ganaderias caprinas de la Comunidad de Madrid y ntmero de animales
analizados para la deteccion indirecta de M.a.paratuberculosis y M. bovis.

G2 Localidad M1b  Ma2e G Localidad M1 M2
G1d Chapineria 40 3 G19 Pelayos de la Presa -~ 3
G2  Colmenar Viejo —f 2 G20 Robledo de Chavela 15 2
G3  Sta. M". dela Alameda 19 1 G21 Hoyo de Manzanares 40 6
G4 Cadalso de los Vidrios 15 4 G22 Sta. M? de la Alameda 9 2
G5 Hoyo de Manzanares 21 5 G23 San Martin de Valdeiglesias --- 2
G6  Robledo de Chavela 14 8 G24 Sta. M?. de la Alameda 14 1
G7  Becerril de la Sierra 15 9 G25 Robledo de Chavela 20 4
G8 Navas del Rey - 1 G26 Colmenar de Arroyo -~ 3
G9  Becerril de la Sierra - 1 G27 Villamantilla 10 5
G10 Navas del Rey 10 3 G28 Villa del Prado 42 2
G11 Navas del Rey 20 2 G29 Villamanta 10 -
G12 Quijorna - 2 G30 Valdemaqueda 30 -
G13 Zarzalejo 10 2 G31 Colmenar de Arroyo 23 -
G14 San Martin de Valdeiglesias 18 3 G32 Cercedilla 10 -
G15 Robledo de Chavela 18 3 G33  Soto del Real 10 -
G16 Robledo de Chavela 20 1 G34 Reduena 24 -
G17 Hoyo de Manzanares 15 4 G35 Robledo de Chavela 13 -
G18 Villa del Prado 38 3 G36¢ El Boalo 87 -
Total 630 87

a A cada ganaderia (G) le asighamos un ntimero correlativo del 1 al 36 (c6digo de la ganaderia).

bNumero de animales analizados en el muestreo 1 (M1) realizado en el periodo 1998-1999.

¢ Ntumero de animales analizados en el muestreo 2 (M2) realizado en el periodo 2000-2001.

d Los c6digos de ganadero en negrita corresponden a ganaderias que no vacunan frente a paratuberculosis.
e Explotacion caprina sin datos de vacunacion.

f Ganaderias en las que no se recogieron muestras de sangre.

1.2.2. Protocolos para la deteccion de la respuesta inmune.

A continuacién describimos los dos protocolos empleados para la detecciéon de
la respuesta inmune. En ambos casos cada muestra de sangre la analizdbamos por
duplicado y posteriormente realizdbamos la media de los dos valores obtenidos. Si
existia una discrepancia en la densidad 6ptica de los duplicados se repetia la técnica

para evitar la aparicién de falsos positivos y/o negativos.

1.2.2.1. Prueba seroldgica de deteccion de M.a.paratuberculosis: Parachek.

Empleamos la técnica de ELISA Mycobacterium paratuberculosis antibody test kit,
Parachek (Central Serum Laboratory (CSL) Ltd., Australia) para la deteccién indirecta
de M.a.paratuberculosis mediante la determinacién in vitro de anticuerpos. Para este
protocolo empleamos el suero obtenido a partir de la sangre recogida en el tubo sin
anticoagulante. La técnica se basa en la dilucion inicial de los sueros problemas con

Mycobacterium phlei para eliminar las posibles reacciones cruzadas. Posteriormente las
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muestras de suero (que pueden contener el anticuerpo) se enfrentan al antigeno
(M.a.paratuberculosis) unido a un soporte sélido. La unién antigeno-anticuerpo se pone
de manifiesto gracias a la reaccién quimica que se produce por la unién del conjugado
que reacciona con las inmunoglobulinas del complejo y la posterior adiciéon del
substrato. El desarrollo de la técnica e interpretacion de los resultados obtenidos la
realizamos siguiendo estrictamente las recomendaciones del fabricante. Una muestra
se considera positiva cuando su valor de densidad 6ptica es mayor que la media de los

controles negativos mas 0,100.

1.2.2.2. Prueba de deteccion de gamma-interferon: Bovigam.

Empleamos la prueba denominada Bovigam, Bovine Gamma Interferon Test, (CSL
Ltd.) con el plasma obtenido de las muestras de sangre completa heparinizada para la
deteccion de gamma-interferon (y-IFN) previa estimulacion con diferentes antigenos
denominados derivados proteicos purificados (PPD bovina y PPD aviar). En nuestro
caso, no empleamos las PPDs que estan incluidas en la prueba, sino que usamos las
que se utilizan en las campanas de saneamiento de la tuberculosis bovina en Espafia
(CZ Veterinaria S.A. Pontevedra) previa dializacién con PBS 1X en un tubo de dialisis
(Sigma-Aldrich Co. St. Louis, EEUU) para eliminar el fenol que puede afectar a los

resultados.

Para cada muestra de sangre dispensamos 1,5 ml en tres pocillos de una placa
de cultivo celular y posteriormente estimulamos cada pocillo con 100 pl de PBS, y PPD
aviar y bovina a una concentraciéon de 0,3 mg/ml. Esta técnica se basa en la capacidad
que tienen los linfocitos de la sangre de animales infectados con M. bovis de reconocer
los antigenos presentes en los derivados proteicos purificados (PPD). Por lo tanto, las
células estimuladas procedentes de animales infectados con M. bovis producen y-IFN
que se detecta usando una técnica de ELISA. Para evitar la disminucién en la
viabilidad de los linfocitos de la sangre, estimulamos las muestras de sangre siempre
dentro de las seis horas posteriores a la recogida de sangre del primer animal. La
validacién de la técnica la realizamos siguiendo las recomendaciones del fabricante. La
interpretacion tedrica de los resultados la detallamos en la tabla 23. Consideramos un
animal positivo a tuberculosis por M. bovis/M. caprae cuando el valor obtenido con la

estimulaciéon con PPD bovina menos el obtenido con PBS es mayor o igual a 0,050
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(Wood et al., 1991), y ademas el valor de PPD bovina es mayor que el de PPD aviar.
Esta técnica estd también indicada para detectar animales con una infeccién temprana
por M.a.paratuberculosis (Billman-Jacobe et al., 1992; McDonald et al., 1999; Wood et al.,
1989), en este caso el valor obtenido con PPD aviar menos PBS tiene que ser mayor o

igual a 0,100, y ademas el valor de PPD aviar debe ser mayor que el de PPD bovina.

Tabla 23. Criterios establecidos para la evaluacion de los resultados de la técnica de
Bovigam.

Resultado Criterios
Infeccién por M. bovis PPD bovina - PBS > 0,050 y PPD bovina > PPD aviar
Infeccién por ptb/micobacterias atipicas ~ PPD aviar - PBS > 0,100 y PPD aviar > PPD bovina
Negativo PPD bovina - PBS < 0,050 y PPD aviar - PBS < 0,100

1.3. Cultivo e identificaciéon de paratuberculosis y tuberculosis.

Como hemos comentado en el disefio del estudio, el cultivo microbiolégico lo
realizamos tnicamente en el segundo muestreo (M2) en un total de 101 cabras de
Guadarrama de 28 ganaderias de 15 localidades distintas de la Comunidad Auténoma

de Madrid.

1.3.1. Muestras analizadas.

Las muestras biolégicas procesadas para el cultivo bacteriolégico fueron
valvula y linfonodos ileocecal y mesentérico para paratuberculosis; y pulmoén,
linfonodos mediastinicos, traqueobronquiales y cervicales superficiales para
tuberculosis. En ambos casos, realizamos una mezcla del material biolégico. En la tabla
24 detallamos las ganaderias muestreadas y su localizacion geografica, asi como el

numero de cabras analizadas en cada explotacién.
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Tabla. 24. Muestras caprinas de la Comunidad Auténoma de Madrid analizadas para
cultivo microbiolégico distribuidas por ganaderias y localidades.

. Codigo ganaderia® N total ganaderias
Localidad (i c%nbras) (N totfl cabras)
1  Becerril de la Sierra G7(9),GY (1) 2 (10)
2 Cadalso de los Vidrios G4 (4) 1(4)
3  Chapineria G1 (3) 1(3)
4  Colmenar de Arroyo G26 (3) 1(3)
5  Colmenar Viejo G2 (3) 1(3)
6  Hoyo de Manzanares G5 (5), G17 (4), G21 (6) 3 (15)
7 Navas del Rey G8 (1), G10 (3), G11 (2) 3 (6)
8  Pelayos de la Presa G19 4) 14)
9  Quijorna G12 (2) 12
10  Robledo de Chavela G6 (8), G15 (3), G16 (1), G20 (2), G25 (5) 5(19)
11  San Martin de Valdeiglesias Gl14 (4), G23 (2) 2 (6)
12 Sta. M? de Alameda G3 (1), G22(9), G24 (2) 3 (12)
13 Villa del Prado G18 (3), G28 (3) 2(6)
14  Villamantilla G27 (5) 1(5)
15  Zarzalejo G13 (3) 1(3)
Total 15 localidades 28 ganaderias (101 cabras)

a A cada ganaderia se le asigné un ntimero correlativo del 1 al 28.
1.3.2. Protocolo de cultivo e identificacion.

1.3.2.1. Cultivo e identificacién de M.a.paratuberculosis.

El protocolo de cultivo empleado es el que describimos en el apartado de puesta
a punto de la metodologia para el diagnostico microbiolégico de la paratuberculosis
caprina (pagina 102). De hecho, las 87 muestras empleadas para la puesta a punto del
protocolo de cultivo pertenecen a este estudio. Resumiendo, realizamos dos fases de
cultivo, inicialmente sembramos valvula ileocecal o intestino procedentes de 101 cabras
en el medio de Middlebrook 7H11 (M) y Herrold con yema de huevo con piruvato
sodico y micobactina (HEYMm-PS) y sin micobactina (HEYM-PS). Posteriormente y
una vez obtenidos los resultados de la primera fase de cultivo, descongelamos 87 de
éstas muestras y sembramos intestino o linfonodo mesentérico o bien realizamos una
mezcla con intestino y linfonodo ileocecal y/o mesentérico pero esta vez, las
sembramos en un tubo de HEYMm-PS, M, HEYM sin piruvato sédico y con micobatina
(HEYMm) y Lowenstein-Jensen con micobactina (L]). En esta segunda fase no
incluimos medios sin micobactina y la confirmacién de la dependencia a la micobactina
en las muestras sospechosas la realizamos resembrando las colonias en un medio sin

micobactina (HEYM-PS). La identificacion de las colonias sospechosas la hicimos en
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base a la velocidad de crecimiento, caracteristicas morfolégicas de las colonias,

dependencia a la micobactina, tincién de Ziehl-Neelsen e IS900-PCR.

1.3.2.2. Cultivo e identificacion de M. bovis.

Para el protocolo de cultivo de tuberculosis realizamos una descontaminacién
de las muestras biolégicas con HPC al 0,75% (Corner y Trajstman, 1988), y después de
una centrifugacion, el sedimento lo sembramos en los medios de cultivo de Coletsos y
Lowenstein-Jensen (Biomedics S.L., Tres Cantos, Espafia). Para la identificacién de M.
bovis empleamos una PCR multiple con iniciadores especificos para el género
Mycobacterium, Mycgen-F (Edwards et al., 1989) y Mycgen-R (Boddinghaus et al.,
1990a); y los iniciadores, TB1-F y TB1-R, que amplifican el gen que codifica la proteina
MPB70 (Cousins et al., 1991) especifica del complejo M. tuberculosis.

1.4. Protocolo de extraccion directa de ADN a partir de la muestra bioldgica.

Al igual que el cultivo bacteriolégico, esta técnica de diagndstico molecular la
realizamos tunicamente en las muestras recogidas para el diagnéstico de
paratuberculosis del muestreo 2. Mediante este protocolo no analizamos la totalidad de
las muestras empleadas en el estudio microbiolégico por falta de material clinico en 7
de las 101 cabras. El protocolo que empleamos para la extraccion de ADN fue el de la
casa comercial Qbiogene Inc. (BIO101 Systems, Carlsbad, EEUU) para muestras
contaminadas (FastDNA Spin Kit for Soil, FP). Este protocolo de FP est4d descrito en el
apartado de puesta a punto de la metodologia del diagnostico molecular de la

paratuberculosis (pagina 113).
1.5. Caracterizacion molecular.

1.5.1. Caracterizacion molecular de aislados de M.a.paratuberculosis.

Para la tipificacion de aislados de M.a.paratuberculosis empleamos las técnicas de
campo pulsado (PFGE), IS900-RFLP e IS1311PCR-REA, descritas en el apartado de
puesta a punto de técnicas moleculares (pagina 127). Analizamos un total de 30
aislados de M.a.paratuberculosis mediante la técnica de ISI31IPCR-REA y 9 aislados

mediante las otras dos técnicas de tipificacion.
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1.5.2. Caracterizacion molecular de aislados de M. bovis.

Todos los aislados de M. bovis identificados en este estudio (n=26) los
tipificamos mediante la técnica de Direct Variable Repeat spacer oligonucleotide typing o
DVR-spoligotyping (Kamerbeek et al., 1997). Esta técnica se basa en la amplificacién de
los espaciadores entre las secuencias DR (direct repeat) diana mediante una reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Posteriormente los espaciadores son detectados
mediante hibridacién de los productos generados por PCR a una membrana que
contiene 43 oligonucledtidos unidos covalentemente. Al final del protocolo se obtiene
un patrén, denominado perfil de spoligo o spoligotipo, que se caracteriza por la
presencia o ausencia de espaciadores. Esta técnica es especifica para especies
bacterianas incluidas dentro del complejo M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M.
caprae, M. africanum, M. microti y M. pinnipedii). Nuestro grupo de trabajo ha descrito
una especie bacteriana nueva incluida en el complejo M. tuberculosis denominada M.
caprae (Aranaz et al., 2003). Esta especie, se caracteriza por aislarse principalmente de
cabras (aunque también esta descrita en el hombre, ganado vacuno, porcino y jabalies),
poseer un patrén caracteristico con la técnica de D VR-spoligotyping, una mutacioén en el
gen que codifica para la pirazinamidasa y una especial combinacién de polimorfismos
en los genes de la pncA, oxyR, katG y gyrA. La nomenclatura de los patrones
identificados en nuestro estudio fue la siguiente: los perfiles de spoligo con un patrén
caracteristico de la especie M. caprae los denominamos como spc seguido de un nimero

(€j. spc-3) y los perfiles de spoligo de M. bovis como spb-n (ej. spb-7).

2. RESULTADOS Y DISCUSION.

A continuacion describimos los resultados obtenidos con las distintas técnicas
diagnoésticas empleadas. En el caso de la deteccién de la respuesta inmune presentamos
los resultados de los dos muestreos, sin embargo el resto de las pruebas diagnoésticas se

refieren tinicamente al segundo muestreo.
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2.1. Deteccion de la respuesta inmune.

2.1.1. Muestreo 1 (M1).

Las combinaciones obtenidas en las 630 cabras del Guadarrama dependiendo
de los resultados obtenidos con las pruebas de Bovigam (y-IFN bovino y y-IFN aviar) y

Parachek las detallamos en la tabla 25.

Tabla 25. Resultados obtenidos en el M1 en funcién de los criterios establecidos para
determinar el estado sanitario de los animales.

Estado Resultados? N¢ total N N no ND¢
sanitario®  y-IFN bov y-IEN av  Pchek vacunados vacunados

Tbc + - - 75 43 17 15
- + + 64 50 1 13
Ptb - - + 181 133 29 19
- + - 22 16 1 5
Mixta + - + 85 69 6 10
Libres - - - 203 102 76 25
Total 630 413 130 87

a Tbc: tuberculosis; Ptb: paratuberculosis; Mixta: tuberculosis y paratuberculosis; Libres: animales
negativos a todas las pruebas.

by-IFN bov: gamma-interferon bovino; y-IFN av: gamma-interferon aviar; Pchek: prueba de Parachek.

¢ Ntumero de animales.

d No hay datos de vacunacion.

De las 630 cabras analizadas un 67,8% de los animales fue positivo (n=427)
como minimo a una de las pruebas diagnoésticas. En la figura 12.a observamos el
porcentaje total de animales en funcion de los criterios descritos previamente. Cabe
destacar que solo un 32,2% de todos los animales analizados fueron negativos a las
técnicas diagndsticas, siendo un 39% de los animales positivos a la prueba de Parachek

(n=245) especifica para la deteccién de M.a.paratuberculosis.

Si agrupamos los resultados para referirnos al estado sanitario de los animales,
es decir los clasificamos por enfermedades (figura 12.b), observamos que el 42,2%
estaba infectado con M.a.paratuberculosis, el 11,9% con M. bovis, un 13,5% de los
animales tenian una infeccién mixta, y solo un 32,2% de todos los animales analizados

eran negativos.
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Figura 12. Representacion de los resultados obtenidos al aplicar las técnicas de
Bovigam y Parachek en 630 cabras del Guadarrama de la Comunidad de Madrid

en el muestreo M1.

Como ya hemos explicado anteriormente, la
aplicacién practica de estas pruebas inmunolégicas
requiere un andlisis de los resultados obtenidos por
explotacion, ya que con la presencia como minimo de un
animal positivo en una explotacion se clasifica a la
misma como positiva a esa determinada enfermedad. En
la figura 13 observamos los resultados obtenidos en
funciéon del ntimero de explotaciones positivas a la
tuberculosis y/o paratuberculosis. Un 89,7% de las
explotaciones muestreadas presentaban una infecciéon
mixta y un 10,3% presentaban una infecciéon por
M.a.paratuberculosis. Ninguna explotacion de las 29
explotaciones muestreadas en el muestreo 1 estaba libre

de ambas enfermedades.

10,3%
‘ 89,7%

& Ptb+Tbc m Ptb

Figura 13. Resultados de la
detecciéon de la respuesta
inmune en M1: clasificacion
de las ganaderias caprinas.

En lo referente a la vacunacién, realizamos un estudio de los resultados

inmunolégicos obtenidos clasificando los animales y las ganaderias en funcién de la

vacunacién para determinar si la prevalencia tan elevada de tuberculosis y

paratuberculosis obtenidas en la Cabra del Guadarrama se debia a la influencia de la

vacunacién en la respuesta inmunoldgica de los animales. Esta descrito que la

vacunacion incrementa tanto los valores de y-IFN (Aranaz et al., 2000; Kohler et al.,

2001) como de anticuerpos en sangre en los animales vacunados lo que da lugar a la
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presencia de falsos positivos (Bakker et al., 1999; Garcia Marin et al., 1999; Gwozdz et al.,
2000a; Hasvold et al., 2002; Spangler et al., 1991).

Un ejemplo claro de la interferencia de la vacunacién en la respuesta inmune de
los animales es el estudio realizado por nuestro grupo de trabajo en una explotacién
caprina libre de tuberculosis que vacunaba frente a paratuberculosis con la vacuna de
Gudair (Aranaz et al., 2000). En esta explotacién, de aproximadamente 600 cabras de la
raza Murciano-Granadina, se realiz6 la prueba de la tuberculinizacion y un 21% de los
animales dieron un resultado positivo. Debido a que esta explotacién no tenia historial
de tuberculosis para confirmar el estatus del rebafio sacrificamos 100 cabras para la
realizaciéon de un estudio microbiolégico de tuberculosis. Todas las cabras fueron
negativas y no aislamos M. bovis en ninguna muestra bioldgica analizada.
Posteriormente, para comprobar el efecto de la vacunacién en la respuesta
inmunolégica (principalmente en la deteccion de y-IFN) realizamos un estudio
experimental en 15 cabras vacunadas y 13 cabras control. Analizamos estos animales
antes de la vacunacién y 45 dias, 3, 6, y 10 meses después de la vacunacién. Los
resultados obtenidos ponian de manifiesto que las cabras vacunadas reaccionaban
frente al y-IFN bovino dando lugar a la aparicion de falsos positivos. Esta reactividad
cruzada fue transitoria y disminuy6 a lo largo de los meses recuperando el estado

negativo después de mas de un afio.

Por lo tanto, a la hora de la interpretacion de los resultados inmunolégicos hay
que analizar siempre los datos epidemiolégicos de la explotacién especialmente los
datos de vacunacion de la misma. En nuestro estudio, de las 543 cabras analizadas de
las cuales tenemos datos de vacunacion un 76,1% (n=413) y un 23,9% (n=130) estaban

vacunadas y no vacunadas respectivamente (tabla 25).

En la figura 14 representamos el porcentaje de animales en base a la presencia o
ausencia de enfermedad (tuberculosis, paratuberculosis, infecciéon mixta o animales
negativos) comparando los resultados totales con los resultados obtenidos en cabras
vacunadas y no vacunadas. En todos los casos el porcentaje de animales tanto positivos
como negativos es mayor en los animales vacunados. En el caso de la paratuberculosis,
el porcentaje de animales vacunados positivos (36,6%) es mayor que los animales no

vacunados (5,8%).
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Figura 14. Estado sanitario de los animales
dependiendo de la vacunacién frente a
paratuberculosis.

En la figura 15 desglosamos los animales incluidos en el grupo de
paratuberculosis en funcién de los resultados obtenidos mediante las pruebas de

Bovigam (IFN aviar) y Parachek.
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B % total B % vacunados B % no vacunados

Figura 15. Resultados de la deteccién de la respuesta
inmune (IFN aviar y Parachek) en animales vacunados
y no vacunados del muestreo M1.

Si analizamos los resultados por ganaderias, observamos que tanto las
ganaderias vacunadas (n=22) como las no vacunadas (n=6) presentan un estado
sanitario parecido, ya que la mayoria de las explotaciones tienen una infeccién mixta
de tuberculosis y paratuberculosis (figura 16). Cabe destacar que ninguna de las

explotaciones es negativa a las dos enfermedades.
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Figura 16. Resultados de la deteccion de la respuesta
inmune en ganaderias vacunadas y no vacunadas en
el muestreo MI1: clasificacion de las ganaderias
caprinas.

En resumen, con los resultados obtenidos en este primer muestreo observamos
que tanto en los rebafios vacunados como no vacunados el porcentaje de animales
positivos a tuberculosis y/o paratuberculosis es elevado lo que pone de manifiesto la
importancia de estas dos enfermedades en la poblacién caprina de la Comunidad de
Madrid. Para determinar el estatus real de los animales decidimos realizar el Muestreo
2 (M2) que incluia tanto pruebas inmunolégicas como microbiolégicas considerando el

cultivo bacteriol6gico como la prueba de referencia del diagnéstico o gold standard.

2.1.2. Muestreo 2 (M2).

En la tabla 26 detallamos los resultados obtenidos en las 87 cabras del
Guadarrama dependiendo de los resultados obtenidos con las pruebas de Bovigam y
Parachek. Como podemos observar un 71,3% de las cabras (n=62) presentan como
minimo un resultado positivo a una de las dos pruebas. En la pagina 174 comparamos
estos resultados inmunolégicos con los obtenidos mediante el cultivo microbiolégico

de las muestras biolégicas.
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Tabla 26. Resultados obtenidos en el M2 en base a los criterios establecidos
para determinar el estado sanitario de los animales.

Estado Resultados® N« total N N no
sanitario® y-IFN bov  y-IFN av_ Pchek vacunados vacunados
Tbc + - -

- + + 14 14 0
Ptb - - + 33 31 2
- + - 0 0 0
Mixta + - + 15 12 3
Libres - - - 17 15 2
Total 87 78 9

a Tbc: tuberculosis; Ptb: paratuberculosis; Mixta: tuberculosis y paratuberculosis; Libres:
animales negativos a todas las pruebas.

by-IEN bov: gamma-interferon bovino; y-IFN av: gamma-interferon aviar; Pchek: prueba de
Parachek.

¢ Ntmero de animales.

En la figura 17 representamos los resultados obtenidos en las 87 cabras del
Guadarrama. En la figura 17.a representamos los resultados obtenidos por animales
dependiendo de las distintas pruebas diagnoésticas, y en la figura 17.b agrupamos los
animales en funcién de las enfermedades. El porcentaje de animales con

paratuberculosis asciende a un 54%, y un 17,3% de los animales presentan una

infeccion mixta con tuberculosis y paratuberculosis.
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Figura 17. Representacion de los resultados obtenidos al aplicar las técnicas de
Bovigam y Parachek en 87 Cabras del Guadarrama de la Comunidad de Madrid en el
muestreo M2.

En la figura 18 observamos la clasificacién de las ganaderias caprinas del
muestreo M2 dependiendo de los resultados obtenidos mediante las pruebas de
Bovigam y Parachek. Solo un 3,6% de las mismas eran negativas y el resto eran
explotaciones con paratuberculosis (46,4%) o una infeccién mixta de tuberculosis y

paratuberculosis (50%).
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En cuanto a la vacunacién, en el segundo 360
muestreo solo habia tres explotaciones que no s64% 50%
A /0
vacunaban con un total de 9 animales. En este

muestreo hay que tener en cuenta que aunque la
mayoria de las explotaciones vacunaban frente a
paratuberculosis, los animales eran principalmente de
desvieje, por lo que la vacunacioén no la consideramos

Ptb+Tbc m Ptb ® Libres

como un factor que afectaba a los resultados, ya que Figura 18. Resultados de la

como hemos descrito previamente el efecto de la deteccion de la respuesta
inmune en M2: clasificacion
vacunacioén en las pruebas inmunolégicas disminuye a de las ganaderias caprinas.

lo largo del tiempo (Aranaz et al., 2000).

En Espafia, la primera descripcion de paratuberculosis en cabras fue en el afio
1979 (Garrido y Ledn, 1979). Desde entonces, no existen muchos trabajos de la
paratuberculosis en cabras y los estudios de prevalencia se basan en pruebas
inmunolégicas. Existen estudios en la provincia de Huelva con un 46% de animales
positivos mediante una técnica de ELISA (Molina et al., 1991). Mediante la técnica de
IDGA existen estudios en la provincia de Avila con una prevalencia de un 56%
(Reviriego et al., 2000) y en la Comunidad de Madrid con una seroprevalencia del 44 %
(Mainar-Jaime y Vazquez-Boland, 1998). Estos valores coinciden con los descritos por
nosotros en este estudio donde describimos una seroprevalencia de paratuberculosis
de un 46,4%, aunque si consideramos las explotaciones con infecciones duales

(tuberculosis y paratuberculosis) la seroprevalencia aumenta a un 96,4%.

2.2. Lesiones macroscdpicas y tincion de Ziehl-Neelsen.

Las necropsias de las cabras las realizamos en el Hospital Clinico Veterinario de
la Facultad de Veterinaria de Madrid en colaboracién con el Departamento de
Medicina y Cirugia Animal. De cada cabra realizamos un informe detallado de las
lesiones observadas. De todas las cabras analizadas 22 presentaron lesiones
compatibles con paratuberculosis. Identificamos lesiones tanto en intestino (n=7) que
presentaba un incremento del grosor de la pared intestinal y pliegues en la mucosa
(figura 19.a y b) como en los linfonodos mesentéricos (n=16) que se encontraban

aumentados de tamafo (figura 19.c), hemorragicos o tumefactos. En tres cabras
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observamos vasos linfaticos aumentados de tamafio con un recorrido tortuoso y
prominente en la serosa o linfangectasias (figura 19.d). Ademadas en tres cabras
identificamos nodulos calcificados en los linfonodos mesentéricos (figura 19.e) donde

posteriormente aislamos en dos casos el agente etiol6gico de la tuberculosis (M. bovis).

El aislamiento de M. bovis a partir de muestras analizadas para el diagnéstico de
paratuberculosis es un hecho muy importante que hay que tener en cuenta cuando se
manipulan las muestras en el laboratorio. En teoria, el nivel de seguridad cuando se
trabaja con muestras sospechosas de tuberculosis es mayor que cuando se trata de
muestras para el diagnostico de paratuberculosis debido a que la primera enfermedad
es una zoonosis. Debido a que en varios casos aislamos M. bovis de muestras
analizadas en nuestro laboratorio para paratuberculosis, recomendamos procesar todas
las muestras para paratuberculosis con las mismas medidas de seguridad que para las
muestras de tuberculosis, esto es mascarilla, bata de seguridad, guantes y trabajo en un
laboratorio de acceso restringido con cabinas de flujo laminar especificas para el trabajo

con estos microorganismos.

En cuanto a las lesiones compatibles con la tuberculosis identificamos 30
animales que presentaban formaciones tuberculosas en pulmoén (figura 19.g) y/o
linfonodos mediastinicos (figura 19.h). Cabe destacar, que en una cabra que presentaba
una tuberculosis diseminada tanto en la cavidad tordcica como en la digestiva,
identificamos también nédulos tuberculosos en la ubre. Este hecho tiene especial
importancia para la Salud Pablica debido a que la leche de estas cabras se emplea para
la produccion artesanal de quesos que sufren en algunos casos procesos de maduraciéon
que pudieran no ser suficientes para la destruccion total de M. bovis. Por lo tanto es
muy importante llevar a cabo programas de control tanto de la tuberculosis como de la
paratuberculosis para evitar que los productos de animales en fases avanzadas de la
enfermedad entren en la cadena alimentaria del hombre. Actualmente, la infeccién en
el hombre por M. bovis se considera como una enfermedad ocupacional, por lo tanto
los ganaderos y veterinarios son los mas expuestos a este tipo de infeccion. Este es el
caso de un veterinario que tuvo tuberculosis con un aislado de M. caprae por estar en
contacto directo con cabras infectadas al realizar necropsias de cabras (Gutiérrez et al.,

1997). Por lo tanto como ya hemos comentado anteriormente, la importancia del
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control de estas enfermedades no es exclusivamente desde el punto de vista de la

Sanidad Animal, sino también juegan un papel muy importante en la Salud Publica.

Una vez finalizado el anélisis macroscopico, realizamos una impronta de las
muestras digestivas para una posterior tincion de Ziehl-Neelsen. La tincién de ZN se
caracteriza porque detecta micobacterias patégenas (M.a.paratuberculosis y M. bovis) o
micobacterias presentes de forma ubicua en el suelo, agua o tracto intestinal (Coetsier
et al., 1998). Identificamos un total de 30 tinciones positivas a la presencia de bacilos
acido-alcohol resistentes (figura 19.f), de las cuales, solo 9 animales tenian lesiones
macroscépicas compatibles con paratuberculosis. En dos muestras negativas al cultivo
de M.a.paratuberculosis pero con tincién de ZN positiva aislamos M. bovis a partir de
intestino en una de ellas y la otra fue positiva a la tincién de auramina en las muestras
analizadas para tuberculosis. Por lo tanto, la tincién de ZN de animales afectados con

tuberculosis diseminada puede dar lugar a falsos positivos frente a la paratuberculosis.

En lo que hace referencia a la tincién de las muestras para el diagnostico de
tuberculosis, obtuvimos 17 tinciones de auramina positivas, todas ellas excepto una

presentaron ademads lesiones compatibles de tuberculosis en el examen macroscépico.
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a. Intestino delgado b. Vélvula y linfonodo ileocecal

e. Ln. mesentérico, lesién tuberculosa ¢ Tincion de Ziehl-Neelsen

g. Pulm

Figura 19. Lesiones de paratuberculosis y tuberculosis observadas en las
cabras del Guadarrama de la Comunidad de Madrid.
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2.3. Cultivo microbiolégico.

En la primera y segunda fase de cultivo obtuvimos 16 y 22 cultivos positivos a
M.a.paratuberculosis respectivamente. Con la incorporacion de los nuevos medios de
cultivo y la repeticion del cultivo conseguimos identificar 14 muestras biologicas mas
positivas a M.a.paratuberculosis. Por lo tanto, combinando los resultados obtenidos en
ambas fases de cultivo, el nimero total de animales positivos a M.a.paratuberculosis fue

de 30 (29,7%) y el nimero de ganaderias con paratuberculosis fue de 18 (64,3%).

Tanto en la primera como en la segunda fase de cultivo bacteriolégico de
paratuberculosis identificamos un total de 13 cabras positivas a M. bovis (tuberculosis
digestiva). En la primera fase obtuvimos 9 aislados de M. bovis a partir de valvula
ileocecal, y en la segunda fase un total de 6 a partir de mezclas de intestino y linfonodo
mesentérico. Todas las muestras con tuberculosis digestiva también dieron un
resultado positivo en muestras respiratorias excepto las muestras CAM32 (G19) y
CAM62 (G7) donde aislamos M. bovis solamente a partir de material biolégico
intestinal. El medio de cultivo donde aislamos el mayor niimero de aislados de M. bovis

fue el medio s6lido de HEYM sin micobactina y con piruvato sédico (HEYM-PS).

El analisis bacteriolégico de muestras para el aislamiento de M. bovis fue
positivo en un total de 24 cabras (tuberculosis respiratoria). En resumen, el niimero de
muestras positivas a tuberculosis fue 26 (25,7%) y el nimero de explotaciones afectadas
fue 9 (32,1%). En la tabla 26 detallamos las ganaderias estudiadas y los resultados

obtenidos mediante el cultivo bacteriolégico de paratuberculosis y tuberculosis.

Para conocer el estado sanitario de las explotaciones combinamos los resultados
del cultivo bacteriolégico de paratuberculosis y tuberculosis (figura 20). El ntimero de
explotaciones libres fue 7 (25%) y las ganaderias afectadas por tuberculosis y/o
paratuberculosis fueron 21 (75%). Seis ganaderias (G1, G7, G11, G13, G19 y G21)
presentaron una infeccion mixta de paratuberculosis y tuberculosis, en tres
explotaciones (G5, G12 y G17) solo tuberculosis y en doce (G2, G4, G6, G8, G9, G10,
G18, G22, G24, G25, G27 y G28) paratuberculosis. En todas las ganaderias con una
infeccién mixta, excepto en una (G19), hay como minimo un animal en el que aislamos
tanto M. bovis como M.a.paratuberculosis. Por ejemplo, en la ganaderia G7 (cabra

CAMBS58) y G11 (cabra CAMS65) aislamos M. bovis de material respiratorio y digestivo en
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la primera fase de cultivo, y M.a.paratuberculosis en la segunda fase de cultivo

bacteriol6gico de la paratuberculosis.

Tabla 26. Ganaderias y namero de animales positivos a tuberculosis (Tbc) y/o
paratuberculosis (Ptb).

. N an. N an. positivos

© () G Localidad N¢ negativos Ptb Tb(l? Ptb+Tbc
G3 Sta. M? de Alameda 1 1 0 0 0
G14  San Martin de Valdeiglesias 4 4 0 0 0
Libre G15 Robledo de Chavela 3 3 0 0 0
) Gl6 Robledo de Chavela 1 1 0 0 0
G20 Robledo de Chavela 2 2 0 0 0
G23  San Martin de Valdeiglesias 2 2 0 0 0
G26 Colmenar de Arroyo 3 3 0 0 0
G2 Colmenar Viejo 3 0 3 0 0
G4 Cadalso de los Vidrios 4 3 1 0 0
G6 Robledo de Chavela 8 4 4 0 0
G8 Navas del Rey 1 0 1 0 0
G9 Becerril de la Sierra 1 0 1 0 0
Ptb G10 Navas del Rey 3 2 1 0 0
12) Gl18 Villa del Prado 3 2 1 0 0
G22 Sta. M? de Alameda 9 5 4 0 0
G24 Sta. M? de Alameda 2 1 1 0 0
G25 Robledo de Chavela 5 3 2 0 0
G27 Villamantilla 5 4 1 0 0
G28 Villa del Prado 3 2 1 0 0
The G5 Hoyo de Manzanares 5 0 0 5 0
3) G12 Quijorna 2 0 0 2 0
G17 Hoyo de Manzanares 4 2 0 2 0
Gl Chapineria 3 0 0 1 2
Ptb G7 Becerril de la Sierra 9 2 1 5 1
+ G11 Navas del Rey 2 0 0 1 1
Tbc G13 Zarzalejo 3 1 1 0 1
(6) G19 Pelayos de la Presa 4 1 1 2 0
G21 Hoyo de Manzanares 6 3 0 2 1
Total 101 51 24 20 6

aClasificacion de la ganaderia.

b Ndamero de ganaderias.

¢ Codigo de ganaderia.

d Ntumero total de animales analizados por ganaderia.

La infeccion mixta por tuberculosis y paratuberculosis se ha descrito tanto en
ganado vacuno (Gajendragad et al., 1988; Momotani y Yoshino, 1984), ovino (Jorge et
al., 2000) como caprino (Bernabé et al., 1991). En el caso del ganado caprino, se realizé
un estudio en 42 cabras de 6 areas geogréficas de la region de Murcia y en 23

observaron lesiones compatibles con ambas enfermedades mediante anatomia

patoldgica, aunque este hecho sélo se confirmé mediante cultivo microbiolégico en el
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caso de la tuberculosis. Por lo tanto, el porcentaje de
25,0 214

‘ & animales con infeccién mixta fue de un 54,8% (Bernabé et al.,
42,9

1991). En nuestro estudio, el nimero de animales con una

10 77 infeccién mixta confirmados en ambos casos mediante
7

cultivo microbiolégico asciende a 6, que corresponden a 5
ganaderias (17,8%). El porcentaje es mucho menor que el

@ Ptb+Tbc @ Ptb descrito por Bernabé et al. pero hay que destacar que en su

@ Tbc | Libres . . . C1a
caso no realizaron cultivo  microbiolégico de

Figura 20. Porcentaje de

ganaderias libres o con paratuberculosis (Bernabé et al., 1991).

paratuberculosis y/o
tuberculosis en funcién En la figura 21 detallamos la distribucién geogréfica
de los resultados . . .

o de las explotaciones caprinas muestreadas, principalmente
bacteriol6gicos.

en la zona suroeste de la Comunidad de Madrid.
Analizamos muestras procedentes de 15 regiones y solamente las regiones de
Colmenar de Arroyo (G26) y San Martin de Valdeiglesias (G23 y G14) fueron libres a
tuberculosis y paratuberculosis. Como observamos en el mapa, la distribucién de las
enfermedades no tiene un patrén definido y podemos encontrar regiones solo con
tuberculosis (Quijorna) o paratuberculosis (Cadalso de los Vidrios, Colmenar Viejo,
Villamantilla y Villa del Prado), regiones que presentan ambas enfermedades ya sea en
distintas explotaciones dentro de la misma regién o en la misma explotacién (Becerril
de la Sierra, Chapineria, Hoyo de Manzanares, Navas del Rey, Pelayos de la Presa y
Zarzalejo) y regiones con explotaciones libres y con paratuberculosis (Robledo de

Chavela y Santa Maria de la Alameda).

La determinacion del estado sanitario de las explotaciones caprinas de la
Comunidad de Madrid es muy importante tanto para el propio control de la
explotacién como para el movimiento de los animales entre explotaciones. Un
seguimiento continuado de las explotaciones calificAndolas en los distintos estados
sanitarios, facilita la seleccion de ganaderias para la reposicion evitando la
introducciéon de animales infectados en las explotaciones. Debido a que esto no se
realiza de forma rutinaria y que sabemos que ambas enfermedades estan presentes en
nuestra Comunidad, hemos desarrollado un programa de control tanto para

tuberculosis como paratuberculosis que se basa en un sistema de auto-reposicién, de
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esta forma los rebafios son cerrados y no se permite la introducciéon de animales
nuevos en la explotacion. Este programa, que se basa en los criterios especificados en el
capitulo de la pagina 213, lo hemos realizado en una ganaderia de este estudio (G18,
Villa del Prado). En el primer andlisis solo identificamos mediante cultivo
microbioldgico aislados de M.a.paratuberculosis, pero posteriormente sacrificamos 100
animales de esta explotacion y aislamos también M. bovis. Hemos realizado tres
saneamientos anuales de la ganaderia desde el afio 2002, y actualmente la explotacién
estd formada por dos rebafios, uno con los animales positivos a las distintas pruebas
inmunolégicas y otro formado por animales incluidos en el programa de control y
negativos a las técnicas diagnoésticas. Esta experiencia en el campo ha demostrado que
la combinacién correcta de técnicas inmunolégicas y pautas de manejo permiten la

creacion de un rebafio libre de ambas enfermedades.

Becerril

© Tuberculosis
@ DParatuberculosis

© Infeccién mixta dﬁ]
© Explotacion libre

Colmenar Viejo

Sta. M.de la
Alameda

Robledo
de Chavela

Cadalso de
los Vidrios

Figura 21. Distribucion de las explotaciones caprinas estudiadas en la Comunidad de
Madrid en funcién de los resultados microbiolégicos obtenidos en el diagnoéstico de la
paratuberculosis y tuberculosis.
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En la tabla 27 detallamos la relacién de la presencia o ausencia de lesiones
macroscopicas compatibles con paratuberculosis y los resultados de la tincién de Ziehl-
Neelsen (ZN), en las 30 muestras caprinas positivas al cultivo bacteriolégico de

paratuberculosis.

Tabla 27. Comparacion de las muestras positivas al

cultivo de paratuberculosis con la tinciéon de Ziehl-

Neelsen y lesiones macroscépicas.
Ziehl-Neelsen

Positiva Negativa Total
Lesién Positiva 5 2 7
Negativa 11 12 23
Total 16 14 30

Solo en cinco de las muestras positivas al cultivo bacteriolégico observamos
bacilos acido-alcohol resistentes en la tincion de Ziehl-Neelsen y lesiones sospechosas
de paratuberculosis. Ademas aislamos M.a.paratuberculosis en 12 muestras negativas
tanto a la tinciéon como al examen macroscépico. Sin embargo, mediante cultivo
bacteriol6gico no aislamos M.a.paratuberculosis de 24 muestras positivas a la tincién de

ZN (n=10), con lesiones sospechosas (n=10) o ambos (n=4).

En lo referente a la tuberculosis, todas las muestras positivas al cultivo
presentaban lesiones compatibles con la tuberculosis. Veinte y cuatro de las 26
muestras donde aislamos M. bovis presentaban lesiones compatibles con la tuberculosis
y/o tincién de auramina positiva en el pulmén y/o linfonodo mediastinico. Las dos
muestras positivas restantes procedieron de cabras que no presentaban lesiones
respiratorias pero sin embargo los linfonodos mesentéricos presentaban lesiones

tuberculosas.

2.4. Comparacién de los resultados inmunoldgicos y microbiolégicos.

Para la comparacién de los resultados inmunoldgicos y bacterioldgicos
incluimos los resultados de un total de 81 cabras. En este estudio consideramos el
cultivo microbiolégico como la prueba de referencia para la determinacién del estado
real de los animales, considerando a un animal infectado con tuberculosis o
paratuberculosis cuando se aisla M. bovis o M.a.paratuberculosis de las muestras

bioldgicas.
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En la tabla 28 detallamos los resultados obtenidos mediante la prueba de y-IFN,
Parachek y cultivo microbiolégico en muestras biolégicas procedentes de las 81 cabras
del Guadarrama dependiendo del estado sanitario. Mediante las técnicas de
inmunidad celular (bovigam) y humoral (parachek) dividimos los animales

dependiendo de la clasificacién tedrica en funcién de los resultados obtenidos:
e tuberculosos: y-IFN bovino positivo;
e paratuberculosos: y-IFN aviar y parachek positivo o parachek positivo;
¢ infeccion mixta: y-IFN bovino y parachek positivo; y
e libres: cuando todos los resultados son negativos.

Sin embargo, mediante cultivo microbiolégico dependiendo del aislamiento que

se obtiene clasificamos los animales en:
e tuberculosos: aislamiento de M. bovis;
e paratuberculosos: aislamiento de M.a.paratuberculosis,

e infeccion mixta: aislamiento de M. bovis y M.a.paratuberculosis en un

mismo animal; y

e libres: cuando no se aisla ninguna bacteria de las muestras bioldgicas

analizadas.

Tabla 28. Resultados inmunoldgicos y microbiolégicos de las 81 cabras de Guadarrama en
funcién del estado sanitario.

Resultados cultivo

Estado Resultados y-IFN y Parachek Estado microbiolégico
sanitario sanitario . &
y-IFN bov  y-IFNav  Pchek  Natotal M. bovis M.a.p Nototal
Tbc + - - 8 Tbc + - 19
- + + 11 Ptb - + 18
Ptb - - + 33 Mixta + + 6
Mixta + - + 15 Libre - - 38
Libre - - - 14 aNumero de animales.

Con las pruebas de inmunidad celular y humoral obtuvimos 67 animales
positivos y 14 negativos, mientras que mediante cultivo microbiolégico aislamos M.

bovis en 25 cabras (30,9%) y M.a.paratuberculosis en 24 (29,6%). En seis de estas cabras se
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identificaron M. bovis y M.a.paratuberculosis en un mismo animal. En la tabla 29

comparamos los resultados inmunolégicos y bacteriolégicos obtenidos.

La prueba de parachek (incluyendo los animales positivos a la prueba de
parachek y los animales con resultados positivos de y-IFN aviar y parachek) detecté un
total de 44 animales positivos mientras que de estas muestras biolégicas se aisl6
M.a.paratuberculosis y M. bovis en 20 y 9 cabras respectivamente. Estos resultados
indican por una lado la sensibilidad de la técnica de parachek considerando el cultivo
microbiolégico como técnica de referencia (45,45%), y por otro lado pone de manifiesto
que animales infectados con tuberculosis o con una infecciéon mixta de tuberculosis y
paratuberculosis no reaccionan a la prueba de y-IFN bovina dando lugar a la aparicién

de falsos positivos a paratuberculosis.

Tabla 29. Comparaciéon de los resultados obtenidos con las pruebas de y-IFN,
Parachek y cultivo microbiolégico.

Resultados y-IFN y Parachek Resultados de cultivo microbioldgico
Positivos
y-IFN bov  y-IFN av  Pchek N total M. bovis  M.a.p M. bovis  Negativos
+ M.a.p
+ - - 8 4 1 0 3
- + + 11 1 4 0 6
- - + 33 4 12 4 13
+ - + 15 8 0 2 5
- - - 14 2 1 0 11
Total 81 19 18 6 38

aNumero de animales.

Para facilitar la compresion de los resultados, en la figura 22 representamos
esquematicamente los resultados de cultivo bacteriolégico en funcién de las pruebas
inmunolégicas realizadas. De las 8 cabras con resultado positivo de y-IFN bovino
aislamos M. bovis en 4 animales (50%) y en un animal se aislé M.a.paratuberculosis. En
este dltimo caso, se trata de un falso positivo a IFN bovino ya que el cultivo
microbiolégico pone de manifiesto que este animal estaba infectado realmente con
M.a.paratuberculosis. Esto demuestra que la paratuberculosis puede interferir en los
resultados inmunolégicos de la tuberculosis cuando se muestrean explotaciones que

presentan infecciones duales con ambas enfermedades.
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8 I[FNbov+: 5C+ 44 IFNav/Pchek+: 25C+ 15 [FNbov/Pchek+: 10C+ 14 Negativos: 3C+

(D@ DD

M. bovis M.a.paratuberculosis

Figura 22. Numero de animales positivos al cultivo microbiolégico (C+). En color
naranja se representa el nimero de animales positivos a M. bovis y en azul a
M.a.paratuberculosis. La confluencia de los dos circulos indica el nimero de animales
con infeccién mixta.

En el caso de infecciones mixtas por tuberculosis y paratuberculosis (15 cabras
positivas a y-IFN bovino y parachek) obtuvimos un resultado positivo mediante cultivo
microbiolégico en un 66,7% (n=10), aunque Gnicamente en un 13,3% se confirmé la
presencia de ambas enfermedades (n=2). Como ya hemos mencionado anteriormente,
la presencia de ambas enfermedades interfiere en los resultados inmunolégicos, ya que
en este caso, la infeccion por M. bovis dio un resultado positivo también en la prueba de

parachek.

Por altimo, de las 14 cabras negativas a todas las pruebas inmunolégicas, dos
dieron un resultado positivo mediante cultivo microbiolégico de tuberculosis y una a

paratuberculosis.

Cabe destacar que de las 67 cabras positivas mediante las técnicas
inmunolégicas de bovigam y parachek, solo en un 59,7% de los animales hemos
obtenido resultados positivos mediante las técnicas microbioldgicas (n=40). La
disminucién en la viabilidad de las bacterias tras un periodo de congelacién previo al
procesado microbiolégico o la fase de descontaminacion durante el protocolo de
cultivo bacteriolégico pueden explicar la falta de aislamiento en las 27 muestras
restantes. Diecinueve se corresponden con animales positivos a la prueba de parachek
y negativos al cultivo, este hecho podria deberse a la utilizacién de medios sélidos no
adecuados en la primera fase de cultivo de paratuberculosis, asi como a la existencia de
aislados de M.a.paratuberculosis del grupo ovino que como ya hemos explicado

anteriormente son muy dificiles de aislar.
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En resumen, la interpretacion de los resultados inmunolégicos debe de ser muy
cuidadosa debido a que existen interferencias entre ambas enfermedades, es decir
animales con paratuberculosis dan reacciones positivas frente a y-IFN bovino y
viceversa, animales tuberculosos son positivos a la prueba de parachek. Por eso en
todas las ocasiones es muy importante realizar estudios microbiolégicos para conocer
el estado real de los animales de la explotacién y aplicar medidas correctoras en todos

los casos.

2.5. Técnica FP (FastDNA Spin Kit for Soil).

En la tabla 30 agrupamos las 94 muestras analizadas mediante esta técnica en
funcién de los resultados bacteriolégicos, tinciéon de Ziehl-Neelsen y presencia de
lesiones macroscopicas compatibles con la paratuberculosis. Dieciocho de los treinta
animales positivos al cultivo bacteriolégico presentaban signos de paratuberculosis a
nivel intestinal ya sea por la presencia de una tincién ZN positiva y/o lesiones
macroscopicas compatibles con la paratuberculosis. De las 64 muestras negativas al
cultivo, 43 fueron también negativas al examen micro y macroscopico, mientras que 21

fueron positivas a una o ambas pruebas.

Tabla 30. Clasificacion de las 94 muestras analizadas mediante la
técnica de FastPrep (FP).

Cultivo bacterioldgico Tincién ZN y/o lesion Namero total
. Positiva 18
Posit =30
ositivo (n=30) Negativa 12
. _ Positiva 21
Negativo (n=64) Negativa 3

De las 94 muestras analizadas con la técnica de FP, treinta y una fueron
positivas a M.a.paratuberculosis mediante una IS900-PCR a partir del ADN extraido. En
la tabla 31 presentamos los resultados de las muestras positivas al FP dependiendo de
dos criterios diagnésticos: 1) cultivo bacteriolégico, y 2) lesiones macroscépicas
compatibles con la paratuberculosis y/o tincién de Ziehl-Neelsen. Todas las muestras
positivas mediante el protocolo de FP, excepto 4, fueron positivas como minimo a uno

de estos dos criterios, siendo quince positivas a ambos.
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Tabla 31. Clasificacién de las 31 muestras positivas al protocolo
de FP dependiendo de los resultados de cultivo, lesiones
macroscopicas y/o tincion de Ziehl-Neelsen.

Cultivo
Total
Positivo  Negativo o
Tincién y/o Lesion Positiva 15 7 22
Negativa 5 4 9
Total 20 21 31

De las 30 muestras positivas mediante cultivo microbiolégico identificamos 20
con el protocolo de FP (66,7%). Combinando los resultados mediante las dos fases de
cultivo microbiolégico (n=30) y la técnica de FP (n=31), el nimero de cabras positivas a
paratuberculosis asciende a 41, 20 positivas a ambas pruebas, 10 solo a cultivo y 11 solo

a FP (tabla 32).

Tabla 32. Comparacioén de los resultados de cultivo y FastPrep
obtenidos en las 94 cabras del Guadarrama.
Cultivo microbiolégico

Total
Positivo Negativo o
Positivo 20 11 31

FastP
TP Negativo 10 53 63
Total 30 64 94

Analizando los resultados de las 94 cabras del
C(30) FP (31)
Guadarrama en funciéon de los resultados obtenidos

mediante el cultivo bacteriolégico (C), tincion de Zielh- A

Neelsen y/o presencia de lesiones compatibles con la A@a

paratuberculosis (LT) y la técnica de FP (FP), 46 de las v

muestras fueron negativas a estos tres criterios, mientras LT (39)

que las 55 muestras restantes fueron positivas como

Figura 23. Distribucion
de las 55 muestras
las distintas combinaciones de las 55 muestras positivas positivas a cultivo (C),
FastPrep (EFP) y

presencia de lesiones
empleadas (30 positivas al cultivo, 31 positivas al FP y 39 y/o tincion de ZN (LT).

minimo a uno de ellos. En la figura 23 podemos observar

en funciéon de las distintas pruebas diagndsticas

con presencia de lesiones y/o tincion de ZN positiva).

Quince de las muestras fueron positivas a los tres criterios, mientras que de las

11 muestras identificadas como positivas por la técnica de FP y no mediante cultivo,
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siete presentaban lesiones compatibles con la paratuberculosis y/o tincion de Ziehl-

Neelsen positiva.

Las 11 muestras positivas al protocolo de FP y negativas al cultivo
microbiol6gico son de cabras de 9 ganaderias distintas (G7, G10, G16, G18, G20, G22,
G24, G25 y G28). En todas estas explotaciones, excepto en las G16 y G20, habiamos
identificado M.a.paratuberculosis en otros animales. En la tabla 31 podemos observar las
referencias de las muestras positivas en las 7 ganaderias y la clasificacion de los
aislados de M.a.paratuberculosis en grupo ovino y bovino mediante el protocolo de
IS1311PCR-REA. De los 12 aislados de M.a.paratuberculosis, 9 pertenecian al grupo
ovino que son muy dificiles de aislar en el laboratorio. Este hecho, podria explicar la
identificacion de estas muestras como positivas mediante FastPrep y no mediante
cultivo. Por lo tanto, pone de manifiesto la importancia del empleo de este tipo de
técnicas moleculares en combinacién con el cultivo microbiolégico para el diagndstico
de la paratuberculosis sobre todo cuando se trabaja con explotaciones que presentan

aislados de M.a.paratuberculosis del tipo ovino.

Tabla 31. Clasificacion de los aislados de M.a.paratuberculosis de las
ganaderias donde identificamos muestras positivas al protocolo de FP
y negativas al cultivo microbiolégico.

Codigo

. Referencia aislado Clasificacion? (N)
ganaderia
cy CAMS5S, Grupo ovino (1),
CAM74 grupo bovino (1)
G10 CAM34 Grupo ovino (1)
GI18 CAM7 Grupo bovino (1)
G22 CAM?78, CAM79, CAMS80, CAMS81 Grupo ovino (4)
G24 CAM37 Grupo bovino (1)
G25 CAMS86, CAMS87 Grupo ovino (2)
G28 CAMS Grupo ovino (1)

a (lasificaciéon de los aislados de M.a.paratuberculosis en grupo ovino y bovino
mediante la técnica de IS1311PCR-REA.

En resumen, si combinamos los resultados obtenidos con el protocolo de cultivo
microbiolégico y la técnica molecular de FP en las 101 cabras del Guadarrama, el
porcentaje de animales positivos asciende de 29,7% mediante cultivo a 40,6 % mediante
cultivo y FP. En la tabla 32 detallamos la clasificacién de las ganaderias dependiendo
de las técnicas diagnodsticas empleadas (cultivo microbiolégico y/o protocolo de FP).

Como observamos la aplicaciéon de una segunda técnica complementaria en el
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diagnoéstico ha identificado dos ganaderfas mas con paratuberculosis (G16 y G20)

aumentando de esta forma el niimero de ganaderias con paratuberculosis a un 50%.

Tabla 32. Clasificaciéon de las ganaderias dependiendo de las técnicas de
diagnostico empleadas.

Clasificacién de la Na de ganaderias con N2 de ganaderias con resultados
ganaderia resultados de cultivo (%) de cultivo y FP (%)

Paratuberculosis 12 (42,9) 14 (50)

Tuberculosis 3(10,7) 3 (10,7)

Mixta 6 (21,4) 6 (21,4)

Libres 7 (25) 5 (17,9)

aNumero de animales.

Como acabamos de mencionar, en funcion de los resultados de cultivo
clasificamos a las ganaderias en cuatro grupos (paratuberculosis, tuberculosis, mixta y
libre). Los 11 animales identificados como positivos mediante FP pero no por cultivo se
han distribuido de la siguiente forma en las distintas categorias: 8 animales en seis
ganaderias con paratuberculosis, 1 animal en una ganaderia mixta y dos animales en
dos ganaderias libres. Como rutina de laboratorio en el momento del estudio, una vez
finalizada la técnica de FP realizdbamos una PCR de identificaciéon dirigida a la
secuencia especifica de M.a.paratuberculosis 1S900 y por lo tanto no sabemos a que
grupo (bovino u ovino) pertenecen estos dos aislados. Debido a la frecuencia de
aislamiento en las cabras de este estudio de aislados incluidos en el grupo ovino, no
seria de extrafiar que estos dos aislados también pertenecieran a este grupo y por eso
no aislamos nada mediante cultivo. Para evitar estos problemas, actualmente en
nuestro laboratorio cuando aplicamos el protocolo de FP cada vez que una muestra
sale positiva a las secuencias especificas de M.a.paratuberculosis (IS900 y £57) realizamos
una PCR que nos distingue entre estos dos grupos de M.a.paratuberculosis (Collins et al.,

2002).

181



Estudio de Paratuberculosis y Tuberculosis en la Cabra del Guadarrama

2.6. Caracterizacién molecular.
2.6.1. Caracterizacion molecular de aislados de M.a.paratuberculosis.

a. IS1311PCR-REA.

Realizamos el protocolo de ISI311PCR-REA en los 30 aislados de
M.a.paratuberculosis que aislamos en las dos fases de cultivo bacterioldgico. Esta técnica
de tipificacion clasificé los aislados en dos grandes grupos, el grupo bovino (cattle
group, C) y el grupo ovino (sheep group, S). El primer grupo estd formado por 12
aislados de M.a.paratuberculosis mientras que en el grupo ovino incluimos un total de

18 aislados.

En nuestro caso, la mayoria de los aislados de M.a.paratuberculosis incluidos en

el grupo ovino se caracterizan por las siguientes caracteristicas:

- Crecimiento en el medio de cultivo sélido Lowenstein-Jensen. De los 18
aislados, identificamos 3 en la primera fase de cultivo en el medio sélido de
Middlebrook 7H11 (M), 13 en la segunda fase de cultivo principalmente en
el medio de Lowenstein-Jensen (10 L], 2 M y 1 HEYMm-PS) y 2 en las dos
fases de cultivo, aislandose de M y HEYMm-PS en la primera y la segunda

fase respectivamente.

- Largo periodo de incubacién. Mientras que el periodo de crecimiento de los
aislados del grupo C era entre un mes y medio y tres meses, en el caso de
los aislados del grupo S, obtuvimos crecimientos a partir del mes y medio
de incubacién, pero en algunas ocasiones tuvimos que esperar hasta 6 meses

para obtener colonias sospechosas de M.a.paratuberculosis.

- Dificultad en resiembras. Una vez obtenido el cultivo primario, realizamos
resiembras en medio de cultivo sélido para realizar las técnicas de
caracterizaciéon molecular de campo pulsado (PFGE) e IS900-RFLP, y
también para conservar el aislado de M.a.paratuberculosis en nuestra
bacterioteca. Los aislados incluidos en el grupo S no crecian en las
resiembras, o lo hacian en muy baja concentracién no suficiente para la

realizacion de las técnicas de tipificacion.
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b. PFGE e IS900-RFLP.

Debido principalmente a los dos tltimos puntos descritos en los aislados de
M.a.paratuberculosis del grupo ovino, solo tipificamos mediante estas dos técnicas a 9
aislados mediante PFGE e IS900-RFLP. Dos de los aislados de M.a.paratuberculosis
tipificados pertenecen al grupo ovino (Robledo de Chavela, G6). Mediante PFGE e
IS900-RFLP identificamos cuatro ([2-1], [15-1], [17-1] y [16-11]) y dos ([C1-1] y [I5-7])
perfiles multiples distintos respectivamente. En la tabla 33 detallamos los perfiles
multiples obtenidos, pero la discusion e interpretacién de los resultados la haremos en
el estudio epidemiolégico de la paratuberculosis en cabras (pagina 200) donde
incluimos estos aislados ademds de otros identificados en otras localizaciones

geograficas.

Tabla 33. Perfiles multiples de PFGE e IS900-RFLP.

Localizacion G2 Np Perflll)fr:glétlple Pigf;})g_l ;gi%le

Becerril de la Sierra G9 1 [17-1] [C1-1]
Chapineria Gl 2 [17-1] [C1-1]
Colmenar Viejo G2 2 [2-1] [C1-1]
Navas del Rey G8 1 [15-1] [C1-1]

Robledo de Chavela G6 2 [16-11] [Ncd-Npd]
Villa del Prado G118 1 [15-1] [C1-1]

aCodigo de ganaderia.

bNumero de aislados de M.a.paratuberculosis.

2.6.2. Caracterizacion molecular de aislados de M. bovis.

Tipificamos los 26 aislados de M. bovis mediante DVR-spoligotyping y obtuvimos
un total de 4 perfiles de spoligo distintos: spc-1 (n=10), spc-3 (n=5), spc-12 (n=1) y spb-
7 (n=10). Tres de los perfiles presentaban las caracteristicas tipicas de los aislados de M.
caprae, mientras que el cuarto era un perfil del grupo bovino (M. bovis). En las
ganaderias que se han tipificado mas de un aislado de M. bovis observamos que no
todos los aislados de una misma ganaderia comparten el mismo perfil de spoligo (G1:
spc-1 y spc-12, y G17 y G21: spc-1 y spb-7). En la tabla 34 detallamos la localizacién
geografica de los perfiles de spoligo identificados en las 9 ganaderias de 7 localidades

distintas de la Comunidad de Madrid.
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Tabla 34. Perfiles de spoligo y distribucion geogréfica de los aislados de M. bovis.

Localizacion G2 NP Perfl! de Distribucion geografica de los perfiles
spoligo
Becerril dela Sierra  G7 6 spc-1 Perfil spoligo
Chapineria c1 ! spe-12 spc-1
2 spe-1 spc-3
G5 5 Spb-7 ® spc-12
c17 1 spb-7 = spb-7
Hoyo de Manzanares 1 spe-1
1 spc-1
G 5 o
Navas del Rey Gll 2 spc-3
Pelayos dela Presa G19 2 spb-7
Quijorna G112 2 spc-3
Zarzalejo G13 1 spc-3
aCodigo de ganaderia.

bNumero de aislados de M. bovis tipificados.

La localidad donde se han estudiado un mayor nimero de ganaderias es Hoyo
de Manzanares, y en esta region los perfiles de spoligo identificados (spc-1 y spb-7) se
comparten entre las distintas ganaderias. Esto destaca la importancia de identificar las
ganaderias positivas para evitar la reposiciéon de animales a partir de explotaciones de

las que se desconoce el estado sanitario.

En resumen, este estudio de prevalencia de tuberculosis y paratuberculosis en
la cabra del Guadarrama de la Comunidad de Madrid, ha puesto de manifiesto que
ambas enfermedades estdn presentes en nuestra Comunidad y por lo tanto hay que
aplicar sistemas de control para la erradicacion de las mismas de nuestra ganaderia
caprina. Un 75% de las explotaciones muestreadas tenian paratuberculosis, esto hizo
que pusiésemos en marcha un programa piloto de control de la misma en una
explotacion caprina (pagina 213) para posteriormente poderlo aplicar de forma
rutinaria en otras explotaciones para de esta forma eliminar estas enfermedades

crénicas que ocasionan elevadas pérdidas econdmicas de nuestra ganaderia.
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II. CARACTERIZACION MOLECULAR DE AISLADOS DE M.a.paratuberculosis.

La aplicacion de técnicas de caracterizacion molecular es muy importante en la
epidemiologia de una enfermedad ya que el estudio genético de los aislados permite
establecer la variabilidad genética de los mismos, la existencia de aislados especificos
de cada especie animal o localizacién geogréfica, asi como establecer los reservorios de
la enfermedad. Ademés de realizar una caracterizacién molecular es muy importante
combinar esta informacion con los datos obtenidos mediante una investigacion

epidemioldgica tradicional.

El objetivo de este estudio fue la caracterizacion molecular de aislados de
M.a.paratuberculosis mediante las técnicas de electroforesis en campo pulsado (PFGE),
analisis de polimorfismos genéticos (IS900-RFLP) y restriccion enzimética de los
productos amplificados mediante PCR de la secuencia de insercion IS1311 (IS1311PCR-
REA), para comparar su capacidad de discriminacién, asi como para determinar la
variabilidad genética de los aislados de M.a.paratuberculosis de distintas especies
animales y localizaciones geograficas. Especificamente este trabajo tenia los siguientes

objetivos:
1. Estudio de los aislados ovinos pigmentados de M.a.paratuberculosis;
2. Estudio epidemiolégico de la infeccién por M.a.paratuberculosis en cabras;

3. Importancia de los animales salvajes en la epidemiologia de Ia

paratuberculosis;

4. Analisis de los perfiles multiples de PFGE identificados en los aislados de

M.a.paratuberculosis; y

5. Evaluaciéon de las técnicas moleculares para la caracterizaciéon de aislados de

M.a.paratuberculosis.

La identificacién de todos los aislados la realizamos mediante las caracteristicas
de cultivo, su dependencia a la micobactina en el aislamiento primario, tincién de
Ziehl-Neelsen e IS900-PCR de las colonias. Este trabajo de tipificacién molecular de los

aislados de M.a.paratuberculosis lo realizamos dentro de un estudio de colaboracion

185



Caracterizacion Molecular de M.a.paratuberculosis

entre el Departamento de Sanidad Animal de la Facultad de Veterinaria de Madrid y el

Instituto de Investigacion Moredun de Edimburgo (Moredun Research Institute, MRI).

1. MATERIAL Y METODOS.

1.1. Muestras analizadas.

En este estudio analizamos un total de 136 aislados de M.a.paratuberculosis, 131
no pigmentados y 5 pigmentados. Todos los aislados pigmentados analizados (n=5)
eran de origen ovino, cuatro de Escocia (Reino Unido) y uno de las Islas Feroe
(Dinamarca). En cuanto a los aislados de M.a.paratuberculosis no pigmentados, 102 eran
de rumiantes domésticos y 29 de animales salvajes. El grupo de rumiantes domésticos
estaba formado por 40 vacas, 44 cabras y 18 ovejas. En este grupo se incluyen las cepas
de referencia ATCC19698 y NCTC8578, y 13 aislados de leche cruda y pasteurizada
bovina. Estos aislados de leche pertenecen a un estudio de la incidencia de
M.a.paratuberculosis en muestras bovinas de leche de tanque y pasteurizada en el Reino
Unido (Grant et al., 2002a). Este estudio de caracterizaciéon molecular se llevé a cabo
tanto con aislados a partir de muestras de leche (n=13) como del laboratorio de
diagndstico (n=4) para confirmar que los aislados de M.a.paratuberculosis de la leche no
se debian a una contaminaciéon en el laboratorio con aislados clinicos de
M.a.paratuberculosis. Los aislados de animales salvajes no rumiantes incluidos en este
estudio (17 conejos, 2 armifios, 2 zorros, 1 comadreja, 1 ciervo, 1 cuervo, 1 grajo, 1
liebre, 1 rata, 1 raton de campo y 1 tejon) procedieron de un trabajo realizado en

Escocia en el afio 2001 (Beard et al., 2001a).

Los aislados analizados eran de distintas areas geogréficas de Escocia,
Inglaterra, Norte de Irlanda, Dinamarca, Noruega y Espafa (tabla 35). Aunque la
mayoria de los aislados (n=93) procedian de distintos condados de Escocia
(Aberdeenshire, Angus, Borders, Highland, Midlothian, Perth & Kinross, Shetland y
Strathclyde) e Inglaterra (Isla de Wight, Lancashire, Oxfordshire, Shropshire,
Staffordshire, Wiltshire y Worcestershire).
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Tabla. 35. Localizacion geografica y especie animal de los aislados analizados mediante
PFGE.

Especie animal Localizacion geografica (N2) N

Escocia (25), Inglaterra (7), Norte de

Bovina Irlanda (5), Dinamarca (1), Desconocida (2) 40
Rumiantes
domeésticos No pigmentada Escocia (17), Desconocida (1) 18
Ovina
Pigmentada Escocia (4), Dinamarca (1) 5
Caprina Espaiia (30), Escocia (11), Noruega (3) 44
Ciervo Inglaterra 1
Armifio (Mustela erminea) Escocia 2
Comadreja (Mustela nivalis) Escocia 1
Conejo (Oryctolagus cuniculus) Escocia 17
. Cuervo (Corvus corone) Escocia 1
Animales . . .
. Grajo (Corvus frugilegus) Escocia 1
salvajes . .
Liebre (Lepus europaeus) Escocia 1
Rata (Rattus norvegicus) Escocia 1
Ratén de campo (Apodemus sylvaticus) Escocia 1
Tejon (Meles meles) Escocia 1
Zorro (Vulpes vulpes) Escocia 2

aNumero de muestras analizadas.

Los 30 aislados de cabra de Espafa eran de las regiones de Madrid (n=10),
Toledo (n=19) y Ciudad Real (n=1). De los 19 aislados de M.a.paratuberculosis de
Toledo, 18 pertenecian a una misma explotaciéon caprina (T1) muestreada en dos
periodos de tiempo (1997 y 1999). En el primer periodo analizamos 26 muestras
tisulares y en el segundo 109 muestras de heces. En este estudio incluimos 5 y 13
aislados de M.a.paratuberculosis obtenidos en el primer y segundo periodo
respectivamente. También incluimos otro aislado de una explotaciéon no relacionada
(T2). Nueve de los 10 aislados de la Comunidad de Madrid corresponden a las
ganaderias G1 (n=2), G2 (n=2), G6 (n=2), G8 (n=1), G9 (n=1) y G18 (n=1) del estudio de
paratuberculosis y tuberculosis en cabras del Guadarrama de la Comunidad de
Madrid (pagina 149). El décimo aislado pertenece a una muestra de una cabra con
sintomatologia clinica de paratuberculosis del Hospital Clinico Veterinario de la
Facultad de Veterinaria (M1). De Ciudad Real s6lo procesamos un aislado de heces

(CR1).

En este estudio tipificamos los 136 aislados de M.a.paratuberculosis mediante la
técnica de PFGE e IS1311PCR-REA. Sin embargo, en base a los resultados obtenidos
mediante la técnica de campo pulsado tipificamos un nimero representativo de

aislados con el protocolo de IS900-RFLP (n=62).
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1.2. Protocolo de PFGE.

Con la identificacion de nuevos perfiles de PFGE tuvimos que modificar
ligeramente las condiciones electroforéticas descritas en el apartado de puesta a punto
de la técnica de PFGE (péagina 135). En los geles de PFGE con la enzima de restriccién
SnaBl aumentamos el tiempo a 40 horas en un gel vertical en vez de 23 horas en un gel
horizontal. Gracias a esta modificacién conseguimos separar las bandas muy préximas
entre si permitiendo al mismo tiempo una mejor interpretacion de los fragmentos de

bajo peso molecular y por lo tanto, la descripcion de nuevos polimorfismos.

El pulso final de los geles de Spel lo modificamos de 35,38 a 26,29 segundos ya
que de esta forma separamos los fragmentos del ADN en un rango de 30 a 300 kb
revelando polimorfismos en los perfiles de PFGE especialmente cuando se aplica en
aislados de origen caprino. En la tabla 36 detallamos las condiciones electroforéticas
Optimas para la caracterizacion molecular de aislados de M.a.paratuberculosis con la

técnica de campo pulsado.

Tabla 36. Condiciones electroforéticas para las enzimas de
restriccion empleadas en PFGE.

Enzima de . Tamafio peso Pulso (seg.)
restriccion Tiempo (h) molecular (kb) inicial final
Spel 23 30-300 2,16 26,29
SnaBI 40 50-300 6,75 26,29

1.3. Analisis de los perfiles multiples de PFGE.

Las imagenes electrénicas de los geles de campo pulsado las analizamos con el
programa informatico Image Master 3.0 (Amersham Biosciencies Ltd.,,
Buckinghamshire, Reino Unido), que calcula el peso molecular especifico de cada
banda de los perfiles de PFGE. Posteriormente, elaboramos una matriz de los perfiles
multiples de PFGE con las enzimas SnaBl y Spel representado la presencia (0) o
ausencia (1) de bandas. Para establecer la distancia genética, la matriz obtenida la
analizamos mediante el programa informético SSPS 11.0 (SSPS Inc., Illinois, EEUU)
utilizando el algoritmo UPGA (método de agrupamiento de pares con la media

aritmética no ponderada).
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1.4. Protocolos de IS900-RFLP e 1S1311PCR-REA.

Los protocolos de IS900-RFLP e IS1311PCR-REA empleados son los que
detallamos en el apartado de puesta a punto de la metodologia, en las paginas 139 y

144 respectivamente.

1.5. Amplificacion mediante PCR de tres fragmentos identificados con la técnica de

Analisis de Diferencias Representativas (RDA-PCR).

Los iniciadores empleados fueron los descritos por Dohmann et al. (Dohmann
et al., 2003) para la amplificacion de tres fragmentos identificados mediante la técnica
de Andlisis de Diferencias Representativas (Representational Difference Analysis, RDA):

pig-RDA10, pig-RDA20 y pig-RDA30 (tabla 37).

Tabla 37. Oligonucleétidos y tamafio esperado del producto amplificado de los
fragmentos pig-RDA10, pig-RDA20 y pig-RDA30.

Fragmento RDA Secuencia oligonucleétidos (5'—3’) Tamaiio (p.b.)
p19: TAG CGG TCC CGC AGT TTG GC

pig-RDAL0 p20: TCA AGC CGA ACG AGG TGG TCG 218
- p21: TCG TCC CGT CCC GAT GCT GT

pig-RDA20 p22: TGA GTC CTG TCG TGC ATG CG 147

hig-RDA30 p23: TGA AGA GCC CGG ACA AGG GG 489

p24: TAG GTC TCA GTG GTC CAC CAG C

Los componentes para una reaccién de PCR, en un volumen total de 20 pl,
fueron 2,5 pl de tampoén 10X, 2,5 ul de ambos iniciadores a una concentracién de 5
pmol/pl, 0,2 pl de la enzima Taq polimerasa (5U/pl) y 2 ul ANTP’s 2,5 mM cada uno,
en 10,3 pl de agua ultrapura estéril. Cubrimos cada tubo con 20 pl de aceite mineral y
lo conservamos a -20°C hasta el momento de su utilizacién. Al volumen final de 20 ul
inoculamos 5 pl de una suspension bacteriana hervida, llevando a cabo las reacciones
en un termociclador PTC-100. Utilizamos los siguientes ciclos de temperatura:
desnaturalizacion a 94°C durante 3 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacién
a 94°C durante 30 segundos, hibridacion a 61°C durante 30 segundos y elongacion a
72°C durante 40 segundos, terminando con una elongacion final a 72°C durante 10
minutos. A continuacién conservamos los tubos de PCR a 4°C. Para cada lote de tubos

de PCR preparados comprobdbamos su perfecto funcionamiento inoculando un
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control positivo (aislado pigmentado ovino de M.a.paratuberculosis, referencia M189) y

un control negativo (agua ultrapura estéril).
2. RESULTADOS.
2.1. Electroforesis en campo pulsado (PFGE).

2.1.1. Aislados no pigmentados bovinos, ovinos y de animales salvajes.

En la caracterizacion molecular de los 87 aislados no pigmentados de
M.a.paratuberculosis a partir de ganado vacuno, ovino y animales salvajes, identificamos
8 perfiles distintos de PFGE con la enzima SnaBl, a los que asignamos ntiimeros del 1 al
8 siendo la cepa de referencia ATCC19698 el perfil nimero 1 (figura 24). Cuando
tipificamos estos mismos aislados con la enzima de restriccion Spel identificamos 6
perfiles de PFGE asignando también el perfil namero 1 a la cepa ATCC19698 (figura
24). Como podemos observar en las figuras, aplicando las condiciones electroforéticas
especificadas para cada enzima de restriccion los polimorfismos obtenidos fueron

facilmente interpretables.

La combinaciéon de los resultados obtenidos con las enzimas SnaBl y Spel
originé un total de 13 perfiles maltiples de PFGE ([1-1], [2-1], [2-2], [3-1], [3-2], [3-3], [4-
6], [5-1], [5-2], [6-5], [7-1], [7-5] y [8-4]) (tabla 38). La cepa de referencia ATCC19698
tiene el perfil maltiple de PFGE [1-1] y la cepa NCTC8578 el [6-5]. Aproximadamente el
66% de los aislados de M.a.paratuberculosis procedentes de especies animales tanto
domeésticas como salvajes tienen el perfil maltiple [2-1]. Ademas, este perfil maltiple de
PFGE lo identificamos en todas las localizaciones geograficas estudiadas (Escocia,

Inglaterra, Norte de Irlanda y Dinamarca).

Los resultados del estudio de aislados procedentes de leche puso de manifiesto
que no existia contaminacién con muestras del propio laboratorio de diagnoéstico ya
que identificamos tres perfiles multiples en las muestras de leche ([4-6], [7-5] y [8-4])
que no coincidian con los de los aislados de M.a.paratuberculosis de laboratorio ([2-1] y

[7-1]).
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Figura 24. Perfiles de PFGE de aislados de M.a.paratuberculosis con la
enzima de restriccion SnaBl (foto de la izquierda) y Spel (foto de la
derecha). Los ntimeros en la parte superior de la foto indican el ntimero
de perfil de PFGE. La calle PM contiene el marcador de peso molecular
MidRange II PFG Markers.

2.1.2. Aislados ovinos pigmentados de M.a.paratuberculosis.

Con la caracterizacion molecular de los 5 aislados pigmentados de
M.a.paratuberculosis identificamos 3 perfiles nuevos tanto con la enzima SnaBI (perfiles
9,10y 11, figura 24) como con Spel (perfiles 7, 8 y 9, figura 24), que a su vez originaron
3 perfiles multiples nuevos de PFGE [9-7], [10-8] y [11-9] (tabla 38). Los tres aislados
con perfil multiple [10-8] eran de una misma explotaciéon de Shetland, Escocia. La
referencia M189, perfil multiple [9-7], era de la region de Midlothian en Escocia y el

aislado pigmentado con el perfil [11-9] procedia de las Islas Feroe, Dinamarca.

El patrén del perfil de PEGE obtenido tras la restriccion enzimatica fue distinto
del obtenido con las mismas enzimas en aislados no pigmentados. Concretamente, los
18 aislados ovinos no pigmentados analizados originaron los perfiles multiples de

PFGE [2-1], [2-2], [3-1], [3-3] v [5-2].

En resumen, el namero total de perfiles maltiples de PFGE que obtuvimos con

los aislados pigmentados (n=87) y no pigmentados (n=5) de M.a.paratuberculosis fue de
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16. Para cada perfil maltiple de PFGE asignamos un aislado tipo como podemos

observar en la tabla 38.

Tabla 38. Perfiles multiples obtenidos mediante PFGE en aislados pigmentados y no
pigmentados de M.a.paratuberculosis.

Aislado P’er.fll Especie animal Localizacion geografica
¢ tipo miltiple (ntmero de aislados) Ne (nimero de aislados)
de PFGEP
?;F 6C9§ [1-1] Vaca (2) 2 Escocia (1), desconocida (1)
Vaca (22), oveja (13),
conejo (11), armifio (2),
cuervo (2), zorro (2), Escocia (51), Inglaterra (5),
PIPW [(2-1] ciervo (1), comadreja (1), 58 Dinamarca (1), desconocida (1)
liebre (1), tejon (1), rata (1),
ratén de campo (1)
JD146 [2-2] Oveja (1) 1 Escocia (1)
NP D29 [3-1] Oveja (1) 1 Escocia (1)
R197 [3-2] Conejo (6), vaca (4) 10 Escocia (10)
F76 [3-3] Oveja (1) 1 Escocia (1)
377PS [4-6] Vaca (1) 1 Inglaterra (1)
JD18 [5-1] Vaca (1) 1 Escocia (1)
JD143 [5-2] Oveja (2) 2 Escocia (2)
307R [6-5] Vaca (2) 2 Inglaterra (1), desconocida (1)
808R [7-1] Vaca (5) 5 Irlanda del Norte (4), Escocia (1)
743PSS [7-5] Vaca (2) 2 Escocia (1), Irlanda del Norte (1)
377PW [8-4] Vaca (1) 1 Inglaterra (1)
M189 [9-7] Oveja (1) 1 Escocia (1)
P 231G [10-8] Oveja (3) 3 Escocia (3)
21P [11-9] Oveja (1) 1 Dinamarca (1)

a Clasificacién de aislados en no pigmentados (NP) y pigmentados (P).
b Perfil multiple de PFGE expresado como [SnaBI-Spel].
¢Numero total de aislados.

2.1.3. Aislados caprinos de M.a.paratuberculosis.

Con la caracterizacion molecular de los 44 aislados caprinos de
M.a.paratuberculosis con la enzima de restriccion SnaBl identificamos 11 perfiles
diferentes (figura 25), tres de los cuales (perfiles 1, 2 y 3) los habiamos identificado en
vaca, oveja y animales salvajes, sin embargo los 8 perfiles restantes (perfiles del 12 al
19) fueron nuevos. La enzima Spel agrupé los aislados de M.a.paratuberculosis en 6
perfiles de PFGE (figura 25), de los cuales solo los perfiles 1 y 2 los habiamos
identificado previamente. Al combinar los resultados obtenidos con ambas enzimas
obtuvimos un total de 13 perfiles multiples de PFGE [1-1], [1-12], [2-1], [2-10], [3-2], [13-
1], [12-10], [15-1], [18-1], [14-1], [16-11], [17-1] y [19-13] (tabla 39), tres de los cuales ([1-
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1], [2-1] y [3-2]) habian sido descritos previamente en ganado vacuno, ovino y animales
salvajes (tabla 38). Los perfiles multiples de PFGE identificados en un mayor nimero

de muestras fueron el [13-1] (n=12), el [2-1] (n=7) y el [3-2] (n=6). Los perfiles restantes

se detectaron solo en 4 o menos aislados caprinos.
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Figura 25. Perfiles de PFGE identificados en aislados caprinos de
M.a.paratuberculosis con la enzima de restriccién SnaBI (foto de la izquierda) y
Spel (foto de la derecha). Los niimeros en la parte superior de la foto indican el

numero de perfil de PFGE. La calle PM contiene el marcador de peso molecular
MidRange II PFG Markers.
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Tabla 39. Perfiles multiples de PFGE de los aislados caprinos de M.a.paratuberculosis.

Localizacion geografica (explotacién) Numero de aislados Perfil multiple de PFGE?

Escocia/Espafia (T2-M1)/Noruega 7(3/1-2/1) [2-1]
Escocia 1 [1-1]

Escocia 1 [1-12]

Escocia 6 [3-2]

Noruega 1 [2-10]
Noruega 1 [12-10]

Esparia (T1-CR1) 11-1 [13-1]

Espana (T1) 2 [14-1]

Espania (T1-M2-M3) 2-1-1 [15-1]
Espana (M4) 2 [16-11]

Esparfia (M5-M6-T1) 2-1-1 [17-1]
Espana (11) 2 [18-1]

Espana (M7) 1 [19-13]

aPerfil multiple de PFGE expresado como [SnaBI-Spel].
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2.1.4. Analisis de los perfiles multiples de PFGE.

En la figura 26 observamos el dendrograma obtenido al analizar el nimero
total de perfiles multiples (n=26) tanto de aislados bovinos, ovinos, caprinos y de
animales salvajes. El dendrograma esta formado por tres grupos o tipos significativos;
el denominado Tipo I, formado por los 3 perfiles mdaltiples identificados en los
aislados ovinos pigmentados de M.a.paratuberculosis ([9-7], [10-8] y [11-9]); el Tipo II,
que agrupa 22 perfiles identificados principalmente en aislados no pigmentados de
rumiantes domésticos y animales salvajes; y el Tipo III formado por el perfil maltiple

[16-11] descrito en dos aislados caprinos de Espafia.
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Figura 26. Dendrograma de los 26 perfiles multiples de PFGE obtenidos con
los 136 aislados pigmentados (P) y no pigmentados (NP) de Dinamarca (D),

194 Escocia (E), Espana (Es), Inglaterra (I), Irlanda del Norte (IN), Noruega (N) y
de origen desconocido (ND).
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2.2. Anidlisis de los polimorfismos genéticos dirigido a la secuencia de insercién

1S900 (1S900-RFLP).

2.2.1. Aislados no pigmentados bovinos, ovinos y de animales salvajes.

De los 13 perfiles maltiples identificados en los 87 aislados de
M.a.paratuberculosis seleccionamos un aislado tipo de cada perfil multiple de PFGE y lo
caracterizamos mediante IS900-RFLP. Con estos aislados describimos 5 perfiles
distintos de IS900-RFLP con la enzima BstEIl (figura 27.A). Identificamos 3 perfiles
incluidos en el genovar C o bovino (C1, C5 y C17) descrito por Pavlik et al. (Pavlik et
al., 1999a) y dos perfiles nuevos (Nca y Ncb) incluidos también en ese mismo grupo. La

nomenclatura para los perfiles nuevos de IS900-RFLP es la que estd descrita en la

pagina 144.
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Figura 27. Perfiles de IS900-RFLP con la enzima de restriccién BstEIL
Los ndmeros en la parte superior de la foto indican el namero de
perfil. A. Perfiles de IS900-RFLP de aislados no pigmentados de
M.a.paratuberculosis; B. Perfil de IS900-RFLP obtenido en aislados
ovinos pigmentados de M.a.paratuberculosis; C. Perfiles de IS900-RFLP
obtenidos en aislados caprinos de M.a.paratuberculosis.

Con la enzima de restricciéon Poull identificamos los perfiles 1, 2 y 3 de IS900-
RFLP descritos por Whipple et al. (Whipple et al., 1990) y un perfil nuevo denominado
como Npa (figura 28.A). Al combinar los resultados obtenidos con las enzimas BstEIl y
Poull obtuvimos 5 perfiles multiples de IS900-RFLP ([C1-1], [C5- Npa], [C17-3], [Nca -
1] y [Ncb -2]) (tabla 40).
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Figura 28. Perfiles de IS900-RFLP con la enzima de restricciéon
Poull. Los nimeros en la parte superior de la foto indican el
ndmero de perfil de IS900-RFLP. A. Perfiles de IS900-RFLP de
aislados no pigmentados de M.a.paratuberculosis; B. Perfil de
IS900-RFLP obtenido en aislados ovinos pigmentados de
M.a.paratuberculosis; C. Perfiles de I1S900-RFLP obtenidos en
aislados caprinos de M.a.paratuberculosis.

2.2.2. Aislados ovinos pigmentados de M.a.paratuberculosis.

En este caso tipificamos los 5 aislados ovinos pigmentados de
M.a.paratuberculosis que se correspondian con tres perfiles multiples de PFGE (tabla

40).

Todos los aislados pigmentados ovinos de M.a.paratuberculosis (n=5)
presentaron el mismo perfil de IS900-RFLP tanto para la enzima BstEIl como Pvull
(figuras 27.B y 28.B). El perfil obtenido con la enzima BstEIl (denominado como Ncc)
se parece a los perfiles incluidos en el genovar S u ovino descritos previamente
(Collins et al., 1990; Cousins et al., 2000; Whittington et al., 2000b). El perfil con Poull se
corresponde al perfil 6 descrito por Cousins et al. (Cousins et al., 2000). Por lo tanto el
perfil madaltiple de IS900-RFLP para los aislados ovinos pigmentados de

M.a.paratuberculosis fue [Ncc-6].
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Tabla. 40. Perfiles multiples de PFGE e IS900-RFLP y grupos de IS1311PCR-REA de los
aislados tipo de M.a.paratuberculosis.

Ca  Aislado tipo E;Ii)::;f Origen Geografico IFIS éf]lilb II;;IEII)IC P éISiIS{IEI Ad
ATCC19698 Bovina Desconocido [1-1] [C1-1] C
99PW Bovina Staffordshire, Inglaterra [2-1] [C5-Npa] C
JD146 Ovina Perth & Kinross, Escocia [2-2] [C17-3] C
JD29 Ovina Angus, Escocia [3-1] [C17-3] C
R197 Conejo Perth & Kinross, Escocia [3-2] [C17-3] C
F76 Ovina Perth & Kinross, Escocia [3-3] [C17-3] C
NP 377PS Bovina Shropshire, Inglaterra [4-6] [Nca-1] C
JD18 Bovina Aberdeenshire, Escocia [5-1] [C17-3] C
JD143 Ovina Perth & Kinross, Escocia [5-2] [C17-3] C
307R Bovina Lancashire, Inglaterra [6-5] [C5-Npa] C
808R Bovina Irlanda del Norte [7-1] [C5-Npa] C
743PSS Bovina Midlothian, Escocia [7-5] [C1-1] C
377PW Bovina Shropshire, Inglaterra [8-4] [Ncb-2] C
M189 Ovina Midlothian, Escocia [9-7] [Ncc-6] S
P 213G Ovina Shetland, Escocia [10-8] [Ncc-6] S
21P Ovina Islas Feroe, Dinamarca [11-9] [Ncc-6] S

a Clasificacién de aislados en no pigmentados (NP) y pigmentados (P).
b Perfil multiple de PFGE expresado como [SnaBI-Spel].
¢ Perfil multiple de IS900-RFLP expresado como [BstEII-Poull].
d Clasificacién en grupo bovino (C) y ovino (S).
La combinacién de los perfiles obtenidos con las técnicas de PFGE e 1S900-RFLP

en los 16 aislados tipo de M.a.paratuberculosis resulté en un total de 16 perfiles

maultiples de PEFGE/RFLP (tabla 40).

2.2.3. Aislados caprinos de M.a.paratuberculosis.

Para estudiar aislados de M.a.paratuberculosis con un mismo perfil maltiple de
PFGE decidimos analizar mediante IS900-RFLP todos los aislados caprinos tipificados
con la técnica de PFGE (n=44). Los resultados obtenidos los detallamos en la tabla 41.
Con la enzima de restricciéon BstEIl identificamos cinco perfiles (figura 27.C), cuatro
incluidos en el grupo bovino (C1, C2 y C17) (Pavlik et al., 1999a) y dos perfiles nuevos
(Ncd y Nce). Mientras que el perfil Nce pertenece al grupo bovino (C37), el perfil Ncd
tiene el patrén caracteristico del grupo intermedio (I5). Los perfiles descritos entre
paréntesis fueron solicitados al laboratorio de micobacterias de Brno (Reptiblica Checa)
para su publicacion en una revista cientifica. La restriccion enzimatica con la
endonucleasa Povull origindé 6 perfiles distintos (figura 28.C), tres de los cuales no

habian sido descritos hasta el momento (Npb, Npc y Npd).
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La combinacion de los resultados obtenidos con las dos enzimas de restriccion
dio lugar a 7 perfiles multiples de IS900-RFLP ([C1-1], [C1-2], [C2-Npb], [C2-Npc],
[C17-3], [Nce-Npb] y [Ncd-Npd]) en comparacion con los 13 perfiles obtenidos con la
técnica de PFGE en los mismos aislados de M.a.paratuberculosis. Al combinar los
resultados obtenidos mediante ambas técnicas obtuvimos 15 perfiles multiples de

PFGE/RFLP (tabla 41).

Tabla 41. Perfiles multiples de PFGE e IS900-RFLP y grupos de IS1311 PCR-REA de
los aislados caprinos de M.a.paratuberculosis.

Localizacion geografica Namero de Perfil Perfil IS1311

(explotacién) aislados PFGE? RFLP? PCR-REA¢
Escocia/Espaiia (T2-M1)/Noruega 6(2/1-2/1) [2-1] [C1-1] C
Escocia 1 [1-1] [C1-2] C
Escocia 1 [1-12] [C1-2] C
Escocia 1 [2-1] [C17-3] C
Escocia 6 [3-2] [C17-3] C
Noruega 1 [2-10] [C1-1] C
Noruega 1 [12-10] [C1-1] C
Espafia (T1-CR1) 11-1 [13-1] [C2-Npbf] C
Esparia (T1) 1 [14-1] [C2-Npb] C
Esparia (T1) 1 [14-1] [Nce-Npb] C
Espafia (T1-M2-M3) 2-1-1 [15-1] [C1-1] C
Espafia (M4) 2 [16-11]  [Necd-Npd] S
Esparfia (M5-M6-T1) 2-1-1 [17-1] [C1-1] C
Esparia (T1) 2 [18-1] [C2-Npc] C
Espana (M7) 1 [19-13] [C1-1] C

aPerfil maltiple de PFGE expresado como [SnaBI-Spel].
b Perfil multiple de IS900-RFLP expresado como [BstEII-Poull].
¢Clasificacién de en grupo bovino (C) y ovino (S).
2.3. Restriccion enzimatica de los productos amplificados mediante PCR dirigida a la

secuencia de insercion 1S1311 (IS1311PCR-REA).

En todos los aislados de M.a.paratuberculosis incluidos en este estudio (n=136)
realizamos la restricciéon enzimatica del producto de PCR dirigido a la secuencia de
insercion IS1311 con la enzima de restriccion Hinfl. Los tnicos aislados agrupados en el
genovar ovino o S fueron los 5 aislados ovinos pigmentados de M.a.paratuberculosis y
dos aislados caprinos de Espafia. Ademas, estos siete aislados dieron un resultado
positivo en la PCR descrita por Dohmann et al. (Dohmann et al., 2003) dirigida a tres
secuencias especificas de los aislados de M.a.paratuberculosis del Tipo I (pig-RDA10,

pig-RDA20 y pig-RDA30). El resto de los aislados procedentes de rumiantes
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domeésticos y animales salvajes de distintas localizaciones geograficas se clasificaron

dentro del grupo bovino o C (tablas 40 y 41).
3. DISCUSION.

3.1. Estudio de los aislados ovinos pigmentados de M.a.paratuberculosis.

Los aislados pigmentados de M.a.paratuberculosis se caracterizan principalmente
por una coloracién amarillo-anaranjado de las colonias y lesiones intestinales, un
crecimiento lento y una extremada dificultad en el cultivo. Se han aislado de casos de
paratuberculosis ovina en Inglaterra, Escocia y Marruecos (Benazzi et al., 1996;
Mahmoud et al.,, 2002; Stamp and Watt, 1954; Taylor, 1945). Debido a que se han
descrito principalmente en ganado ovino se considera a estos aislados especificos de
hospedador, aunque también se han aislado de forma esporddica en ganado vacuno
infectado experimentalmente o de forma natural (Ris et al., 1987; Taylor, 1953; Watt,

1954; Whittington et al., 2001b).

Debido a las caracteristicas especiales de estos aislados ovinos pigmentados de
M.a.paratuberculosis, el objetivo de este estudio fue la investigacion genética de estos
aislados para posteriormente comparar sus perfiles tanto de PFGE, IS900-RFLP e

IS1311PCR-REA con aislados de M.a.paratuberculosis de otras especies animales.

Los aislados pigmentados de este estudio dieron perfiles multiples de PFGE ([9-
7], [10-8], [11-9]) e IS900-RFLP ([Ncc-6]) con un patrén diferente del observado en otras
especies animales y el analisis de estos perfiles multiples de PFGE los agrupa en grupo
definido denominado Tipo I. Ademas estos aislados de M.a.paratuberculosis fueron los
Unicos que se agruparon en el genovar ovino (S) mediante I[S1317PCR-REA

exceptuando dos aislados de cabra.

En nuestro estudio analizamos un total de 25 aislados ovinos de
M.a.paratuberculosis, 5 pigmentados y 18 no pigmentados. Estos ultimos mediante
PFGE se clasificaron en 5 perfiles multiples [2-1], [2-2], [3-1], [3-3] y [5-2], habiéndose
identificado el perfil [2-1] también en aislados de vacas, cabras y animales salvajes. Al
realizar el analisis de estos cinco perfiles, todos se incluyeron en el Tipo II. Estos
resultados coinciden con los descritos previamente que agrupaban los aislados que

infectaban a las ovejas en dos grupos, uno que afectaba también a ganado bovino que
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se corresponderfa con los aislados del Tipo II y otro que se caracterizaba por su
pigmentacion y crecimiento lento que se clasificarian como Tipo I (Taylor, 1945; Taylor,
1951). Estos resultados fueron confirmados posteriormente cuando estos aislados con
preferencia de hospedador por las ovejas se incluyeron dentro del genovar ovino o S
mediante IS900-RFLP o IS1311PCR-REA (Bauerfeind et al., 1996; Collins et al., 1990;
Cousins et al., 2000; De Lisle et al., 1992; Whittington et al., 2000b).

3.2. Estudio epidemioldgico de la infeccion por M.a.paratuberculosis en cabras.

La paratuberculosis en ganado caprino cursa principalmente con
adelgazamiento progresivo y disminucion en la producciéon de leche que origina
grandes pérdidas econdmicas en las explotaciones afectadas. La paratuberculosis
caprina se ha descrito en distintos paises (Corpa et al., 2000a; Dimareli-Malli and Sarris,
2001; Gezon et al., 1988; Saxegaard, 1985; Tafti and Rashidi, 2000; Thomas, 1983), y a
pesar de su importancia en la Salud Pablica y Animal no existen muchos estudios

sobre la epidemiologia de la paratuberculosis en esta especie animal.

En 1979 Gunnarsson et al. describieron un aislado de M.a.paratuberculosis
patégeno para el ganado caprino pero con muy baja patogenicidad para el ganado
vacuno y ovino por lo que consideraron este aislado adaptado al hospedador
(Gunnarsson and Fodstad, 1979). Posteriormente en 1990, Saxegaard realiz6 un estudio
donde infecté experimentalmente vacas y cabras con un aislado caprino (Saxegaard,
1990). Las cabras presentaron sintomatologia clinica y los andlisis serolégicos,
histopatolégicos y bacteriologicos fueron positivos, sin embargo en las vacas todos los
resultados fueron negativos excepto el examen bacteriolégico. En este trabajo
Saxegaard también concluyé que este aislado caprino poseia una baja patogenicidad
para vacas, sugiriendo como se ha descrito para aislados caprinos del complejo M.
tuberculosis (Aranaz et al., 1999) que ciertos aislados tienen una preferencia de

hospedador especificamente por cabras (Mycobacterium caprae).

Hasta el momento, se han tipificado un nimero muy reducido de aislados
caprinos mediante restriccion enzimética (REA) y analisis de polimorfismos genéticos
(IS900-RFLP) los cuales detectan una limitada diversidad genética (Bauerfeind et al.,

1996; Collins et al., 1990; Cousins et al., 2000; Pavlik et al., 1995; Thoresen and Olsaker,
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1994; Whipple et al., 1990; Whittington et al., 2000b). En estos siete trabajos de
investigacion se caracterizaron un total de 41 aislados, todos incluidos en el grupo
bovino exceptuando un aislado de Nueva Zelanda que pertenecia al grupo ovino
mediante IS900-RFLP (Collins et al., 1990). Mediante PFGE solo existen un estudio que

incluye tinicamente un aislado caprino de M.a.paratuberculosis (Feizabadi et al., 1997).

El objetivo de este estudio fue la caracterizacion molecular de aislados caprinos
de M.a.paratuberculosis mediante las técnicas de PFGE e IS900-RFLP para comparar su
capacidad de discriminacién, asi como para determinar la variabilidad genética de los
aislados caprinos de M.a.paratuberculosis y su relacion con aislados de otras especies
animales, para de esta forma conocer més la epidemiologia de esta enfermedad en el

ganado caprino.

En los tres paises (Espafia, Escocia y Noruega) se han descrito perfiles nuevos
de PFGE, obteniéndose una gran variabilidad genética entre los aislados caprinos ya
que identificamos 13 perfiles multiples de PFGE, tres de los cuales los habiamos
identificado también en otras especies animales: el perfil [1-1] en una vaca y la cepa de
referencia ATCC19698; el perfil [3-2] en 6 vacas y 4 conejos de Escocia; y el perfil [2-1]
en rumiantes domésticos y animales salvajes. Este dltimo perfil multiple es el mas
comun de todos los descritos hasta el momento ya que lo hemos aislado en un elevado
numero de especies animales y localizaciones geograficas. En concreto, en este estudio
ha sido el tnico perfil que identificamos en los tres paises. Hasta el momento, diez de
estos perfiles multiples se han identificado tnicamente en ganado caprino, aunque es
necesario que se analicen mas aislados de M.a.paratuberculosis de distintas
localizaciones geogréficas para determinar la especificidad de hospedador de estos

perfiles maltiples de PFGE.

En Espafia obtuvimos una elevada variabilidad genética en el rebafio, ya que en
18 aislados de M.a.paratuberculosis de una misma explotaciéon de Toledo (T1)
muestreada en dos periodos distintos identificamos 5 perfiles multiples de PFGE ([13-
1], [14-1], [15-1], [17-1] y [18-1]). En el primer muestreo en 1997 identificamos los
perfiles [13-1] (n=4) y [17-1] (n=1), mientras que en el segundo en 1999 identificamos
los perfiles [13-1] (n=7), [14-1] (n=2), [15-1] (n=2), y [18-1] (n=2). Todos los aislados

presentaron el mismo perfil con la enzima Spel (perfil 1) mientras que la enzima SnaBI
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dividi6 a los aislados en los 5 grupos distintos (perfiles 13, 14, 15, 17 y 18). Este hecho
también lo observamos con los perfiles multiples identificados en los aislados de

M.a.paratuberculosis de Noruega ([2-10] y [12-10]).

Los perfiles de SnaBI se componen de 26-27
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de PFGE.

Tres de los perfiles identificados en esta explotaciéon de Toledo ([13-1], [15-1] y
[17-1]) los identificamos también en aislados de Madrid (M2, M3, M5 y M6) y Ciudad
Real (CR1). En el resto de las explotaciones de Espafia de este estudio (M1, M4 y M5)
solo se inclufan dos aislados de cada una y en todos los casos el perfil identificado en

una misma granja fue idéntico.

Todos los perfiles multiples identificados en aislados procedentes de Escocia
([1-1], [2-1] y [3-2]) excepto el [1-12] los identificamos también en otras especies

animales como ganado bovino, ovino y animales salvajes de Escocia.

Mediante la técnica de IS900-RFLP identificamos perfiles publicados por otros
autores en distintas especies animales: con la endonucleasa BstEII el perfil C2 y C17
que habia sido descrito en ganado vacuno (Pavlik et al., 1999a) y el perfil C1 que habia
sido identificado en ganado caprino y bovino (Collins et al., 1990; Whipple et al., 1990).

Con la enzima de restriccion Poull el perfil 1 descrito previamente en vacas, cabras y
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ovejas, el perfil 2 en ganado bovino y el perfil 3 en ganado caprino y bovino (Whipple
et al., 1990). A su vez, con ambas enzimas de restriccién identificamos perfiles nuevos
como son el perfil Nce y Ncd con BstEIL; y Npb, Npc y Npd con Poull. El patréon del
perfil Nce pertenece al grupo bovino (C37), sin embargo el perfil Ncd se parece al perfil
8 descrito por Cousins et al. en un aislado ovino no pigmentado de Sudafrica que se

incluye dentro del grupo intermedio o I (I5) (Cousins et al., 2000).

En resumen, la mayoria de los aislados a partir de cabras se incluyen en el
genovar denominado bovino o C. Esto coincide con lo descrito en otros trabajos de
investigacion que incluyen a los aislados caprinos en el grupo bovino (Bauerfeind et
al., 1996; Collins et al., 1990; Cousins et al., 2000; Pavlik et al., 1995; Thoresen and
Olsaker, 1994; Whipple et al., 1990), excepto un aislado de Nueva Zelanda que se

incluye en el grupo ovino o S (Collins et al., 1990).

Todos los aislados caprinos se incluyeron en el genovar bovino mediante
IS1311PCR-REA excepto dos aislados espafioles de una misma explotaciéon de Madrid
que presentaron el perfil caracteristico del grupo ovino. Estos dos aislados de la

explotacion M4 en Madrid presentan las siguientes caracteristicas:

1. Polimorfismo caracteristico del genovar ovino (S) cuando se realiza el

protocolo de IS1311PCR-REA.

2. Resultado positivo a la PCR especifica para aislados pigmentados del Tipo

L.

3. Perfil intermedio (I5) entre grupo bovino y ovino mediante el protocolo de

IS900-RFLP con la enzima BstEII.
4. Perfil multiple de PFGE ([16-11]) incluido en el Tipo III.

Si realizamos un analisis de los resultados obtenidos en estos dos aislados
podemos concluir que se parecen mas a los aislados incluidos en el grupo ovino.
Ademas, cabe destacar que esta explotacion de cabras esta cerca de una de ovejas

dirigida por el mismo propietario aunque el estado sanitario de la misma se desconoce.

En resumen, esta es la primera descripciéon de aislados a partir de cabras
incluidos en el grupo intermedio mediante IS900-RFLP con BstEIll, ya que todos los

aislados clasificados como tal hasta ahora eran de ovejas de Canada, Sudafrica o
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Islandia (Collins et al., 1990; De Lisle et al., 1992; De Lisle et al., 1993). Por lo tanto, el
ganado caprino puede infectarse con los tres grupos definidos de M.a.paratuberculosis, y
este hecho hay que tenerlo en cuenta cuando se aplican programas de control en las

explotaciones caprinas.

3.3. Importancia de los animales salvajes en la epidemiologia de la paratuberculosis.

La primera descripcién de un caso de paratuberculosis en conejos fue en el afio
1990 (Angus, 1990), y a partir de entonces se estd realizando un extenso trabajo de
campo para estudiar el papel de otras especies animales salvajes no rumiantes en la
epidemiologia de la paratuberculosis. Se han desarrollado trabajos epidemiolégicos de
aislamiento de M.a.paratuberculosis en animales salvajes no rumiantes, estudios del
comportamiento del ganado vacuno en pastos contaminados con heces de conejos,
infecciones experimentales de vacas con aislados de M.a.paratuberculosis de conejos, etc.
(Beard et al., 2001c; Beard et al., 2001a; Daniels et al., 2002; Daniels et al., 2003b; Daniels
et al., 2003a; Greig et al., 1997; Greig et al., 1999). Con los resultados obtenidos en todos
estos trabajos se concluye que tanto los animales depredadores de conejos (zorros,
comadrejas y armifios) como las aves carrofieras suponen un riesgo para el ganado
vacuno de las explotaciones infectadas con paratuberculosis ya que pueden infectarse y
ser vectores de M.a.paratuberculosis. Actualmente, se considera a los conejos como la
especie animal con un mayor riesgo potencial para las explotaciones de ganado vacuno

(Greig et al., 2002).

La mayoria de los aislados procedentes de animales salvajes analizados en
nuestro estudio eran principalmente de las regiones geograficas de Angus y Perth &
Kinross de Escocia, excepto un aislado de un tején con el perfil [2-1] que procedia de la
region de Aberdeenshire. Los 28 aislados tipificados de la regiéon de Angus (vaca,
oveja, armifio, comadreja, conejo, liebre, rata, grajo y zorro) se incluyeron en el grupo
[2-1], excepto una oveja con el perfil [3-1]. De la regién de Perth & Kinross analizamos
un total de 31 aislados de vacas, ovejas, conejos, cuervo, ratén de campo y zorro
agrupados en los perfiles multiples [2-1], [3-2], [3-3] y [5-2], siendo los dos dltimos

perfiles de ovejas.
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Todos los animales salvajes analizados se incluyeron en el grupo [2-1]. Este
perfil maltiple de PFGE ha sido el mas comtin no solo por su distribucién geografica ya
que se ha identificado en aislados de todos los paises sino también por la especie

animal ya que se ha descrito en todas las especies animales investigadas.

Si comparamos los resultados por explotaciones donde analizamos tanto
especies domésticas como rumiantes (tabla 42), observamos que un mismo perfil de
PFGE lo identificamos en ambos grupos de animales. Por ejemplo, en Angus hemos
estudiado dos explotaciones (Brechin y East Nevay) y en ambas el perfil identificado
ha sido el [2-1] tanto en animales domésticos (vacas y ovejas) como salvajes (conejos y
armifios). En la region de Perth & Kinross observamos lo mismo, ya que el perfil [3-2]
lo hemos identificado tanto en vacas como en conejos de una misma explotacion (Little

Glenshee).

Tabla 42. Perfiles multiples de PFGE identificados en explotaciones de las
regiones de Angus y Perth & Kinross.

Reglo;ngEe rfiles Explotacién Especies animales (N?) Perfi)angg: iple
Vaca (1) [2-1]
Brechin Oveja (1) [2-1]
Angus Conejo (1) [2-1]
[2-1] Vaca (4) [2-1]
East Nevay Armino (2) [2-1]
Conejo (5) [2-1]
Cuervo (1) [2-1]
Perth & Kinross Culfargie Conejo (1) [3-2]
Zorro (1) [2-1]
[2-1], [3-2]

Little Glenshee Vaca (4) [3-2]

Conejo (7) 2112y 321 ()

aNumero de aislados de M.a.paratuberculosis analizados.

b Perfil multiple de PFGE expresado como [SnaBI-Spel].
La identificacion de un mismo perfil de PFGE en distintas especies animales
(domésticas y salvajes) sugiere la posibilidad de transmision entre especies jugando un
papel muy importante en el mantenimiento de la paratuberculosis lo que tiene serias

implicaciones en el control de la paratuberculosis.
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3.4. Analisis de los perfiles mualtiples de PFGE identificados en los aislados de

M.a.paratuberculosis.

Basandose en las técnicas de IS900-RFLP e IS1311PCR- REA, y las
caracteristicas de cultivo se clasifican a los aislados de M.a.paratuberculosis en dos
grandes grupos, el grupo ovino o S y el grupo bovino o C (Bauerfeind et al., 1996;
Collins et al., 1990; Pavlik et al., 1999a; Whittington et al., 1998a). Mediante 1S900-RFLP
se identifica un tercer grupo denominado intermedio o I que presentan caracteristicas
similares a los aislados incluidos en el genovar ovino (Collins et al., 1990). Esta
clasificacion en aislados ovinos y bovinos es un poco confusa ya que sugiere la
existencia de aislados especie-especificos. Sin embargo, en Australia y Nueva Zelanda
los aislamientos de ovejas pertenecen al grupo S (Cousins et al., 2000; Whittington et al.,
2000b), pero en Europa corresponden al grupo C que también incluye los aislados de
ganado vacuno y especies salvajes (Pavlik et al., 1999b; Pavlik et al., 2000a). En resumen,
los tres grupos de aislados de M.a.paratuberculosis identificados mediante IS900-RFLP

incluyen:
1. Grupo ovino:

- aislados ovinos no pigmentados de Islandia (Whittington et al., 2001b),
Sudafrica (Bauerfeind et al., 1996; De Lisle et al., 1992), Australia (Cousins et al.,
2000; Whittington et al., 2000b) y Nueva Zelanda (Collins et al., 1990);

- aislados ovinos pigmentados de Marruecos (Bauerfeind et al., 1996);
- aislados bovinos de Australia e Islandia (Whittington et al., 2001b).

- aislados caprinos de Noruega (Thoresen and Olsaker, 1994; Collins et al., 1990;
De Lisle et al., 1992) y Nueva Zelanda (Collins et al., 1990).

2. Grupo bovino: aislados de rumiantes domésticos y salvajes, de otras especies
animales no rumiantes y del hombre (Pavlik ef al., 1995; Pavlik et al., 1999a). El origen

geogréfico de estos aislados es principalmente Europa y Estados Unidos.

3. Grupo intermedio: aislados ovinos no pigmentados de Sudafrica, Canad4 e Islandia

(Collins et al., 1990; De Lisle et al., 1992; De Lisle et al., 1993).
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El dendrograma obtenido tras el analisis de los 26 perfiles mualtiples
resultantes de la tipificaciéon de 136 aislados de M.a.paratuberculosis con la técnica de
campo pulsado agrupa a los aislados de M.a.paratuberculosis en tres grupos. Para
destacar que no existe una relacion directa entre el aislado de M.a.paratuberculosis y la
especie animal de la que se aisla nos referimos a estos grupos como Tipo I, I y III, que

se corresponderia con los grupos ovino, bovino e intermedio respectivamente.
En cada tipo estarian incluidos los siguientes aislados de M.a.paratuberculosis:

Tipo I. El Tipo I estd formado por aislados de crecimiento lento que poseen una gran
preferencia por las ovejas como hospedador principal y posiblemente son mas
patégenas para el ganado ovino. En este Tipo se incluyen los aislados

pigmentados de Escocia, Inglaterra y Dinamarca (Stevenson et al., 2002).

Tipo II. El Tipo II esta formado por aislados de crecimiento mas rapido aislados de
rumiantes domésticos y salvajes, de otras especies animales no rumiantes y del

hombre (Beard et al., 2001a; Pavlik et al., 1995; Stevenson et al., 2002).

Tipo III. El Tipo III estd formado por un grupo de aislados que comparten algunas
caracteristicas genéticas con los incluidos en el Tipo I. En este Tipo se incluyen

aislados caprinos de Espafia (De Juan et al., 2005).

3.5. Evaluaciéon de técnicas moleculares para la caracterizacion de aislados de

M.a.paratuberculosis.

La caracterizacion molecular de patégenos es muy importante para obtener
informacion relevante en los estudios epidemioldgicos. En la mayoria de los
laboratorios, la tipificacion de los aislados de M.a.paratuberculosis todavia se basa en un
analisis de los perfiles obtenidos tras una restricciéon enzimatica del ADN hibridado
con una sonda de IS900 (Bauerfeind et al., 1996; Collins et al., 1990; Cousins et al., 2000;
Pavlik et al., 1995; Thoresen and Olsaker, 1994; Whipple et al., 1990). El poder de
discriminacion de esta técnica esta limitado por el nimero de copias en el genoma de la
secuencia de insercién IS900, y a esto hay que afadir el hecho de que algunos paises
tienen un perfil de IS900-RFLP predominante que limita las investigaciones

epidemioldgicas (Moreira et al., 1999; Pavlik et al., 2000a; Whittington et al., 2000b).

207



Caracterizacion Molecular de M.a.paratuberculosis

Una alternativa a esta técnica es la aplicacion de métodos moleculares que
investiguen todo el genoma bacteriano como es el caso de la Electroforesis en Campo
Pulsado (Schwartz and Cantor, 1984). El analisis de los patrones de restriccion
originados mediante PFGE han sido utilizados de forma satisfactoria en otras bacterias
patégenas (Navarro et al., 1996; Vela et al., 2001; Yoshida et al., 1997). PFGE se ha
empleado para la caracterizaciéon de miembros de los complejos M. tuberculosis (Singh
et al., 1999; Feizabadi et al., 1996b) y M. avium (Levy-Frebault et al., 1989; Coffin et al.,
1992), y otras especies incluidas en el género Mycobacterium (Hector et al., 1992;
Legrand et al., 2002; Lalande et al., 2001; Doig et al., 2002; Coffin et al., 1992; Vanitha et
al., 2003). Debido a los pocos estudios con aislados de M.a.paratuberculosis con la técnica
de PFGE, decidimos analizarlos mediante PFGE e IS900-RFLP para comparar los
resultados obtenidos mediante estas pruebas y determinar cual es la mas adecuada

para su empleo en estudios de epidemiologica molecular.

Si comparamos los resultados totales de las 62 muestras analizadas con los dos
protocolos observamos que la técnica de campo pulsado dividié a los aislados de
M.a.paratuberculosis en un mayor niamero de perfiles. Asi, la técnica de PFGE identificé

26 perfiles multiples distintos, mientras que la técnica de IS900-RFLP solo 11.

Inicialmente, mediante IS900-RFLP analizamos 18 aislados en funcién de los
resultados obtenidos con PFGE seleccionando un aislado de cada perfil multiple
distinto de PFGE. En este caso la técnica de IS900-RFLP no discriminé ninguno de los
perfiles de PFGE, y por lo tanto la aplicacién de la técnica de IS900-RFLP no facilité
ninguna informacién adicional. Posteriormente, con aislados caprinos de
M.a.paratuberculosis analizamos un mayor namero de aislados incluyendo esta vez,
aislados con el mismo perfil maltiple de PFGE. En este caso la técnica de andlisis de
polimorfismos genéticos discriminé tinicamente tres perfiles de PFGE ([1-1], [2-1] y [14-
1]). Sin embargo, la técnica de PFGE discrimind 6 perfiles multiples de 1S900-RFLP
([C1-1], [C1-2], [C2-NpDb], [C5-Npa], [C17-3] y [Ncc-6]) en mas de un perfil maltiple de
PFGE (tabla 43).

Por ejemplo, los aislados incluidos en el perfil multiple de IS900-RFLP [C1-1] se
dividieron en 8 perfiles maltiples de PFGE ([1-1], [2-1], [2-10], [7-5], [12-10], [15-1], [17-
1] y [19-13]). Esto tiene gran importancia epidemioldgica ya que el perfil C1 con la
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enzima de restriccion BstEIl es el perfil de RFLP que presenta una mayor distribuciéon
geografica (Moreira et al.,, 1999; Pavlik et al., 2000a) y gracias a la técnica de PFGE
podemos dividir este grupo. Si no incluimos los aislados pigmentados,
aproximadamente el 75% de las muestras escocesas analizadas presentaron el perfil
maltiple de IS900-RFLP [C17-3]. La aplicacién de la técnica de PFGE en estos aislados
permitié su division en 7 perfiles maltiples de PFGE distintos ([2-1], [2-2], [3-1], [3-2],
[3-3], [5-1] y [5-2)).

Tabla 43. Comparacién de perfiles de RFLP y PFGE obtenidos en aislados de
M.a.paratuberculosis.

Perfil multiple RFLP= Perfil mualtiple PFGEY
[C1-1] [1-1], [2-1], [2-10], [7-5], [12-10], [15-1], [17-1], [19-13]
[C1-2] [1-1], [1-12]
[C2-Npb] [13-1], [14-1]
[C2-Npc] [18-1]
[C5-Npa] [2-1], [6-5], [7-1]
[C17-3] [2-1], [2-2], [3-1], [3-2], [3-3], [5-1], [5-2]
[Nca-1] [4-6]
[Ncb-2] [8-4]
[Nce-6] [9-7],[10-8], [11-9]
[Ncd-Npd] [16-11]
[Nce-Npb] [14-1]

a Perfil multiple de IS900-RFLP expresado como [BstEII-Poull].
b Perfil multiple de PFGE expresado como [SnaBI-Spel].

La utilizacién conjunta de dos técnicas moleculares ofrece una mayor
diferenciacion de los aislados de M.a.paratuberculosis. En nuestro caso, la combinacién
de los resultados obtenidos con la técnica de campo pulsado y el andlisis de los
polimorfismos genéticos dividié6 a todos los aislados de M.a.paratuberculosis en 30
perfiles maltiples. Dependiendo del estudio epidemiolégico que se lleve a cabo y los
resultados obtenidos mediante la técnica de PFGE se debe valorar el uso conjunto de

ambas técnicas de tipificacion.

La técnica de electroforesis en campo pulsado presenta una serie de
caracteristicas que hacen de este protocolo la técnica de eleccién para la caracterizacion
molecular de M.a.paratuberculosis ya que posee un alto poder de discriminacién, buena
reproducibilidad y es una técnica sencilla, rdpida y facilmente interpretable cuando se
compara con el protocolo de RFLP. Una ventaja afiadida de la aplicacién de la técnica

de PFGE es que no solamente sirve para la caracterizacion molecular, si no que
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también permite la diferenciacion de M.a.paratuberculosis de otros miembros del
complejo M. avium. Esto se debe a que los perfiles que se obtienen son lo
suficientemente distintos para permitir la caracterizacion molecular, pero presentan un
patrén comun que los diferencia de otras especies bacterianas (Charvin et al., 1991;

Coffin et al., 1992; Hughes et al., 2001; Pestel-Caron et al., 1999).

La descripcion de nuevos perfiles refleja la necesidad de la estandarizaciéon de
las técnicas moleculares para facilitar las comparaciones de los perfiles obtenidos
mediante distintas técnicas. Por ejemplo, con la técnica IS900-RFLP con la enzima
Poull, Whipple et al. describen los perfiles 1, 2, 3 y 4 (Whipple et al., 1990), mientras que
Bauerfeind et al. describen 5 perfiles denomindndolos también numéricamente del 1 al
5 (Bauerfeind et al., 1996). Cuando se comparan los perfiles de los dos trabajos se
observa que se tratan de perfiles completamente distintos pero el uso de la misma
nomenclatura dificulta la interpretacion de los resultados. En nuestro caso, para
estandarizar el protocolo y permitir la comparaciéon de resultados entre los distintos
laboratorios de investigacién, disefiamos una pagina web donde incluimos el
protocolo, nomenclatura de los perfiles, fotos y diagramas de los perfiles publicados y
los aislados tipos de cada perfil mdaltiple (http://www.mri.sari.ac.uk/PFGE-
mycobacteria). Los aislados tipos se conservan en la bacterioteca del Instituto de
Investigacion Moredun y cualquier laboratorio de diagnostico o investigaciéon puede

solicitarlos para incluirlos en sus estudios de caracterizacion molecular.

Tabla 44. Aislados tipo de los perfiles obtenidos mediante IS900-RFLP con las
enzimas de restriccion BstEIl-Poull: distribucién geografica y especie animal.
Perfil IS900-RFLP Aislado

Especie animal (N) Origen geografico (N)

[BstEII-Poull] tipo
ATCC Escocia (3), Espana (12),
[C1-1] 19698 Vaca (2), cabra (17) Noruega (Eg),) desf:)onoc(ida) 1)
[C1-2] 347/10 Cabra (2) Escocia (2)
[C2-Npb] 78 Cabra (13) Espana (13)
[C2-Npc] N109 Cabra (2) Espana (2)
[C5-Npa] 99PW Vaca (3) Inglaterra (2), Irlanda (1)
Vaca (1), cabra (7), .
[C17-3] JD146 oveja (4), conejo (1) Escocia (13)
[Nca-1] 377PS Vaca (1) Inglaterra (1)
[Ncb-2] 377PW Vaca (1) Inglaterra (1)
[Nec-6] M189 Oveja P (5) Escocia (4), Islas Feroe (1)
[Ncd-Npd] CAM42 Cabra (2) Espafia (2)
[Nce-Npb] N64 Cabra (1) Espana (1)
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En resumen, el ntiimero total de muestras analizadas mediante la técnica de

analisis de polimorfismos genéticos dirigidos a la secuencia de insercién 1S900 fue 62

(44 cabras, 9 ovejas, 8 vacas, y 1 conejo), identificando un total de 11 perfiles multiples

(tabla 44). Identificamos 5 perfiles que no habian sido descritos por otros autores con la

enzima BstEIl y cuatro con la endonucleasa Poull. Con la técncia de PFGE hemos

tipificado un total de 136 aislados de M.a.paratuberculosis procedentes de vacas (n=40),

ovejas (n=23), cabras (n=44), ciervo (n=1), conejos (n=17) y animales salvajes no

rumiantes (n=11), identificando un total de 26 perfiles multiples de PFGE (tabla 45).

Tabla 45. Aislados tipo de los perfiles obtenidos mediante PFGE con las enzimas
de restriccion SnaBl y Spel: distribucion geografica y especie animal.

Perfil PFGE Aislado

[SnaBL-Spel]  tipo Especie animal (N) Origen geografico(N)
ATCC Escocia (1), Inglaterra (1),
[1-1] 19698 Vaca (2), cabra (1) des(ccznoc%do (1) W
[1-12] 347/10 Cabra (1) Escocia (1)
Vaca (22), oveja (13), cabra (7),
conejo (11), armifio (2), cuervo Escocia (51), Espafia (7),
[2-1] 99PW (2), zorro (2), ciervo (1), Inglaterra (5), Dinamarca (1),
comadreja (1), liebre (1), tejon desconocida (1)
(1), rata (1), ratén de campo (1)
[2-2] JD146 Oveja (1) Escocia (1)
[2-10] 183P Cabra (1) Noruega (1)
[3-1] JD29 Oveja (1) Escocia (1)
[3-2] R197 Conejo (6), vaca (4), cabra (6) Escocia (16)
[3-3] F76 Oveja (1) Escocia (1)
[4-6] 377PS Vaca (1) Inglaterra (1)
[5-1] JD18 Vaca (1) Escocia (1)
[5-2] JD143 Oveja (2) Escocia (2)
[6-5] 307R Vaca (2) Inglaterra (1), desconocida (1)
[7-1] 808R Vaca (5) Irlanda del Norte (4), Escocia (1)
[7-5] 743PSS Vaca (2) Escocia (1), Irlanda del Norte (1)
[8-4] 377PW Vaca (1) Inglaterra (1)
[9-7] M189 Oveja P (1) Escocia (1)
[10-8] 231G Oveja P (3) Escocia (3)
[11-9] 21P Oveja P (1) Islas Feroe (1)
[12-10] 176P Cabra (1) Noruega (1)
[13-1] 78 Cabra (12) Espafia (12)
[14-1] N29 Cabra (2) Espana (2)
[15-1] CAMS63 Cabra (4) Espartia (4)
[16-11] CAM40 Cabra (2) Espafia (2)
[17-1] 72 Cabra (4) Espania (4)
[18-1] N109 Cabra (2) Espana (2)
[19-13] 172 Cabra (1) Espana (1)
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III. PROGRAMA DE ERRADICACION DE LA PARATUBERCULOSIS EN EL
GANADO CAPRINO.

Como ya hemos mencionado en el capitulo I, la paratuberculosis en el ganado
caprino ademads de su importancia para la Higiene y Salud Publica, tiene también un
enorme interés econémico ya que origina un descenso importante en la produccién
lactea, asi como un aumento en la mortalidad de animales adultos incrementando de
esta forma la tasa de reposicion en la explotacion. Por estas razones es urgente disefiar
y establecer programas de erradicacion de esta enfermedad en nuestras explotaciones

caprinas.

Sin embargo, antes de aplicar un programa de control debemos tener en cuenta

los siguientes factores:

1. Se sabe que existe una alta prevalencia de la paratuberculosis caprina en

Espana pero sin embargo no hay suficientes datos publicados al respecto.

2. La vacunacién de paratuberculosis, que es una préctica habitual en pequefios

rumiantes en Espafia, interfiere con el diagndstico.

3. Las técnicas diagndsticas no son suficientemente sensibles para detectar todos

los animales infectados de una explotacién.

4. Desconocimiento de la existencia de explotaciones de suficiente calidad
genética libres de paratuberculosis que sirvan para la reposiciéon de las

explotaciones en saneamiento.

5. La transmisiéon de esta enfermedad se produce principalmente en la etapa
perinatal por la ingestion de calostro o leche infectada y/o contaminada con

heces de madres infectadas.

6. Interferencia en el diagnéstico de animales infectados por otras micobacterias

como puede ser M. bovis.
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De acuerdo con estos principios nos planteamos realizar un estudio de control de

la enfermedad en un rebafio que reuniera las siguientes caracteristicas:
1. No vacunado de paratuberculosis y libre de tuberculosis.
2. Elsistema de control deberia basarse en la auto-reposicion.
3. Minimizar el contacto entre neonato y madre en la etapa perinatal.

4. Incrementar la sensibilidad del diagnostico de la paratuberculosis

combinando distintas pruebas diagnoésticas.

5. Implicacién del responsable de la explotacion en el sistema de control.
1. MATERIAL Y METODOS.

1.1. Descripcion de la explotacién.

De acuerdo con los requisitos preestablecidos,

seleccionamos una ganaderia caprina que reuniese todas

las caracteristicas descritas, y que ademas estuviese cerca

4, Vlllareﬂu d
ale Salvarits

de nuestra Facultad (90 Km) para facilitar tanto el
L

yLos Navaimerales

transporte del material biolégico, como las visitas a la

propia explotacion durante el estudio.

El estudio lo realizamos en una explotacién caprina de alta produccién de 1000
cabras de la raza Murciano-Granadina de una localidad de Toledo (Guadamur). La
extension de la granja es de aproximadamente 3 hectdreas. Esta explotacion tiene un
sistema intensivo con una produccion media de leche al afio de 660 kg por cabra y un
manejo profesionalizado compatible con este sistema de produccién. La alimentacion
se basa en un sistema unifeed y la racion diaria consiste en una mezcla de alfalfa, pulpa
de remolacha y pienso comercial. Ademas, los animales en periodo de secado tienen
una alimentacién adicional con heno ad libitum y las cabras en periodo de lactaciéon

toman alfalfa ad libitum.

La explotacion consta de 3 instalaciones principales, ademas de distintos patios o

cercados donde los animales se agrupaban en funcién de su periodo productivo. La
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instalacién de mayor superficie en la explotaciéon es donde se alojan los animales

adultos y las cabras que estan préximas al parto.

Para el suministro de agua, la explotaciéon cuenta con un pozo de poca
profundidad (6-8 metros). El hecho de la poca profundidad del pozo que podria
favorecer las contaminaciones con lixiviados de la granja, asi como que en época de
lluvias existen zonas de escorrentia que arrastran material fecal entre los distintos
establos, fueron considerados como dos factores de riesgo importantes en la
transmisién de la enfermedad. Cuando comenzamos el estudio, el suministro de agua a
los animales se realizaba con un sistema de canalizacién de agua higienizada del pozo

mediante cloraciéon manual. A lo largo del estudio, como una medida de control

adicional, el sistema de cloracién se cambié por uno de tipo automatico.

1.2. Antecedentes sanitarios.

La explotacion estaba libre de tuberculosis y brucelosis, y realizaba un control de
mastitis caprina mediante la aplicaciéon de autovacunas frente a diferentes especies del
género Staphylococcus (S. aureus, S. xylosus, S. simulans y S. epidermidis). Cuando
iniciamos el estudio, la enfermedad més importante que afectaba a esta explotaciéon era
la paratuberculosis, pero los animales de la explotacion no habian sido vacunados

nunca frente a esta enfermedad.

La explotacion fue diagnosticada con paratuberculosis en el afio 1999, ya que
recibimos en nuestro laboratorio muestras de valvula y linfonodo ileocecal de dos
animales muertos en la explotacion para un diagnostico microbiolégico de
paratuberculosis. Ambas muestras fueron Ziehl-Neelsen positivas y aislamos

M.a.paratuberculosis en el cultivo bacteriologico.

Segun el veterinario de la explotacién, los signos clinicos de la enfermedad
habfan aparecido en el afio 1996 afectando aproximadamente un 2% del rebafio,

aumentando en el afio 1998 hasta un 20%. En este periodo la tasa de reposicion de la
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explotacién ascendia a un 30% y los animales con menor produccién se vendian en
vida. No existe ningin registro de las muertes causadas con signos clinicos

compatibles con paratuberculosis.

1.3. Disefio del programa de erradicacién de la paratuberculosis.

Como objetivo principal nos fijamos la erradicacién de la paratuberculosis de la
explotacion caprina de acuerdo con los criterios descritos anteriormente. Pusimos
especial interés en la interrupcion del ciclo biolégico de transmisiéon de
M.a.paratuberculosis, especialmente la ruta fecal-oral en la etapa perinatal, evitando el

contacto madre-hijo.

Dado que la implicacion del ganadero es un factor determinante para garantizar
el éxito de este tipo de sistemas de control, decidimos realizar un programa de
formacién de los trabajadores de la explotaciéon. Ademas, durante el estudio realizamos
visitas periddicas a la explotacion para explicar el desarrollo del programa, los
resultados obtenidos a lo largo del mismo, y controlar que las medidas se aplicaban de

una forma correcta.

El programa se basa principalmente en tres puntos: 1) aplicacion de pautas
estrictas de control y manejo; 2) estudio de la prevalencia de la paratuberculosis en la
explotacion mediante andlisis serolégicos de todo el rebafio; y 3) exdamenes
bacteriol6gicos de un grupo representativo de animales del rebafio. Con los resultados
obtenidos en el estudio, recomendamos la separacion fisica de los animales negativos
de los positivos a cualquiera de las pruebas diagnoésticas. De esta forma la explotacion
estaba dividida en dos rebafios en funcién de los resultados obtenidos a lo largo del
estudio. Posteriormente para comprobar que el programa de control estaba
funcionando correctamente, hicimos un andlisis de los libros geneal6gicos para
estudiar la relaciéon que existia entre madre-hijo, asi como un anélisis medioambiental
para estudiar la supervivencia de M.a.paratuberculosis en la explotacion. A continuacién

detallamos cada uno de estos puntos.
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1.3.1. Aplicacién de pautas estrictas de control y manejo.

La infeccion por M.a.paratuberculosis depende directamente del ntimero de
bacterias ingeridas, el nimero de veces que el animal se expone al agente causal, los
mecanismos de defensa propios del animal, y la edad del animal ya que los animales
jovenes son los mas susceptibles a la infeccion (Hagan, 1938; Larsen et al., 1975;

Manning y Collins, 2001).

Los animales infectados eliminan M.a.paratuberculosis principalmente por las
heces, en una concentracion de 108 UFC de M.a.paratuberculosis/gramo de heces (Cocito
et al., 1994; Whittington et al., 2000c). Sin embargo, también puede eliminarse pero en
menor grado por la leche y calostro (Streeter et al., 1995; Sweeney et al., 1992; Taylor et
al., 1981), liquidos uterinos (Stehman, 1996; Sweeney, 1996) y semen (Larsen y
Kopecky, 1970; Larsen et al., 1981). En el caso de la paratuberculosis también tiene
especial importancia la contaminacion ambiental, ya que M.a.paratuberculosis es un
microorganismo que presenta una alta resistencia a condiciones adversas (Chiodini et

al., 1984a; Jorgensen, 1977; Lovell et al., 1944).

Como ya hemos comentado anteriormente, el principal objetivo de cualquier
programa de control es minimizar y evitar al maximo la transmisién del agente
etiologico entre los animales. En nuestro programa, hicimos especial hincapié en las
rutas sobre las que podiamos intervenir, es decir, la transmisién fecal-oral
fundamentalmente a través de la leche y la transmisién venérea. Para ello, evitamos el
contacto madre-hijo utilizando un sistema de alimentacién con calostro artificial
garantizado sanitariamente, y usamos siempre machos reproductores incluidos en el
programa de control y con resultados negativos a las pruebas serolégicas. En cuanto a
la transmisién intrauterina, la tinica medida que adoptamos fue la de utilizar como

reproductoras, cuando fue posible, solo animales seronegativos.

En base a estas premisas, las pautas de manejo aplicadas en la explotaciéon fueron

las siguientes:

a) Formacién de un rebafio cerrado, es decir, no podian introducirse animales de

ningn otro origen. La reposicion de la ganaderia, por lo tanto, se realiza con
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b)

d)

f)

9)

animales de la propia explotacion incluidos dentro del programa de control y

con resultados de serologia negativos.

Higiene y desinfeccion de la explotacion, teniendo especial importancia las
dreas comunes como la sala de partos. Esta medida la aplicamos para evitar la
contaminacién mediante botas, ropa, maquinaria u otros equipos de las zonas
consideradas como limpias. Los establos y las dreas comunes se desinfectan
con cal en el suelo y enjalbegado de paredes, mientras que la nodriza se
desinfecta por fumigacién con Virkon (Antec International Ltd., Suffolk,
Reino Unido) o Finvirus (Fatro Uriach Veterinaria S.L., Barcelona) y el suelo

con sosa caustica y/o cloro.

Control y mejora del sistema de cloracién del agua de bebida de los animales
mediante un método automatico en sustitucion del método manual de

cloracion del agua del pozo.
Control serolégico de todo el rebafio.

Control semestral de los machos reproductores de la explotacién. Uso

exclusivo de machos con resultados negativos en las pruebas seroldgicas.

Separacién inmediata de las crias durante el parto evitando el contacto directo
del hijo con la madre y viceversa. De esta forma evitamos que los animales
mas susceptibles de adquirir la enfermedad entren en contacto con
M.a.paratuberculosis procedente del calostro y la leche y/o una contaminaciéon
fecal de las ubres. Los animales que no se separaban inmediatamente de la

madre no se incluian dentro del programa de control.

En los animales recién nacidos se desarrolld un
sistema de suministro de calostro artificial, siendo
este uno de los mayores logros de nuestro programa.
Debido a la termorresistencia (Sung y Collins, 1998) y

a la supervivencia de M.a.paratuberculosis en calostro

pasteurizado (Meylan et al, 1996) decidimos
administrar calostro comercial a los animales recién nacidos. Una vez

separadas las crias de la madres, pasan a la nodriza donde se les administra
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en las primeras seis horas de vida 200 ml del calostro artificial Ovicol (Inogan-
UCL S.L., Lérida) mediante una sonda gastroesofagica. Posteriormente pasan

al periodo de lactancia artificial (Damivo) durante dos meses.

Al mes y medio de vida, se les permite

Patioadultas  ——  e] acceso a un patio techado exterior (P1) donde

refiadas
P Paja

hay un comedero para que se acostumbren a la

2l Sala de . 21
2 g espera comida solida. A los 3-4 meses pasan a un
P5 E 3 P6 Sala de No,dljiza Almacén
2 —ordefio vieja
Sala|| < | ——= cercado adyacente (P2) y a los 5-7 meses se
parto| 3

™ trasladan al patio P3. Las cabras permanecen en

P2 P3

Fosa de
e prefiadas por los machos que estan en el patio

Figura 30. Flujo de los animales  continuo. En la figura 30 representamos el flujo

en la explotaciéon caprina de
Toledo. de los animales incluidos en el programa de

el patio P4 hasta que se confirma que estan

control (en verde) y los animales a los que no se
les administra calostro artificial (en rojo). Los animales no incluidos en el programa de

control pasan a una nodriza vieja con los animales de carne para su posterior venta.

En este programa de control, el rebafio estd siempre dividido en dos grandes
grupos de animales, el grupo “control” y el grupo “libre” como describimos a

continuacion:

- Grupo Control: este grupo de animales nacieron y no estuvieron sometidos a pautas
de control, es decir las crias no se separaron de las madres por lo que no se les
administré calostro artificial. En este grupo estdn incluidos los animales adultos
nacidos en el periodo de 1994 a 1999, siendo el dltimo grupo no incluido en el
programa de control el lote denominado C que nacieron en la paridera de Enero-

Febrero del afio 2000.

- Grupo Libre: este grupo estd formado por animales separados de la madre
inmediatamente después del parto a los que se les administra calostro artificial. Estos
animales estan separados fisicamente del grupo control y la tinica zona colectiva es la
sala de ordefio. Debido a que en la explotaciéon hay tres periodos de partos (Enero-
Febrero, Mayo-Junio y Septiembre-Octubre) los animales incluidos en el grupo Libre se

clasifican en lotes segun el periodo de nacimiento denominandolos con una L seguida
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de un ntimero. Por ejemplo, el lote “libres 1” (L1) nacieron en Mayo-Julio del afio 2000
y fue el primer grupo de animales a los que se le administr6 calostro artificial y ademas
las pautas de manejo se comenzaron a aplicar en la explotacion en ese mismo periodo;
y el lote “libres 2”7 (L2) nacieron en Septiembre-Octubre del 2000 cuando ya estaban
instauradas las practicas de manejo y al igual que en el lote anterior se les administré

calostro artificial a todo el grupo.

1.3.2. Control periddico de los animales del rebaiio.

En la figura 31 detallamos el plan de trabajo seguido para el control y
erradicacion de la paratuberculosis caprina. En Mayo del 2000 instauramos las
medidas de control y en Octubre del mismo afio realizamos el primer anélisis
bacteriol6gico. El analisis serolégico del rebafio lo realizamos anualmente desde el afio

2002, y en el afio 2003 realizamos dos muestreos ambientales de la explotaciéon.
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Figura 31. Esquema del plan de trabajo realizado en la explotaciéon caprina para el
control y erradicacion de la paratuberculosis.

1.3.2.1. Examenes bacteriolégicos de un grupo representativo de animales del rebafio.

Realizamos el analisis bacteriologico de 50 animales de los tres lotes de animales
nacidos en el afio 2000, es decir el lote C no incluido en el programa de control y el lote
L1y L2. Hemos realizado cinco muestreos (figura 31) para el cultivo bacteriolégico de
heces (Octubre del 2000, Enero, Junio y Diciembre del 2001, y Junio del 2002). En cada
muestreo recogimos heces de los mismos animales, aunque l6gicamente las bajas no se
pudieron contabilizar. En la tabla 46 especificamos el nimero de animales analizados
de cada lote en los distintos muestreos. En el primer muestreo seleccionamos de forma

aleatoria 52 animales del grupo Control. En el segundo muestreo procesamos 51 de
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estos animales y seleccionamos 52 del lote L1. En el tercer muestreo recogimos
muestras de los tres lotes (C=48, L1=51 y L2=52), al igual que en el dltimo muestreo del
afio 2001 (C=47, L1=48 y L2=48). En el muestreo realizado en Junio del 2002
seleccionamos animales de los tres grupos en funcién de los resultados seroldgicos
obtenidos mediante la prueba de Parachek (CSL, Australia). Recogimos heces tanto de
animales seropositivos (C=12, L1=10 y L2=4) como seronegativos (C=15, L1=16 y
L2=14).

Tabla. 46. Numero de animales muestreados para la deteccion directa de
M.a.paratuberculosis mediante cultivo microbiolégico de heces.

Lote 2000 2001 Junio 20022
Octubre Enero Junio Diciembre + -

Control (C) 52 51 48 47 12 15
Libres 1 (L1) 0 52 51 48 10 16
Libres 2 (L2) 0 0 52 48 4 14
Total 52 103 151 143 26 45

a En este muestreo recogimos muestras de animales seropositivos (+) y seronegativos (-).

Para minimizar el coste econémico realizamos un cultivo fecal por grupo de
muestras (pooled fecal culture o PFC) recomendado para programas de vigilancia en
ganado ovino y bovino (Kalis et al., 2000; Sergeant et al., 2002; Wells et al., 2002;
Whittington et al., 2000a). En nuestro caso realizamos mezclas de cinco animales (Kalis
et al., 2000; Wells et al., 2002) y las procesamos con el protocolo de cultivo descrito
previamente en la pagina 102, con los medios de cultivo Herrold’s egg yolk medium con
micobactina y piruvato sédico, HEYMm-PS (dos tubos) y Middlebrook 7H11, M (1
tubo). Unicamente procesamos de forma individual las 26 muestras procedentes de
animales seropositivos recogidas en Junio del 2002. El ntmero total de mezclas
procesadas es de 33, divididos en lote C de la mezclal alall,lote L1 delal2ala22y
lote L2 de la 23 a la 33. Si tenemos en cuenta los cinco muestreos realizados, en total
hemos analizado un total de 108 cultivos de mezclas de heces y 26 cultivos

individuales de animales seropositivos.

En dos de los muestreos, también recogimos muestras fecales de los machos de
la explotacién; en Junio del 2001 recogimos heces de 6 machos, y en Diciembre del
mismo afio muestreamos los mismos animales e incluimos 4 nuevos que habian nacido

después del establecimiento de las pautas de manejo y control en la explotacién, es

221



Programa de Erradicacion de la Paratuberculosis Caprina

decir pertenecian al grupo Libre. Todos los cultivos bacteriolégicos de muestras de

heces de machos los procesamos de forma individual.

1.3.2.2. Estudio de la prevalencia de la paratuberculosis en la explotacién mediante

analisis seroldgicos de todo el rebaiio.

En lo referente a la determinacién de la prevalencia de la paratuberculosis en el
rebafio, hemos realizado tres andlisis serolégicos del rebafio (Marzo del 2002, Enero del
2003 y Febrero del 2004). La técnica empleada en todos los casos es la prueba comercial
de ELISA (Mycobacterium paratuberculosis antibody test kit, Parachek, CSL Ltd.,

Australia) descrita en la pagina 154.

En Marzo del 2002, realizamos un estudio serolégico en los animales mayores
de un afio (n=721). Dividimos los animales en distintos grupos en funcién del afio de
nacimiento (n=701) y en 20 machos reproductores (tabla 47). De todos los machos
estudiados en este periodo, solo un 35% (7 de 20) habian nacido una vez instauradas

las pautas de manejo en la explotacion.

En Enero del afio 2003, realizamos el segundo analisis serolégico de todo el
rebafio (n=898) para estudiar la evolucién de los animales. En este caso, ampliamos el
estudio incluyendo animales de los lotes denominados L4, L5 y L6 nacidos en los afios
2001 y 2002 para asegurarnos de que no dejadbamos ningtin animal positivo en el grupo
Libre. La distribuciéon de las cabras analizadas en funcion del afio de nacimiento la
detallamos en la tabla 47. De los 20 machos de la explotacién analizados en este
segundo anadlisis serolégico, habiamos analizado previamente seis animales. En este
caso, el 85% de los machos analizados en el segundo muestreo estaban incluidos en el

programa de control.

En el tercer control serolégico (Febrero 2004) incluimos un total de 823 animales
(804 hembras y 19 machos). En este caso analizamos cabras no incluidas en el
programa de control (nacidas entre el afio 1995 hasta principios del afio 2000) y
animales que habfan estado sometidos a las pautas de manejo (del L1 al L9). Todos los

machos analizados en el afio 2004 habian nacido bajo el sistema de control.
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seroldgicas en los tres muestreos realizados.

Ano Nacimiento Marzo 2002  Enero 2003 Febrero 2004
1994 8 2 0
1995 31 20 9
1996 20 5 0
1997 51 25 11
1998 88 42 24
1999 136 43 17
C 77 56 17
2000 L1 75 47 24
L2 92 86 47
L3 123 117 76
2001 L4 - 181 128
L5 - 77 62
L6 - 177 167
2002 L7 - - 80
L8 - - 46
2003 L9 - - 96
Machos 20 20 19
Total 721 898 823

1.3.3. Analisis genealdgico.

Para el estudio de los resultados de serologia de las madres y su descendencia

analizamos los libros genealégicos de los lotes C, L1, L2, L3, L4 y L5. En nuestra base

de datos buscamos las madres de las cuales teniamos resultados seroldgicos en el

muestreo de Marzo del 2002, Enero del 2003 y/o Febrero del 2004. Incluimos un total

de 72 madres adultas nacidas entre el afio 1994 y 1999, y sus hijas (n=156)

pertenecientes al grupo Control (n=27) y grupo Libre (n=129). En este tltimo grupo se

inclufan animales del lote L1 (n=10), L2 (n=22), L3 (n=37), L4 (n=36) y L5 (n=24). Para

estudiar la relacién madre-hija y comprobar que el programa de control se estaba

desarrollando satisfactoriamente, analizamos los datos serolégicos de la descendencia

del grupo Control no sometido al programa independientemente de la del grupo Libre.
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2. RESULTADOS Y DISCUSION.

Para facilitar la comprension de los resultados y del propio disefio del
programa de control, describiremos los resultados dependiendo de las pautas
establecidas (analisis bacteriol6gico, serolégico y medioambiental, asi como el estudio
de la relacion de la respuesta inmune madre-hijo). Posteriormente haremos un analisis
conjunto de todos los resultados obtenidos para dar una vision global del programa de

control establecido en la explotacién caprina, asi como de los resultados obtenidos.

2.1. Cultivo bacteriolégico.

Todas las mezclas de heces analizadas fueron negativas al cultivo y no aislamos
en ningdn caso M.a.paratuberculosis de los medios de cultivo empleados (HEYMm-PS y
M). En lo que se refiere al cultivo bacteriol6gico de Junio del 2002, analizamos muestras
de heces de un total de 71 animales en funcién de sus resultados de serologia (45
animales seronegativos en mezclas de cinco animales y 26 animales seropositivos de
forma individual). Todos los animales, incluidos los seropositivos, fueron también
negativos al cultivo microbiolégico. Las 16 muestras de heces de machos analizadas

(Junio y Diciembre del 2001) fueron también negativas al cultivo bacteriolégico.

Las causas por las que todas las muestras de heces procesadas para cultivo

bacteriol6gico en este estudio dieran un resultado negativo podrian ser:

1. Baja concentracién bacteriana en heces. Los animales muestreados en este estudio
tenian como maximo una edad de dos afios, y la concentracion de
M.a.paratuberculosis en las heces podria ser muy baja lo que dificultaba el
aislamiento del microorganismo en el laboratorio. A esto hay que unir el hecho de
que haciamos mezclas de heces de cinco animales en base a lo descrito para
programas de vigilancia de paratuberculosis en ganado bovino (Kalis et al., 2000;
Wells et al., 2002) y de esta forma, asegurarnos de que este sistema tendria una

aplicacion préctica real.

2. Aislado de M.a.paratuberculosis dificil de cultivar. Mediante el protocolo de
IS1311PCR-REA (pagina 144) los aislados de M.a.paratuberuclosis se clasifican en
dos grandes grupos, el grupo ovino y el grupo bovino. El primer grupo se

caracteriza por ser un microorganismo de crecimiento lento, dificil de cultivar y
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que requiere medios especiales para su aislamiento. Para determinar el grupo en el
que se encuadran los aislados de la explotacioén caprina en estudio, realizamos este
protocolo en dos aislados de M.a.paratuberculosis de esta explotacion identificados a
partir de material tisular de dos cabras remitidas a nuestro laboratorio para el
diagnoéstico de paratuberculosis. Mediante esta técnica comprobamos que el aislado

de M.a.paratuberculosis presente en la explotacion pertenecia al genovar ovino.

3. Medio de cultivo sélido inadecuado. Como detallamos en el estudio de la
prevalencia de la paratuberculosis en cabras del Guadarrama de la Comunidad de
Madrid (pagina 149), el medio de cultivo sélido donde se obtienen mejores
resultados en aislados de M.a.paratuberculosis del genovar ovino es el Léwenstein-
Jensen. Sin embargo, en este estudio sembramos las muestras fecales en los medios
de cultivo de HEYMm-PS y Middlebrook 7H11 ya que este estudio fue anterior al
de las cabras de Guadarrama y en ese momento eran los medios de cultivo que

utilizdbamos de forma rutinaria en nuestro laboratorio.

El objetivo principal del seguimiento bacteriolégico de los animales de la
explotacion fue determinar cuando comienzan a eliminar M.a.paratuberculosis en las
heces, y por lo tanto cuando empiezan a ser un foco de infeccién para el resto del
rebano. En nuestro caso, la infeccion de las cabras de la explotacién con un aislado de
M.a.paratuberculosis del grupo ovino dificulté el analisis bacteriol6gico por lo que
decidimos que en este caso particular la aplicaciéon de técnicas microbiolégicas no

ofrecia datos reales de infeccién de los animales.

2.2. Analisis serologico.

En cada analisis serolégico seguimos la misma pauta de actuacioén: 1) recogida
de sangre de todos los animales de la explotacion por parte del veterinario de la
misma; 2) andlisis del suero con la técnica de Parachek; 3) reuniéon con el ganadero para
analizar los resultados; y 4) separacion fisica de los animales seropositivos y

seronegativos.

A continuacién analizamos los resultados obtenidos en cada uno de los anélisis

serologicos, posteriormente realizamos un andlisis conjunto de los mismos y
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finalmente, comparamos los resultados de animales con la misma edad en los distintos

muestreos para ver la eficacia del programa de control.

2.2.1. Primer analisis serol6gico (Marzo del 2002).

En Marzo del 2002 realizamos el primer andlisis serolégico de la explotacion en
animales nacidos entre 1994 y enero-febrero del afio 2001 (L3). En la tabla 48
detallamos los resultados serolégicos obtenidos en funciéon del afio de nacimiento de

las cabras sin incluir los machos reproductores.

Tabla 48. Resultados serolégicos del muestreo realizado en

Marzo del 2002.
Afio Nacimiento N animales N an‘il}iales % an.ir.nales
muestreados  positivos positivos
1994 8 5 62,5
1995 31 10 32,3
1996 20 11 55,0
1997 51 26 51,0
1998 88 42 47,7
1999 136 49 36,0
2000 244 54 221
2001 123 4 3,3
Total 701 201 28,7

De los 701 animales muestreados un 28,7% fueron positivos. En la figura 32
representamos el porcentaje de animales positivos en cada grupo de edad. Con el color
rojo sefialamos los animales no incluidos en el programa de control y con el color verde

los animales nacidos en la explotacién cuando ya habia comenzado el programa de

control.
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Figura 32. Porcentaje de animales positivos, no incluidos (rojo) e incluidos (verde) en

el programa de control, en el analisis serologico de Marzo del 2002.
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En la grafica de la derecha incluimos el porcentaje de animales positivos
nacidos en el afio 2000 y 2001 desglosados en lotes (C, L1, L2 y L3) como indicamos en
la tabla 49.

Tabla 49. Resultados serolégicos de los lotes analizados en
el muestreo realizado en Marzo del 2002.

N animales N animales 9% animales

Ano nacimiento

muestreados  positivos positivos
C 77 31 12,7
2000 L1 75 20 8,2
L2 92 3 1,2
2001 L3 123 4 3,3

Del total de los animales positivos (n=201), el 86,6% corresponde a animales no
incluidos en el programa de control mientras que el 13,4% restante son animales
incluidos en el grupo Libre (L1, L2 y L3). De los tres grupos nacidos en el afio 2000, el
grupo Control (C) presenta un mayor porcentaje de animales positivos (12,7%) si lo
comparamos con el lote L1 (8,2%) y el L2 (1,2%). En el lote L1 obtuvimos un porcentaje
de animales positivos (8,2%) mayor de lo que esperamos pero esto podria deberse a la
reciente instauraciéon de las medidas de control, ya que el programa comenzé en el
mismo momento del nacimiento de este grupo de animales. A pesar de esto, los
resultados obtenidos en el grupo Libre eran prometedores y un reflejo directo de que

las pautas aplicadas en la explotacién estaban funcionando de forma correcta.

En este muestreo también analizamos 20 machos de la explotacién. Todos los
animales nacidos dentro del programa de control (n=7) fueron negativos, sin embargo

de los trece restantes cinco fueron positivos.

2.2.2. Segundo andlisis serolégico (Enero del 2003).

En la tabla 50 detallamos el nimero de animales analizados (animales nacidos
de 1994 a 2002) y los resultados de serologia obtenidos en el anélisis de Enero del 2003.
En este control serolégico incluimos seis lotes del grupo Libre, del L1 al L6, como

indicamos en la tabla 51.
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Tabla 50. Resultados serolégicos del  Tabla 51. Resultados seroldégicos de los

muestreo realizado en Enero del 2003. lotes analizados en Enero del 2003.
0, 0,

Afonac2 Nanb +szr;; ::,zrsl(; Afonac2 N an.b Tvirsl; _{:;rslé
1994 2 0 0,0 C 56 27 14,3
1995 20 5 25,0 2000 L1 47 15 7,9
1996 5 2 40,0 L2 86 29 15,3
1997 25 4 16,0 L3 117 17 4,5
1998 42 11 26,2 2001 L4 181 14 3,7
1999 43 9 20,9 L5 77 1 0,3

2000 189 7 376 2002 L6 177 2 11

2001 375 32 85 a Afio de nacimiento.
2002 177 5 11 bNumero de animales muestreados.

¢Numero de animales positivos.
Total 878 136 15,5 dPorcentaje de animales positivos.

En este segundo andlisis serolégico el namero total de animales positivos fue de
136, lo que corresponde a un 15,5% de los animales del rebafio. En la figura 33
representamos mediante un histograma el porcentaje de animales positivos en funcién
del afio de nacimiento, representando en la grafica de la derecha los resultados

obtenidos en el grupo Control y Libre dividido en los distintos lotes.

Todos los machos reproductores analizados en este segundo muestreo (n=20)
fueron negativos incluso los tres animales que no habian nacido bajo las pautas de

manejo y control.
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Figura 33. Porcentaje de animales positivos, no incluidos (rojo) e incluidos (verde) en el
programa de control, en el andlisis serolégico de Enero del 2003.
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2.2.3. Tercer analisis serologico (Febrero del 2004).

En Febrero del 2004 analizamos un total de 804 animales (tabla 52) incluyendo 9
lotes del grupo Libre, del L1 al L9 (tabla 53). En este muestreo no habia ningtin animal

nacido en los afios 1994 y 1996.

Tabla 52. Resultados serolégicos del Tabla 53. Resultados serolégicos de los
muestreo realizado en Febrero 2004. lotes analizados en Febrero del 2004.
0 0,
Afionac.2 N an.b +szrsl; -ﬁlzrsl‘; Afionac.2 N an.b +szrsl; :::)rslc'l
1995 9 1 11,1 C 17 5 5,7
1997 11 0 0,0 2000 11 24 7 8,0
1998 24 3 12,5 L2 47 10 11,4
1999 17 4 23,5 L3 76 20 7,5
2000 @ 88 2 250 2001 L4 128 26 9,8
2001 266 53 19,9 L5 62 7 2,6
2002 293 23 7,8 Le6 167 19 6,5
2003 96 2 2,1 2002 L7 80 3 1,0
Total 804 108 13,4 L8 46 1 0,3
a Afio de nacimiento 2003 L9 96 2 2,1

b Namero de animales muestreados
¢Numero de animales positivos
dPorcentaje de animales positivos
En este segundo anélisis serolégico el porcentaje de animales positivos en la
explotacion fue de 13,4%. En la figura 34 representamos el porcentaje de animales

positivos en funcién del afio de nacimiento, asi como los porcentajes obtenidos en los

distintos lotes analizados.
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Figura 34. Porcentaje de animales positivos, no incluidos (rojo) e incluidos (verde) en el
programa de control, en el andlisis serolégico de Febrero del 2004.
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Todos los machos reporductores analizados en este segundo muestreo (n=20)
fueron negativos incluso los tres animales que no habian nacido bajo las pautas de

manejo y control.

2.2.4. Comparacion de los resultados totales de los tres analisis serolégicos.

En la grafica 35 representamos la prevalencia de la paratuberculosis en la
explotacion en los tres anélisis serolégicos realizados. Como se puede observar la tasa
de infeccién en la explotacion ha disminuido, ya que comenzamos el estudio con un
28,7% de animales seropositivos y dos afios después el porcentaje ha disminuido a un
13,4%. El porcentaje de animales seropositivos en la explotacién a pesar de haber
disminuido era mas alto de lo que esperamos tras la aplicacién del programa de
control. Esto puede deberse a que a pesar de que recomendamos al ganadero la
separacion de los animales seropositivos y seronegativos, éste eliminaba o vendia tanto
animales positivos como negativos, dejando siempre algan animal positivo en la
explotacion sin separarlo de los animales negativos de su mismo lote. Por ejemplo, de
los 201 animales positivos del muestreo del 2002 muestreamos 51 en el 2003 lo que
indica que esos animales no se eliminaron de la explotaciéon y ademas seguian en
contacto con animales seronegativos lo que favorecia la transmisiéon de
M.a.paratuberculosis entre los animales. A esto hay que afiadir la presiéon infectiva
ambiental que existe en la explotacién. Este hecho pone de manifiesto la importancia
de la colaboraciéon activa del personal de la explotacién para asegurarnos que las

pautas establecidas dentro de la explotacion se llevan a cabo de una forma correcta.

28,7

20 ~ 15,5 134

% animales positivos
—_
6)]
L

Marzo02  Enero03 Febrero 04
Figura  35. Prevalencia de Ila
paratuberculosis en la explotacién
mediante andlisis serolégico en los tres
muestreos realizados.
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El estudio estadistico de estos datos mediante la prueba de Chi-cuadrado ha
establecido que la diferencia de las seroprevalencias de los dos primeros andlisis
serologicos es significativamente representativo (p=0,01 y p<0,05), mientras que entre
el segundo y tercer andlisis las diferencias no son estadisticamente significativas (p=0,2

y p>0,05).

A pesar de la permanencia de animales seropositivos en la explotacion
podemos observar como el programa de control aplicado ha reducido el nimero de
animales con paratuberculosis en la explotacion lo que se traduce en una disminucién

de la tasa de infeccion para el resto de animales de la explotacion.

2.2.5. Comparacion de resultados serolégicos en funcién de la edad de los animales.

Otra forma de determinar si el programa de control aplicado en la explotaciéon
estd funcionando de manera correcta y el nivel de infeccién disminuye, es mediante el
estudio de los resultados de serologia por grupos de edad, es decir comparar animales
con la misma edad en los distintos analisis seroldégicos (tabla 54). Por ejemplo, en los
animales con dos afios de edad el porcentaje de animales positivos ha disminuido
desde el primer saneamiento en el afio 2002 (22,1%) hasta el altimo saneamiento en el

afo 2004 (7,8%).

Tabla 54. Porcentaje de animales positivos en los tres analisis serolégicos realizados en
funcioén de la edad de los animales.

Edad Marzo 2002 Enero 2003 Febero 2004
an N an. % an. N N an. % an. N N an. % an.
an. positivos positivos an. positivos positivos an. positivos positivos
1 113 1 0,9 177 2 11 96 2 2,1
2 244 54 22,1 375 32 8,5 293 23 7,8
3 146 52 35,6 189 71 37,6 266 53 19,9
4 88 42 47,7 43 9 20,9 87 21 24,1
5 51 26 51,0 42 11 26,2 18 5 27,8
6 20 11 55,0 25 4 16,0 24 3 12,5
7 31 10 32,3 5 2 40,0 11 0 0,0
8 8 5 62,5 20 5 25,0 - -—- -
9 -—- --—- -—- 2 0 0,0 9 1 11,1
Total 701 201 28,7 878 136 15,5 804 108 13,4

En la figura 36 representamos las lineas de tendencia de los resultados en los

distintos afios de muestreo en funcién del grupo de edad. Como se puede observar, la
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disminucién del nimero de animales positivos se produce en todos los grupos de
edad. Esta disminucién del porcentaje de animales positivos repercute directamente en
la presién infectiva de la explotacion, disminuyendo de esta forma las posibilidades de

infeccion de los animales negativos que permanecen en la explotacion.

Marzo 2002 Enero 2003 Febrero 2004
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Figura 36. Prevalencia de la paratuberculosis en la explotacién mediante
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tres muestreos realizados en funcion de la edad de los animales.

2.3. Estudio de los libros genealégicos.

Para el estudio de los resultados de serologia de las madres y su descendencia
incluimos un total de 72 madres nacidas entre el afio 1994 y 1999 (es decir, no incluidas
en el programa de control) y 156 hijas [lote C (n=27), lote L1 (n=10), lote L2 (n=22), lote
L3 (n=37), lote L4 (n=36) y lote L5 (n=24)]. Los datos de la descendencia no sometido al

programa (grupo Control) los analizamos independientemente de la del grupo Libre.

En la figura 37 representamos en rojo los resultados obtenidos en la
descendencia no sometida al programa de control (figura de la izquierda) y en verde
las hijas nacidas en la explotacién una vez instauradas las pautas de manejo y control
(figura de la derecha). Como observamos en la figura de la izquierda, el porcentaje de
hijas seropositivas es mayor en las que han nacido de madres seropositivas (72,7%) que
de seronegativas (37,5%). Sin embargo, en el grupo Libre sometido al programa de
control (figura de la derecha) el porcentaje de hijas seropositivas nacidas de madres
postivas es menor (26,4%) y ademds es préacticamente el mismo que las nacidas de

madres negativas (31,6%). Esto es un reflejo directo de que en el segundo caso, como
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los animales recién nacidos se separan de las madres nada mas nacer, el porcentaje de
positividad se debe tinicamente a la transmisién vertical y la contaminacién ambiental.
Mientras que en el grupo Control este porcentaje es mayor en madres seropositivas
debido a los dos factores citados anteriormente mas que cuando las hijas toman el
calostro directamente de las madres se infectan con M.a.paratuberculosis presente en el
calostro, leche y a una contaminacién fecal de las ubres. Los porcentajes de la
descendencia positiva de hijas incluidas o no en el programa de control (26,4% y 72,7%
respectivamente) se analizaron con la prueba Chi-cuadrado siendo esta diferencia

estadisticamente representativa (p=0.01 y p<0,05).

Hijas Control - @ Hijas Control + [1Hijas Libres - @l Hijas Libres +
809 625 727 80 68,4 73,6
.a 60 ' @ 60
£ 40 B 40 31,6 26,4
) 7 o
28 . % ES 28 |
Madres - Madres + Madres - Madres +

Figura 37. Porcentaje de hijas seronegativas y seropositivas del grupo Control (en rojo)
y Libre (en verde) de madres seronegativas (Madres -) y seropositivas (Madres +) no
incluidas en el programa de control.

También se puede observar que el porcentaje de los animales negativos en la
descendencia no incluida en los programas de control es mayor en madres
seronegativas (62,5 vs 27,3), mientras que en la descendencia que se les administra
calostro artificial el porcentaje de hijas negativas es practicamente el mismo
independientemente del estado sanitario de la madre (684% si la madre es

seronegativa y 73,6% si es seropositiva).

En resumen, con esta grafica podemos observar de una forma clara que la
separacion de los animales de la madre inmediatamente después del parto y la
posterior administracion de calostro artificial influye de forma directa en la evolucién

del estado sanitario de la descendencia.
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2.4. Estudio de la contaminacién ambiental en la explotacion.

En lo que hace referencia a la contaminacién ambiental, este estudio comenzé
en Marzo del 2003 y actualmente forma parte de otra tesis doctoral por lo tinicamente
presentaremos los resultados preliminares obtenidos hasta la fecha. Realizamos dos
muestreos (Marzo y Abril del 2003), y recogimos muestras de la sala de ordefo (suelo,
comedero y amarres), sala de espera (serrin, suelo y pared), paridera (suelo, pared y
parque), nodriza (suelo, tetina, leche y calostro en polvo), agua sin clorar del pozo de la
explotacién, agua clorada, tierra seca, fango de escorrentias, y muestras del suelo y
bebederos de distintas zonas de la explotacion. Realizamos una extracciéon de ADN
directa a partir de estas muestras mediante el protocolo de FastPrep (pagina 113) y la
identificacion la realizamos mediante una PCR para el Género Mycobacterium y la
secuencia de insercion IS900 especifica de M.a.paratuberculosis (pagina 119).
Identificamos M.a.paratuberculosis en la sala de ordefio (suelo y comedero) y la sala de
espera (suelo y pared). Estos resultados confirman la presencia de M.a.paratuberculosis
en la explotacién, por lo que recomendamos al ganadero una limpieza y desinfeccién
de la explotaciéon con superfosfato de cal y virkon principalmente de las zonas

comunes.

En resumen, a la hora de instaurar un programa de control de la
paratuberculosis en una explotacién hay que tener en cuenta principalmente dos
hechos que pueden afectar a los resultados obtenidos mediante las técnicas
inmunolégicas. Por un lado la vacunacién frente a la paratuberculosis que es una
practica habitual en los pequefios rumiantes en Espafa (Corpa et al., 2000b; Garcia
Marin et al., 1999), y en segundo lugar la presencia de una infeccién dual (tuberculosis-
paratuberculosis) en la explotacion. Este hecho es posible en nuestra ganaderia debido
a la importancia de la tuberculosis caprina en Espafa (Aranaz et al., 1999; Gutiérrez et
al., 1995; Liébana et al., 1997). Debido a esto, decidimos disefiar un programa de control
que no implicase la vacunacion para posteriormente poder aplicarlo también de forma

préctica en rebafios infectados doblemente con tuberculosis y paratuberculosis.

Para el disefio del programa tuvimos en cuenta las formas de transmisiéon de la
paratuberculosis siendo la medida més importante, la separacién inmediata de los

animales recién nacidos y la administraciéon de calostro artificial. De esta forma, los
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animales madas susceptibles no entran en contacto con las heces, calostro y leche
contaminada de la madre, asi como la contaminacién ambiental que existe en la zona
de partos. En la tabla 55 detallamos las pautas de manejo y control aplicadas y las

formas de transmisién que interrumpen.

Tabla 55. Programa de control de la paratuberculosis en una explotacion caprina.

Forma de transmisién Pautas de manejo y control
Fecal-oral
- Ubre contaminada con heces - Separacién inmediata de los animales recién nacidos.
- Calostro contaminado - Administracién de calostro artificial.
-Leche contaminada - Lactancia artificial.

- Higiene y desinfeccién de la explotacion.

- Separacion de animales seropositivos y seronegativos.
Utero (vertical) - Reproductoras seronegativas.

Semen - Reproductores seronegativos.

- Contaminacién ambiental

Debido a la cronicidad de esta enfermedad es necesario realizar controles
periédicos en la explotaciéon para verificar que el programa de control esta funcionando
correctamente. En la tabla 56 especificamos los controles realizados, siendo el méas
importante el control serolégico de la explotaciéon para determinar el estado sanitario

de los animales y posteriormente separarlos en funcién de los resultados obtenidos.

Tabla 56. Controles periédicos en la explotacion.

- Separacion de animales seropositivos y seronegativos.
Serolégicos - Seleccién de hembras reproductoras.
- Seleccién de machos reproductores.
- Determinacién de las zonas contaminadas.
- Higiene y desinfeccién de la explotacién.
- Reciclaje de los trabajadores para asegurarnos que las pautas
se aplican de una forma correcta en la explotacion.
- Determinacién del porcentaje de hijas positivas en funcién de
los resultados de serologia de la madre.
- Antes de comenzar el estudio microbiolégico recomendamos
Microbioldgicos la tipificaciéon de los aislados de M.a.paratuberculosis de la
explotacion.

Contaminacion ambiental

Trabajadores

Libros genealégicos

En resumen, el programa de lucha que hemos disefiado basado en la separacion
del neonato de las madres y la instauracién de un sistema de alimentacion de los
animales, ha permitido disminuir la prevalencia de la paratuberculosis en en el rebafio

en un intervalo de dos afos.
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CONCLUSIONES

Primera

Para el aislamiento de Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis en muestras de
origen caprino el medio que ha demostrado una mayor sensibilidad es el de
Lowenstein-Jensen con micobactina, especialmente para el aislamiento de bacterias del
genovar ovino. Por tanto, para el diagnéstico de la paratuberculosis caprina
recomendamos la incorporacién de este medio junto con el Middlebrook 7H11 y el

Herrold con yema de huevo y piruvato sédico.
Segunda

Para el diagnostico molecular de la paratuberculosis la técnica de extraccion del ADN
que se ha comportado como mas eficaz ha sido la de FastDNA Spin Kit for Soil. La
aplicacién de esta técnica junto con el cultivo en los medios anteriormente citados, ha
sido una herramienta adecuada para el diagndstico de la paratuberculosis caprina. Esto
ha sido especialmente cierto en aquellos animales infectados con bacterias

pertenecientes al genovar ovino dado sus dificultades intrinsecas para el cultivo.
Tercera

En las cabras de Guadarrama de la Comunidad de Madrid la paratuberculosis y
tuberculosis representan un problema sanitario y econémico muy importante. Este
hecho deberia traducirse en la aplicacién real de un programa de control y

erradicacion.
Cuarta

El método de eleccién para la caracterizacion molecular de M.a.paratuberculosis es la
electroforesis en campo pulsado. En caso de necesitar un mayor poder de
discriminaciéon recomendamos combinar esta técnica con la de analisis de

polimorfismos genéticos en la secuencia de insercién 1S900.
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Quinta

Para la caracterizacion molecular de M.a.paratuberculosis mediante la técnica de
electroforesis en campo pulsado recomendamos la utilizaciéon de las endonucleasas
SnaBl y Spel que son las que han mostrado una mayor discriminacion en las

condiciones ensayadas.
Sexta

La caracterizacion molecular mediante la electroforesis en campo pulsado permite la
diferenciacion de los aislados de M.a.paratuberculosis en tres grupos: el Tipo I que
incluye aislados pigmentados de M.a.paratuberculosis de origen ovino; el Tipo II que es
el mayoritario e incluye aislados de M.a.paratuberculosis de una gran variedad de

especies animales; y el Tipo III que incluye aislados caprinos de M.a.paratuberculosis.
Séptima

Hemos podido detectar a partir de cabras enfermas de paratuberculosis, aislados de
M.a.paratuberculosis del Tipo II y Tipo III descritos anteriormente. Esta observaciéon ha

de tenerse en cuenta a la hora de disefiar la metodologia de diagnostico.
Octava

La transmision perinatal de M.a.paratuberculosis se ha demostrado como una via muy
eficiente de contagio. Esto ha de tenerse en cuenta a la hora de establecer los

programas de lucha.
Novena

En consonancia con lo anteriormente expuesto, el programa de lucha que hemos
disefiado consiste en la separacion postparto del neonato y la madre, y la cria mediante
el suministro de leche artificial. A pesar de las deficiencias que el tipo de explotaciéon
tenia para la aplicaciéon del programa, ha permitido disminuir la prevalencia de la

paratuberculosis en el rebafio a menos de la mitad en tan sélo dos afios.
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CONCLUSIONS
First

The media that has shown a higher detection rate for the isolation of Mycobacterium
avium subspecies paratuberculosis in caprine samples is the Lowenstein-Jensen media
with mycobactine, especially for the isolation of ovine genotype bacteria. Therefore, is
recommended to incorporate the Lowenstein-Jensen media together with the
Middlebrook 7H11 and Herrold’s egg yolk medium with sodium pyruvate for the

diagnosis of caprine paratuberculosis.
Second

The DNA extraction technique that has proved to be more effective for the molecular
diagnosis of paratuberculosis has been the FastDNA Spin Kit For Soil. The application
of this technique in conjunction with culture in the media previously described, has
been an appropriate tool for the diagnosis of caprine paratuberculosis, especially in
animals infected with bacteria belonging to the ovine genotype considering their

difficulties to culture.
Third

Paratuberculosis and tuberculosis in goats of the Guadarrama breed in the Region of
Madrid represent an important health and economic problem. This fact should be

translated into real application of control and eradication programs.
Fourth

Pulsed-Field Gel Electrophoresis is the method of choice for the molecular
characterisation of M.a.paratuberculosis. When a higher discriminatory power is needed,
we recommend combining it with the restriction fragment length polymorphism

analysis coupled with hybridization to the specific insertion sequence 1S900.
Fifth

For the molecular characterisation of M.a.paratuberculosis by Pulsed-Field Gel
Electrophoresis we recommend the use of the restriction enzymes SnaBI and Spel

which have shown a higher discrimination in the assayed conditions.
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Sixth

Molecular characterisation by Pulsed-Field Gel Electrophoresis allows the
differentiation of M.a.paratuberculosis isolates in three groups; Type I including
pigmented ovine M.a.paratuberculosis isolates; Type II, which is the most common and
includes M.a.paratuberculosis isolates from a wide variety of animal species; and Type

I which includes caprine M.a.paratuberculosis isolates.
Seventh

We have been able to detect Type II and Type III M.a.paratuberculosis isolates
previously described in goats infected with paratuberculosis. This fact has to be taken

into account when designing diagnostic methodology.
Eighth

Perinatal transmission of M.a.paratuberculosis has proven to be a high risk route of
infection. This fact has to be taken into account when implementing programs to fight

the disease.
Ninth

In accordance with the previously described, we have designed a program based on
segregation of neonate from the mother after birth and rearing with artificial milk.
Despite the farm’s deficiencies in the application of the program, the prevalence of

paratuberculosis in the farm has decreased by more than half in only two years.
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RESUMEN

En esta tesis doctoral se han abordado distintos aspectos relacionados con la
paratuberculosis caprina, principalmente la puesta a punto de distintas técnicas
diagnosticas y de caracterizacién molecular, asi como su aplicacién practica en el
estudio de la prevalencia de la paratuberculosis en Cabras de Guadarrama de la
Comunidad de Madrid, y en un programa de control y erradicaciéon de la enfermedad

en una explotacion de cabras de la raza Murciano-Granadina de Toledo.

El diagnoéstico microbiolégico realizado en 87 muestras biolégicas de cabras en
dos fases de cultivo, permiti6 establecer la necesidad de la incorporacion del medio de
cultivo sélido de Lowenstein-Jensen con micobactina (L]) a los medios empleados
hasta entonces de forma rutinaria en nuestro laboratorio: Herrold con yema de huevo
con micobactina y piruvato s6dico (HEYMm-PS), y Middlebrook 7H11 con micobactina
(M). Gracias a la incorporacién de este medio, identificamos 11 muestras positivas que
habian sido negativas anteriormente cuando solamente empleamos los medios de
HEYMm-PS y M. Ademas la mayoria de los aislados de M.a.paratuberculosis
identificados en el medio de L] (90,9%) eran del denominado genovar ovino que se

caracterizan por ser bacterias de crecimiento muy lento y dificiles de aislar.

La identificacion de aislados del grupo ovino en muestras de origen caprino nos
llevé a la aplicacion de técnicas moleculares de diagnoéstico basadas en la extraccion
directa de ADN a partir de muestras bioldgicas y su posterior identificacion mediante
PCR. De las dos técnicas ensayadas, técnica de Captura de la Secuencia Diana y un
protocolo de extraccion de ADN para muestras contaminadas (FastDNA Spin Kit for
Soil, FP), la segunda ofrecié mejores resultados ya que identificé todas las muestras
positivas al cultivo bacteriolégico mientras que la primera técnica dio un resultado
positivo s6lo en un 73,3% de las muestras. La aplicaciéon préctica del protocolo de FP en
94 muestras bioldgicas de cabras del Guadarrama de la Comunidad de Madrid
identificé un 66,7% de las muestras positivas al cultivo microbiolégico pero ademas
identific6 como positivas 11 muestras mas que eran negativas al cultivo. Estas
muestras pertenecian a 9 ganaderias de las cuales en 7 habiamos identificado
M.a.paratuberculosis mediante cultivo en otros animales y la mayoria eran aislados de

M.a.paratuberculosis del genovar ovino. Este hecho pone de manifiesto la importancia
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de la aplicaciéon de pruebas complementarias al diagndstico cuando se trabaja con

animales susceptibles de infeccién con aislados de M.a.paratuberculosis del grupo ovino.

El estudio realizado con 28 rebafios de cabras del Guadarrama de la
Comunidad de Madrid, mostr6 una prevalencia de 42,9% para la paratuberculosis,
10,7% para la tuberculosis y un 21,4% para las infecciones mixtas. La aplicacion de una
técnica diagndstica molecular (FP) complementaria al cultivo incremento el porcentaje
de rebafios positivos a paratuberculosis a un 50%. En este estudio también se aplicaron
técnicas inmunoldgicas de tipo celular (Bovigam) y humoral (Parachek) donde se
obtuvieron porcentajes de rebafios positivos a paratuberculosis y a infecciones mixtas
de un 46,4% y 50% respectivamente. La comparacion de los resultados inmunolégicos
y bacteriolégicos, considerando el cultivo microbiolégico como la prueba de referencia,
pone de manifiesto la necesidad de realizar siempre estudios microbiolégicos para
determinar el estado real de la ganaderia ya que los resultados inmunolégicos
obtenidos no se ajustan a la interpretacién teérica debido en la mayoria de los casos a
la infeccién mixta con M. bovis y M.a.paratuberculosis en los animales. En resumen, las
cifras encontradas en este estudio ponen de manifiesto la relevancia sanitaria y
econémica de la paratuberculosis y tuberculosis en la ganaderia caprina de la
Comunidad de Madrid asi como la necesidad de la instauracion de programas de

control y erradicacion de ambas enfermedades.

Respecto a la caracterizacion molecular de aislados de M.a.paratuberculosis
inicialmente realizamos un estudio con 11 enzimas de restriccion para determinar
cuales eran las mas adecuadas para la aplicacion de la Electroforesis en Campo
Pulsado (PFGE), siendo las enzimas SnaBI y Spel las que ofrecian un mayor poder de
discriminacién. Una vez determinadas las condiciones electroforéticas Optimas
realizamos varios estudios epidemiol6gicos destacando la caracterizacion molecular de
aislados ovinos pigmentados y caprinos de M.a.paratuberculosis. El primer grupo de
aislados se agrupaban en un grupo separado del resto de aislados tipificados formando
el denominado Tipo I que se caracteriza por su crecimiento extremadamente lento y su
preferencia de hospedador por las ovejas. Sin embargo, los aislados caprinos se
agruparon en dos grupos distintos, el Tipo II donde se incluyen también aislados de

M.a.paratuberculosis de distintas especies animales, y el Tipo III que comparte
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caracteristicas con los dos grupos anteriormente citados. Esta es la primera descripcion
de aislados de origen caprino en el tercer grupo que equivale al grupo intermedio
cuando se realiza la técnica de analisis de polimorfismos genéticos (IS900-RFLP). Este
hecho es muy importante y hay que tenerlo en cuenta cuando se realizan
investigaciones epidemiolégicas asi como cuando se aplican programas de control y
erradicaciéon de la paratuberculosis. Después de la aplicacién conjunta de las técnicas
de PFGE e IS900-RFLP recomendamos el empleo de la primera para estudios
epidemioldgicos de paratuberculosis, aunque en los casos en los que se identifique uno
de los perfiles comunes mediante PFGE sugerimos el empleo de una segunda técnica

complementaria como es el IS900-RFLP.

Por ultimo, debido a la importancia de la paratuberculosis en la ganaderia
caprina disefiamos un programa de lucha que tuviese en cuenta las distintas formas de
transmisién de la enfermedad. El programa se basaba principalmente en la separaciéon
inmediata de los neonatos de las madres, la administracion de calostro/leche artificial,
controles serolégicos periddicos del rebafio y posterior separaciéon fisica de los
animales seropositivos de los seronegativos, ademas del empleo de reproductores
negativos a las pruebas seroldgicas. A pesar de las deficiencias que el tipo de
explotacion tenfa para la aplicaciéon del programa, en tan solo dos afios la prevalencia
de la paratuberculosis en el rebafio ha disminuido de un 28,7% a un 13,4%, poniendo
de manifiesto que la aplicacién de estas medidas con unas pautas de manejo adecuadas
en la explotacion reduce el porcentaje de animales positivos disminuyendo
directamente la tasa de infeccion de la explotacion. El estudio de los libros geneal6gicos
resalta la importancia de la separaciéon de los neonatos inmediatamente después del
parto, ya que el porcentaje de animales seropositivos nacidos de madres seropositivas

es mayor en la descencencia no incluida en el programa de control (72,7% vs. 26,4%).
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SUMMARY

In this thesis several aspects relating to caprine paratuberculosis have been
investigated, concentrating mainly on the analysis of several diagnostic and molecular
characterisation techniques and their field application in the study of paratuberculosis
prevalence in Guadarrama goats in the region of Madrid, and in the control and

eradication program of a flock of Murciano-Granadina goats in Toledo.

Bacteriological diagnosis of 87 caprine biological samples in two culture periods
have shown the necessity of incorporating Lowenstein-Jensen solid culture medium
with mycobactin (L]) to the routinely employed media in our laboratory: Herrold’s egg
yolk medium with mycobactin and sodium pyruvate (HEYM-PS) and Middlebrook
7H11 (M). Having incorporated L], we identified 11 positive samples that had been
previously negative when only using the HEYM-PS and M media. Moreover, the
majority of the isolates identified in the L] media (90.9%) were M.a.paratuberculosis
isolates belonging to the ovine group, characterized by being difficult to isolate and for

their slow growth rate.

Identification of ovine group isolates in caprine samples showed the necessity
of applying molecular diagnosis techniques based on direct DNA extraction from
biological samples, and identification by PCR. From the two techniques assayed, the
Sequence Capture and an extraction DNA protocol for contaminated samples (FP), the
second provided better results identifying all the culture positive samples while the
tirst technique identified only 73.3%. In a field study, out of 94 biological samples from
Guadarrama goats in the region of Madrid FP protocol identified 66.7% of the culture
positive samples but also identified as positive 11 more samples which were culture
negative. These samples were taken from 9 different farms, 7 of which were identified
by culture as paratuberculosis positive, and the majority of isolates were from the

ovine group.

The study of 28 flocks of Guadarrama goats in the region of Madrid, showed
prevalence by culture of 42.9%, 10.7%, and 21.4% for paratuberculosis, tuberculosis,
and dual infections respectively. Application of a complementary molecular diagnostic

test (FP) increased the percentage of paratuberculosis up to 50%. In this study
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immunological tests based on cellular (bovigam) and humoral (parachek) responses
were also assayed and positive percentages of 46.4% and 50% were obtained for
paratuberculosis and dual infection respectively. Considering culture as the gold
standard for paratuberculosis, w hen comparing immunological and bacteriological
results the necessity of carrying out microbiological studies to determine the real status
of the animals is shown because results do not agree with he theorical interpretation
mainly due to dual infection with M. bovis and M.a.paratuberculosis in animals. In
summary, the values found in this study show the health and economic relevance of
paratuberculosis and tuberculosis in caprine livestock in the region of Madrid and also

the necessity of control and eradication programs for both diseases.

Regarding molecular characterization of M.a.paratuberculosis isolates, initially
we carried out a study with 11 restriction enzymes to determine which were most
suitable to apply PFGE in M.a.paratuberculosis isolates, with results showing that SnaBI
and Spel have superior discriminatory power. Having determined the optimum
electrophoresis conditions we carried out several epidemiological studies focusing on
the molecular characterization of pigmented ovine and non-pigmented caprine
M.a.paratuberculosis isolates. Philogenetically, the pigmented ovine isolates (Type I)
were found to be different compared to the rest of the typed M.a.paratuberculosis
isolates. This group is characterized by an extremely slow growth rate and a host
preference for sheep. However, caprine isolates grouped in Type II and Type III, Type
I consists of M.a.paratuberculosis isolates from a variety of animal species, and Type III
shares characteristics with the Types mentioned previously. This is the first description
of caprine isolates being found in Type III that corresponds to the intermediate group
described with the restriction fragment length polymorphism technique (IS900-RFLP).
This fact has to be taken into account when carrying out epidemiological investigations
and also when implementing control and eradication programs for paratuberculosis.
After a combined application of PFGE and IS900-RFLP techniques we recommend the
use of PFGE for epidemiological studies of paratuberculosis, although we also
recommend the use of IS900-RFLP technique as complementary when a common PFGE

profile is identified.
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Finally, due to the significance of paratuberculosis in caprine livestock we
designed a control program taking into account the different forms of disease
transmission. The program was mainly based in immediate segregation of neonates
from mothers, administration of artificial colostrum, periodic serologic controls of the
flock and thereafter physical segregation of seropositive and seronegative animals and
the use of seronegative males. This study, having been applied over a 4 year period,
has decreased the infection rate in the farm from 28.7% to 13.4% showing that the
appliance of these measures together with suitable management guidelines decreases
the percentage of positive animals directly affecting the infection rate in the farm.
Genealogical study of the mothers included or excluded from the control program
revealed the importance of immediate segregation of neonates from birth, because the
percentage of positive animals from was higher (72.7% vs. 26.4%) in animals excluded

from the control program.
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1. ABREVIATURAS

A: adenina

ADN: 4cido desoxirribonucleico

AGID: inmunodifusién en gel de agar
ARN: dcido ribonucleico

ARNr: Acido ribonucleico ribosémico
ATCC: American type culture collection
BLAST: basic local alignment search tool
BSA: albimina de suero bovino

C: citosina

CDC: Centers for Disease Control and Prevention
cm: centimetro

CWD: cell wall deficient

CWIL cell wall intact

DNA: 4acido desoxiribonucleico

dNTP: deoxinucleétido

DTE: ditioeritritol

DTT: ditiotreitol

DVR: direct variable repeat

EDTA: acido etilen diamino triacético
EIA: enzimo-inmunoensayo

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay
FC: fijacién del complemento

FP: FastDNA Spin Kit for Soil

g: gramo

G: guanina

GIFN: gamma interferén

h: horas

HE: hematosilina-eosina

HEYMm: herrold’s egg yolk medium sin piruvato
soédico y con micobactina J

HEYMm-PS: herrold’s egg yolk medium con
piruvato sédico y micobactina ]

HEYM-PS: herrold’s egg yolk medium con piruvato

sédico sin micobactina J

HIV: virus de la inmunodeficiencia humana
HPC: cloruro de hexadecilpiridinium

IBD: inflammatory bowel diseases

IDF: Federacion Internacional de Lecheria
IDTB: intradermotuberculinizacién

IMS: separaciéon inmunomagnética

IS: Secuencia de insercion

kb: kilobases

I: litro

LAM: lipoarabinomanano

LJ: Lowéstein Jensen con micobactina

M.: Mycobacterium

M.a.paratuberculosis: M. avium subespecie
paratuberculosis

M: Middlebrook 7H11

Anexo

M: molar

MAC: complejo Mycobacterium avium
MGIT: Mycobacteria Growth Indicator Tube
ml: mililitro

mm: milimetro

mM: milimolar

MOTT: mycobacteria other than tuberculosis
MPIL: multiplex PCR of 1S900 loci

MRI: Moredun Research Institute

NCTC: National Collection of Type Cultures
ng: Nanogramo

nm: nanoémetro

NTM: nontuberculous mycobacteria
OADC: 4cido oleico, albamina bovina, dextrosa
y catalasa

°C: grados centigrados

OREF: open reading frame

p.b.: pares de bases

PANTA: polimixina, anfotericina B, acido
nalidixico, trimetoprim y azlocilina

PBS: tampo6n fosfato salino

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa
PFGE: pulsed-field gel electrophoresis

PPD: protein purified derivative

PPEM: potentially pathogenic environmental
mycobacteria

r.p.m.: revoluciones por minuto

RAPD: random amplification of polymorphic DNA
RDA: representational difference analysis
REA: restriction endonuclease analysis
RFLP: restriction fragment length polymorphism
s: segundos

SC: sequence capture

SDS: dodecil sulfato sédico

T: timina

TAE: tris acetato EDTA

TBE: tris borato EDTA

TE: tris EDTA

TES: tris EDTA salino

TNF-a.: factor de necrosis tumoral

U: unidades

UFC: unidades formadoras de colonias
V/em: voltios por centimetro

V: voltios

VAN: vancomicina, anfotericina B y acido
nalidixico

ZN: Ziehl-Neelsen
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2. REACTIVOS
2.1. Medios de cultivo.

A continuacién detallamos la férmula para un litro de los medios de cultivo

solido y liquidos para el protocolo de paratuberculosis y tuberculosis.
2.1.1. Paratuberculosis.

2.1.1.1. Medio de Middlebrook 7H11 con micobactina (M):

*7H11 agar 2lg

- Asparagina 03¢g

- Glicerol 25 ml
-Micobactina ] 2mg

- Agua destilada estéril hasta 700 ml
-OADC 200 ml
-Suero bovino inactivado 200 ml
Mycobaceria Selectatab 2 tabletas

2.1.1.2. Medio de Herrold’s Egg Yolk Medium con micobactina y piruvato sédico
(HEYMm-PS):

-Peptona 9g

- Cloruro sédico 45¢g
- Agar noble 3g

- Extracto de carne 27¢g
- Piruvato s6dico 41¢g
-Glicerol 27 ml
- Agua destilada estéril 870 ml
-Suspensioén de yema de huevo 100 ml
- Verde malaquita 5ml
-Micobactina J 2mg
Mycobacteria Selectatab 2 tabletas

2.1.1.3. Medio de Herrold’s Egg Yolk Medium con micobactina sin piruvato sédico
(HEYMm): la composicion es la misma que el medio HEYMm-PS pero sin la

incorporacion del piruvato sédico.

2.1.1.4. Medio de Herrold’s Egg Yolk Medium sin micobactina y con piruvato sédico
(HEYM-PS): la composiciéon es la misma que el medio HEYMm-PS pero sin la

incorporacién de la micobactina J.
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2.1.1.5. Medio de Lowenstein-Jensen con micobactina (LJ):

- Almidén de patata

- Asparagina

- Citrato magnésico

- Fosfato monopotasico
-Sulfato magnésico

- Verde Malaquita

- Glicerol

Micobactina J

-Suspensiéon de huevos batidos
- Agua destilada estéril

2.1.1.6. Medio de Middlebrook 7H9:

2.1.2. Tuberculosis.

Middlebrook 7H9

- Tween-80

-Glicerol

Micobactina J

- Agua destilada estéril

‘Medio de enriquecimiento OADC

2.1.2.1. Medio de Coletsos:

- Acido bérico

- Acido sulfarico

- Asparagina

- Azul tornasol
-Cenizas de antracita

- Citrato magnésico
*Cloruro de cobalto
-Cloruro de niquel
-Fécula de patata
-Fosfato monopotasico
-Glicerol

-Glutamato sédico
Oseina

- Piruvato sédico
-Sulfato calcico
-Sulfato de cobre
-Sulfato de galio
-Sulfato de manganeso
-Sulfato de titanio
-Sulfato de zinc
-Sulfato magnésico
-Suspensién de huevos batidos
-Suspension de yemas batidas
-Verde malaquita

18,75 g
225¢g
0375 g
150¢g
015¢g
025¢g
7,50 ml
2mg
625 ml
375 ml

4,7 ¢
0,5 ml
2ml
2mg
hasta 900 ml
100ml

0,08 mg
1 ml
3,6 mg
04¢g
016g
06¢g
0,08 mg
0,08 mg
l6g
24¢
12 ml
16g
64¢g
16¢g
10,1 mg
0,08 mg
0,16 mg
3,2 mg
0,032 mg
0,16 mg
024 ¢g
800 ml
200 ml
032¢g

289



Anexo

2.1.2.2. Medio de Lowenstein-Jensen: la composicion es la misma que el medio de

Lowenstein-Jensen con micobactina (L]) pero sin la incorporacion de la micobactina J.

2.2. Tampones.

Sequence capture
TES (pH 7,4) TE (pH 8)
Tris-HCl pH 7,4 100 mM Tris-HCl 10 mM
Cloruro sédico 150 mM EDTA 1 mM
EDTA 50 mM
Gel de agarosa
Tampén de carga TAE 1X (pH 8)
Glicerol 10% Tris-acetato 40 mM
Azul de bromofenol 0,08% EDTA 1mM
TAE 1X
PFGE
Tampon spheroplasting Tampo6n ESP TBE 10X
Tampon citrato 20 mM EDTA 05M Tris 89 mM
fosfato pH 5,6 Lauril sarcosil 1% Acido bérico 89 mM
EDTA 50 mM ProteinasaK 2 mg/ml EDTA 2mM
Tween 80 0,1%
1S900-RFLP
Desnaturalizaciéon Neutralizacion pH 7,5
Cloruro sédico 1,5M Cloruro sédico 1,5 M
Hidroxido sodico 0,5M Tris pH 7,5 05M
Tampoén A pH 9,5 SSC20X pH?7
Tris-HCl 100 mM Cloruro sédico 3M
Cloruro sodico 300 mM Citrato trisoédico 0,3 M
SSC 0,1X/SDS 0,1% SSC 1X/SDS 0,1%
Cloruro sédico 15 mM Cloruro sédico 150 mM
Citrato trisédico 1,5 mM Citrato trisédico 15 mM
SDS 0,1% SDS 0,1%
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2.3. Iniciadores.

Anexo

Objetivo Nombre Secuencia (5'-3") p.b. Referencia
Sonda Sequence  1S900/150C b-CCG CTA ATT GAG AGA TGC GAT TGG 628 (Vary et al., 1990)
Capture 5749 b-CGC GGC ACG GCT CTT GIT (Englund et al., 1999)
1S900-PCR Kunze TGG ACA ATG ACG GTT ACG GAG GTG G 219 (Kunze et al., 1992)
P91 GGC GTT GAG GTC GAT CGC CCA CGT GAC (Millar et al., 1995)
Sonda 90 GTT CGG CGC CGT CGT CGC TTA GG
1S900-RFLP 91 CCC ACG TGA CCT CGC CTC CA 400 (Sanderson ef al, 1992)
1S1311-PCR M56 GCG TGA GGC TCT GTG GTG AA 608 (Whittington et al., 1998a)
M119 ATG ACG ACC GCT TGG GAG AC (Marsh et al., 1999)
Género Mycgen-F AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 1030 (Edwards et al., 1989)
Mycobacterium Mycgen-R TGC ACA CAG GCC ACA AGG GA (Boddinghaus et al., 1990a)
Complejo TB1F GAA CAATCC GGA GTIT GAC AA .
M. tuberculosis TB1 R AGC ACG CTG TCA ATC ATG TA 372 (Cousins et al,, 1991)
L p19: TAG CGG TCC CGC AGT TTG GC
pig-RDAL0 p20: TCA AGC CGA ACG AGG TGG TCG 218
B . p21: TCG TCC CGT CCC GAT GCT GT
RDA-PCR pig-RDA20 p22: TGA GTC CTG TCG TGC ATG CG 147 (Dohmann et al., 2003)
. p23: TGA AGA GCC CGG ACA AGG GG
pig-RDA30 p24: TAG GTC TCA GTG GTC CAC CAG C 489
f57a GGT CGC GTC ATT CAG AATC .
£57-PCR 57b TCT CAG ACA GTG GCA GGT G 439 (Coetsier et al., 2000)
DMC529 TTG ACA ACGTCA TTG AGA ATCC C: 310
DMC-PCR DMC531 TCT TAT CGG ACT TCT TCT GGC S'. 162 (Collins et al., 2002)
DMC533 CGG ATT GAC CTG CGT TTC AC )

2.4. Enzimas de restriccion.

Enzgna' fie Secuencia Composicion del tampon 10X
restriccion
z;{]l eIII ii?ﬁiﬁ% NETampoén 2 (pH 7,9 a 25°C):
Hinfl GJANTC Tris-HCI 100 mM, MgCl, 100 mM, NaCl 500 mM, ditiotreitol (DTT) 10 mM
NETampén 3 (pH 7,9 a 25°C):
Asel ATITATA Tris-HCI 500 mM, MgCl, 100 mM, NaCl 1 M, DTT 10 mM
Hpal GIT|AAC NETampén 4 (pH 7,9 a 25°C):
Ndel CA|TATG Tris-acetato 200 mM, acetato de magnesio 100 mM,
SnaBI TAC|GTA acetato potasico 500 mM, DTT 10 mM
. NETampén Nsil (pH 8,4 a 25°C):
Nsil ATCGCALT Tris-HCI 100 mM, MgCl, 100 mM, NaCl 1 M, DTT 10 mM
NETampén Sspl (pH 7,5 a 25°C):
Sspl AATIATT Tris-HCI 1 M, MgCl, 100 mM, NaCl 500 mM, 0,25% Triton X-100
SuRE M (pH 7,5 a 37°C):
Dral TTTIAAA 1o HCT100 mM, MgCl, 100 mM, NaCl 500 mM, ditioeritritol (DTE) 10 mM
SuRE H (pH 7,5 a 37°C):
Xbal TICTAGA Tris-HCI 500 mM, MgCl, 100 mM, NaCl1 M, DTE 10 mM
Tampoén O* (pH 7,5 a 37°C):
Bstz171 - GTAJTAC Tris-HCI 500 mM, MgCl, 100 mM, NaCl 1 M, 1 mg/ml BSA
Tampén H (pH 7,5)
Pstl  CIGCALG Tris-HC1 90 mM, MgCl, 10 mM, NaCl 50 mM
Tampén D (pH 7,9)
BstEIL GIGTNAC Tris-HCl 6 mM, MgCl, 6 mM, NaCl 150 mM, DTT 1 mM
SuRE H (pH 7,5)
Poull — CAGICTG Tris-HCl 500 mM, MgCl, 100 mM, NaCl 1 M, DTE 10 mM
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