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1. RESUMEN

La Paratuberculosis o Enfermedad de Johne es una enteritis granulomatosa
crénica de los rumiantes, causada por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis,
comunmente conocido como Mycobacterium paratuberculosis. Esta enfermedad se
caracteriza por poseer un periodo de incubacién de mas de dos afios, infectandose el
animal en los primeros meses de vida, principalmente en el periodo neonatal. La gran
mayoria de los animales infectados la cursan en forma subclinica, lo que dificulta
inmensamente su diagndstico, debido a la baja sensibilidad de los métodos existentes.
El objetivo de este trabajo fue comparar y relacionar dos métodos diagnosticos, uno
bacterioldgico y otro seroldgico, en animales de predios infectados de la Region
Metropolitana, con el fin de aportar con informacién para la implementacién de un

adecuado método de control de esta enfermedad en el pais.

Es asi como se recolectd muestras de sangre y de deposiciones de 136 animales
sintomaticos y asintomaticos procedentes de 2 rebafios lecheros infectados. Las
muestras de suero fueron sometidas a una prueba de ELISA comercial y las muestras de
deposiciones fueron cultivadas en medio de cultivo Herrold modificado con yema de
huevo con y sin Micobactina J. Las muestras de deposiciones fueron procesadas
previamente utilizando como decontaminante fecal el cloruro de hexadecilpiridinium vy
luego se realizd una incubacion con los antibidticos, vancomicina, amphotericina B y

acido nalidixico segun el protocolo descrito por Whitlock y Rosenberger (1990).

El 10,29% de las muestras de deposiciones resultaron positivas al cultivo, siendo
confirmadas como tal, por su lento crecimiento sélo en el medio con Micobactina J (a
partir de la octava semana) y mediante la técnica de tincién de Ziehl Neelsen. El
diagndstico seroldgico mediante la prueba de ELISA detecté un 83,8% de animales
positivos. En este estudio hubo un alto porcentaje de muestras de cultivo contaminadas
con hongos (44,85%), lo que resulté en una falta de asociacién entre la prueba del
cultivo fecal y la prueba de ELISA. El andlisis estadistico mostrd que no existe asociacion

entre las técnicas empleadas (P < 0,0001; kappa = 0,029).



La alta tasa de contaminacion de los cultivos se debid principalmente a que en
algunas muestras se utilizd tubos, que en vez de tapa rosca, poseian un tapdén de
algoddn cardé y que estaban ademas sellados con cinta “Parafiim”®. El 90% de las
muestras contaminadas correspondié a este tipo de tubos. Ademas un grado alto de
contaminaciéon siempre es esperable, debido a que se trabaja con material fecal. Para
mejorar la técnica, se sugiere probar el método propuesto por Stabel (1997), quien

propone el uso de antibidticos (vancomicina y acido nalidixico) en el medio de cultivo.



2. SUMMARY

Paratuberculosis or Johne’s disease is a cronic granulomatose enteritis, which
affects mainly ruminants and is caused by Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, commonly known as Mycobacterium paratuberculosis. 1t is
characterized by a long period of incubation of over two years, being the animals
infected during their first months of life and specially when they are newborn. Most of
the infected animals are subclinical, which strongly difficults the diagnosis, due to the
low sensitivity levels of the existing diganostic techniques. The objective of this study
was to compare and relate a bacteriological diagnostic technique and a serological one,
applied to animals from infected herds from the central region of Chile (Region
Metropolitana), in order to contribute with scientific information for the creation of an

adequate control program for paratuberculosis in Chile.

Blood and fecal samples were collected from 136 symptomatic and non-
symptomatic animals from two infected dairy herds. Fecal samples were cultured in
Herrold “s modified medium with egg yolk and with and without mycobactin J. Fecal
samples were previoulsy treated after Whitlock and Rosenberger’s protocol for
decontamination, using hexadecylpyridinium chloride and also an incubation in half
strengthed brain heart broth with an antibiotic solution (vancomycin, amphotericin B

and nalidixic acid). Blood samples were tested with a comercial ELISA kit.

10,29% of the cultured samples were positive, being classified as such due to
their slow growth only in the tubes containing mycobactin J (after the eighth week) and
confirmed through the Ziehl Neelsen technique. The ELISA test detected 83,8% of
positive samples. A big problem in this study was the high percentage of contaminated
culture samples (44,85%), which was the reason for the lack of association of the ELISA
test with the fecal culture. The statistical analysis showed and confirmed our suspicion

that there is no association possible in this study (P < 0,0001; kappa = 0,029).

The high rate of contamination was due to the usage, in some cases, of tubes

without screw on caps. These tubes were sealed only with a hydrophobic cotton and



parafiim® tape. 90% of the contaminated samples corresponded to this kind of tube. A
high rate of contamination is always expected when working with fecal samples. As a
solution, we suggest to try the technique proposed by Stabel (1997), who includes

antibiotics (vancomycin and nalidixic acid) in the culture medium.



3. INTRODUCCION

La Paratuberculosis o Enfermedad de Johne es una entidad infecto contagiosa
crénica, causada por Mycobacterium paratuberculosis, que cursa con una enteritis
granulomatosa. Su diseminacién es lenta, tanto entre animales como en el mismo
animal, posee un periodo de incubacion de mas de dos afios y afecta principalmente a
rumiantes. Su cultivo bacterioldgico es lento, demorandose entre 4 y 6 meses para su
confirmacion y es exigente necesitando medios especiales y selectivos, ademas de la

adicion de Micobactina J.

La enfermedad tiene distribucién mundial y su presencia se ve favorecida en
climas templados y con factores de riesgo, como alta densidad animal y manejo
inadecuado. En Chile se describe por primera vez en 1958 por Grinbergs y Caorsi, en un
trabajo publicado por la Universidad Austral de Chile. Desde entonces se sospecha que
la enfermedad afecta endémicamente, pero no se han realizado estudios respecto su
distribucion. La determinacion de su prevalencia es dificil debido a la gran cantidad de
casos subclinicos. En el Gltimo tiempo los Médicos Veterinarios dedicados a la
produccién de leche han visto incrementado los casos clinicos y han creado la
preocupacion en ellos y en los productores. Recientemente en 2001, en el Laboratorio
de Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile se ha incrementado la demanda del diagndstico seroldgico por
ELISA y se ha aislado el agente desde intestino de caprinos sospechosos de cursar un

cuadro clinico y de deposiciones de bovinos seropositivos .

La transmision se produce en el periodo neonatal por ingestién de heces
contaminadas, especialmente en terneros menores de un mes que se amamantan de
pezones sucios con deposiciones 0 que pastan en praderas contaminadas. Los terneros
mayores de seis meses se hacen mas refractarios a la infeccién experimental. Se ha
informado de infecciones congénitas y de la excrecion de la bacteria en la leche,

calostro, secreciones uterinas y semen.

“ Comunicacién personal Dr. Pedro Abalos



En otras especies rumiantes existen algunas diferencias. Los caprinos por
ejemplo, pueden infectarse experimentalmente cuando adultos por lo que se sospecha
que este fendmeno ocurriria también en estado natural. Se ha descrito la transmision
entre especies de rumiantes (bovinos, ovinos, caprinos, cérvidos y camélidos
sudamericanos). Existen otras mycobacterias dependientes de micobactina, similares a
M. paratuberculosis, las cuales se han aislado en el ser humano, postulandose su

potencial rol zoondtico.

La importancia econdmica de esta enfermedad radica en las pérdidas de
animales, disminucién de la produccién de carne y de leche, gastos por tratamientos y

restricciones comerciales y arancelarias.



10

4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Agente

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis es una pequeha bacteria
intracelular, gram positiva, acido-alcohol resistente y anaerobia facultativa. En 1895
Johne y Frothingham identificaron bacilos acido-alcohol resistentes asociados a cuadros
clinicos de enteritis crénica en bovinos, describiendo asi por primera vez este agente. En
1990 se le clasificd como Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis, aunque
sigue denominandosele cominmente como M. paratuberculosis. Posee homologia
antigénica y genética con otros dos miembros de la especie, M. avium subespecie avium
y M. avium subespecie silvaticum (Thorel et al, 1990). Con Mycobacterium avium
subsp. avium presenta mas del 99% de homologia del ADN vy las secuencias del ARNr
16s son idénticas entre estos dos organismos. El Unico elemento genético que los
diferencia es la secuencia de insercidn 1S 900, que existe sblo en M. paratuberculosis. Es
justamente este elemento gendmico el que se utiliza para el diagndstico mediante la
técnica de la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR). La gran similitud antigénica
con M. avium, conlleva muchas veces a diagndsticos equivocados, sobre todo cuando se
utilizan pruebas inmunoldgicas que buscan anticuerpos o que detectan citoquinas
(Manning y Collins, 2001). Una caracteristica especial de este agente infeccioso es su
alta dependencia del hospedero y su calidad de parasito intracelular obligado, debido a
que requiere de una fuente de hierro para su crecimiento y multiplicacién. Ademas para

su cultivo /n vitro es necesaria la adicién de Micobactina J (Kennedy et al., 2001).

Las experiencias de campo y de laboratorio indican que existen diferencias entre
los organismos causantes de Paratuberculosis en las distintas especies de hospederos.
Comunmente la enfermedad ocurre en una especie pero no ha sido observada en todas
las especies susceptibles que pastan juntas. Esta diferencia estaria asociada a la

diversidad genética del agente infeccioso y establecida mediante el uso de enzimas de
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restriccion, las que han permitido detectar polimorfismo en el largo de los fragmentos o

segmentos de restriccion (RFLP, por su sigla en inglés) (Kennedy et al,, 2001).

Mediante esta metodologia se han establecido 3 tipos principales del agente
infeccioso, el bovino (C), el ovino (S) y el intermedio (I), los cuales a su vez han sido
divididos en subtipos (Pavlik et a/., 1999). La preferencia de hospederos por parte de los
distintos tipos de M. paratuberculosis es importante en el manejo de la enfermedad en
rebafios mixtos. La Paratuberculosis en bovinos, caprinos y camélidos se da
preferentemente por el tipo C, mientras que los ovinos suelen infectarse por el tipo S.
Aunque algunos tipos tienen una fuerte preferencia por un determinado hospedero, esto

no es absoluto y estos tipos pueden infectar diferentes especies (Kennedy et a/., 2001).

4.2 Hospedero

El M. paratuberculosis infecta a un amplio espectro de hospederos, siendo mas
frecuente en rumiantes como bovinos, ovinos, caprinos, cérvidos y camélidos
sudamericanos, tanto domésticos como silvestres. Ademas ha sido aislada de una gran
variedad de hospederos como aves ("woodpidgeons"), cerdos, rinocerontes, conejos y
primates. En humanos, se sospecha que el agente infeccioso tendria un rol en el
desarrollo de la Enfermedad de Crohn, patologia intratable que cursa con enteritis

cronica (Kennedy et al., 2001).

Un estudio realizado en Escocia ha revelado la presencia de este agente
infeccioso en al menos 10 especies no rumiantes (comadreja, tejon, cuervo, especies de
roedores, zorro y liebre, entre otras). Se ha postulado la existencia de ciclos silvestres,
lo que podria socavar los esfuerzos de programas de control y erradicacion, al no
contemplar este factor, que facilitaria la diseminacién de la enfermedad entre distintos
planteles (Beard et al., 2001).

No se describe predileccidn hacia ganado de leche o de carne. Es asi como en

ciertos paises existe mayor prevalencia en el ganado lechero como consecuencia de
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manejos intensivos, y en otros es mas frecuente en ganado de carne debido a los

movimientos que se realizan entre rebafios (Kennedy et al., 2001).

4.3 Enfermedad

La Paratuberculosis es una enfermedad principalmente subclinica. Tiene un
periodo de incubacion extenso y los signos clinicos son sélo una manifestacion terminal
de la infeccidn, que se da sdlo en una pequefia minoria de los animales infectados. Los
principales factores que contribuyen al inicio de la etapa clinica son probablemente la
edad del animal al momento de la infeccion y la dosis de infeccion. Un rango de otros
factores de riesgo se han propuesto como factores aceleradores o precipitantes del
inicio de la etapa clinica. Estos incluyen la explotacidon intensiva, suelos acidos, mala
nutricion, stress por transporte, lactancia, parto, deficiencia de elementos esenciales e
inmunosupresion por agentes como el virus de la Diarrea Viral Bovina (Kennedy et al.,
2001).

En bovinos los signos clinicos rara vez aparecen antes de los 2 afnos de edad y en
la mayoria de los casos se desarrolla entre los 2 y los 6 afos de edad. En todo caso, el
rango esta sesgado por las practicas de eliminacidén de animales y las edades en las que
se han encontrado signos clinicos varia entre los 0,5 y los 15 afos (Chiodini et al.,
1984). La probabilidad de que la infeccién por M. paratuberculosis se establezca y
persista en un individuo dependera de su estado innato de susceptibilidad o resistencia,
de su estado inmune, de la carga bacteriana, de la cantidad de veces que ha estado
expuesto, de la duracion de cada exposicion y de la infectividad y patogenicidad de una
cepa de mycobacteria para cada especie de hospedero (Chiodini, 1996; Sweeney,
1996).

La principal ruta de contagio es la via oral, sobre todo durante los primeros
meses de vida, aunque Stehman (1996) ha descrito ademas la infeccién fetal en
caprinos y ovinos. La enfermedad clinica es afebril y se caracteriza por una diarrea

crénica intratable, que en algunos casos puede ser intermitente, originando una baja de
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peso progresiva que lleva a un estado de emaciacion. Se presenta ademas edema
submandibular y pelaje hirsuto, todo esto, a pesar de que el animal presenta buen
apetito. Los animales que entran en la etapa clinica generalmente mueren. La diarrea

no es tan evidente en los pequenos rumiantes (Clarke, 1997).

La duracion de la fase clinica varia desde semanas hasta meses. Una mejoria
temporal puede ocurrir al retirar a los bovinos afectados de la pradera, para
alimentarlos en base a alimento seco. La diarrea puede ser continua o intermitente con
marcada tendencia a la mejoria en la prefiez tardia y reaparicién en forma severa luego
del parto (Chiodini et a/., 1984).

Algunos autores han clasificado a los individuos de los rebafos infectados en

cuatro grupos (Larsen, 1973; Clarke, 1997):

e (linicamente enfermos son aquellos animales que presentan signos clinicos, son

fuertes diseminadores del agente infeccioso y presentan altas tasas de anticuerpos, y

una baja respuesta inmune celular.

¢ Diseminadores asintomaticos (subclinicos) son los animales que no presentan signos

clinicos en la fase subclinica tardia, excepto por una disminucién en la produccién
lactea. Son diseminadores moderados y poseen una respuesta inmune celular y
humoral moderada. En la fase subclinica temprana no hay signos clinicos, existe
diseminacion leve e intermitente, y presentan una alta respuesta inmune celular,

pero bajas tasas de anticuerpos.

e Los animales portadores se encuentran en una fase latente, que no puede ser
diagnosticada mediante métodos inmunoldgicos, ni por cultivo fecal. La biopsia de
nodulos linfaticos mesentéricos permiten realizar el diagnostico (Benedictus y

Haagsma, 1986). No existe diseminacidon y no hay respuesta inmune detectable.

e Existe ademas la categoria de animal resistente no infectado. Estos animales han

desarrollado una respuesta inmune protectora, que conduce a una eliminacion

completa de la bacteria (Chiodini et al, 1984). Desafortunadamente, hasta el
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momento, no se ha desarrollado un criterio diagndstico que permita separar a este

grupo de los portadores asintomaticos.

El gran problema de esta enfermedad es que la mayoria de los animales
infectados no presentan el cuadro clinico, lo que dificulta su estudio epidemioldgico y su
control. Se ha estimado que por cada caso clinico, existen 25 casos subclinicos, de los
cuales sélo 9 son detectables mediante las pruebas diagnosticas utilizadas (Whitlock et
al., 1991).

De todas maneras existen algunos estudios que estiman prevalencias reales a
nivel animal del 3-7% y a nivel de rebafo del 31-71%. Sin embargo, en el 87,5% de los
rebafos positivos, esa positividad estaria dada sélo por 1 animal infectado (Kennedy et
al., 2001).

Los signos clinicos reflejan el dafio que ocurre en el intestino. Su alteracion afecta
la funcionalidad digestiva y de absorcion, causando el sindrome de malabsorcion
intestinal. Los electrolitos y otros nutrientes osmdticamente activos permanecen a
mayores concentraciones en el lumen, causando la retencion del agua. A través de la
pared intestinal dafada, se pierde también albimina sérica. Debido al acimulo de
nutrientes que llegan al colon, se produce su fermentacion y liberacién de productos
anormales que llevan a un olor particular en las deposiciones (Hoffsis et a/., 1990). En
respuesta a la invasidn masiva de la pared intestinal por M. paratuberculosis ocurren
reacciones inmunes en la mucosa intestinal que la engrosan y la corrugan, afectando su

estructura y funcionalidad, lo que contribuye a la diarrea crénica (Kennedy et a/., 2001).

Las lesiones patoldgicas clasicas que se pueden encontrar en bovinos incluyen la
mucosa del ileon corrugada y engrosada con nddulos mesentéricos engrosados y
edematosos y vasos linfaticos distendidos. Entre los hallazgos histopatoldgicos clasicos
se incluye un infiltrado granulomatoso extenso de los vellos intestinales, abundantes
células multinucleadas gigantes (células de Langhans) e innumerables bacilos acido-

alcohol resistentes intracelulares (Buergelt et al., 1978).
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En relacion con de la enfermedad, en ganado bovino, se ha observado un
aumento significativo en la incidencia de mastitis, infertilidad y un mayor lapso inter-
parto (Johnson-Ifearulundun et a/.,, 1996). Las vacas infectadas presentarian un balance
nutricional negativo mas profundo en el postparto, producto de la disminuida capacidad
de absorcion de nutrientes, por el dafio intestinal que esta enfermedad genera. Ademas
los animales infectados tendrian una menor expectativa de vida (Johnson-Ifearulundu y
Kaneene, 1997).

El tratamiento de la enfermedad con antibidticos no es econdmicamente viable ni
recomendable, debido a que M. avium subsp. paratuberculosis presenta una alta
resistencia. Ademads, la terapia debe extenderse por un largo periodo, pero
inevitablemente la enfermedad recurre una vez terminada la terapia (Kennedy et al.,
2001).

4.5 Supervivencia del agente en el ambiente

Uno de los mayores desafios en el control de la enfermedad es la gran capacidad
de supervivencia del agente en el medio ambiente. Es asi como se describe una
viabilidad de varios meses en areas contaminadas e incluso de 17 meses en el agua
(Larsen et al., 1956).

El organismo ha sido aislado de numerosas fuentes tanto en ambientes externos
(praderas) como internos (salas de ordefio) (Whitlock et a/., 1991), asi como también de

moscas tanto en mataderos como de praderas (Kennedy et a/., 2001).

Los suelos acidos favorecen la presencia del agente debido a que la acidez afecta
la solubilidad del hierro encontrandose este mas disponible. Es por esto que como
practica de control se recomiende la aplicacion de cal sobre las praderas, ya que se ha
visto que donde se realiza, la tasa de incidencia es menor (Johnson-Ifearulundu y
Kaneene, 1999).
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M. paratuberculosis es resistente a las concentraciones de cloro que se aplican en
la potabilizacién del agua, pero es susceptible al hidroxido de sodio al 1-5% (Collins et
al, 2001) y también a altas temperaturas que reducen drasticamente su viabilidad
(Kennedy et al, 2001). Estudios recientes cuestionan que esta bacteria sea
eficientemente eliminada en el proceso de pasteurizacion de la leche, lo cual es
importante si consideramos su posible participacion en la Enfermedad de Crohn (Stabel
etal., 2001).

4.6 Transmision y excrecion

La principal via de excrecion y de diseminaciéon es a través de las heces, pero
también se describe la presencia de esta mycobacteria en la leche, calostro, fluidos
uterinos y en menor concentracion en el semen. M. paratuberculosis habita
principalmente el intestino delgado de su hospedero y a medida que la infeccidn
progresa, la concentracion del agente en las heces aumenta drasticamente,
incrementandose la efectividad de transmision de la enfermedad. El ndmero de
organismos excretados por gramo de deposicidn de vacas afectadas y de ovejas con
infeccién subclinica multibacilar es aproximadamente de 10® organismos por gramo de
deposicion (Chiodini et al., 1984; Whittington et a/., 2000). A medida que la infeccién
progresa, el bacilo se disemina por el resto del cuerpo y la enfermedad puede ser
detectada en distintos drganos como higado, bazo y nddulos linfaticos de los pulmones,
de la cabeza y de la glandula mamaria. Ademas, la concentracion del agente aumenta

también en la leche, calostro y semen (Whitlock y Buergelt, 1996; Pavlick et a/., 2000).

Stehman (1996) describe la transmisién transplacentaria y afirma que
aproximadamente el 10% de las vacas con infeccidn subclinica producen fetos
infectados. Por otra parte, la mitad de las vacas con infeccion clinica producirian fetos

infectados (Sweeney, 1996).

Los pezones sucios con deposiciones, la propia leche y/o calostro contaminado,

calostro almacenado de otras hembras infectadas o la posibilidad de amamantamiento
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cruzado con otras vacas infectadas constituyen las principales fuentes del agente para

los terneros. Estos estaran recibiendo dosis de M. paratuberculosis durante todo el

periodo de lactancia, para luego continuar ingiriéndolo al pastar sobre praderas

contaminadas (Kennedy et a/., 2001).

4.7 Diseminacion

Dentro de los posibles mecanismos de diseminacion de la enfermedad, Kennedy

et al., (2001) describen:

Movimiento de animales: Este seria el mecanismo mas importante. Las razones

incluyen el compartir toros con otros predios, compra de vaquillas de reemplazo, el
traslado de animales a exhibiciones y/o ferias y el dejar que pasten mas alla de los
limites del predio. Los animales de mayor riesgo son las vaquillas infectadas, ya que
son introducidas en gran numero a los rebafios, permanecen por periodos

prolongados y tienen contacto intimo con sus crias y con otros neonatos.

Practicas de abono y fuentes de agua contaminadas: Este factor es el segundo mas

importante, debido posiblemente a altas cargas en las deposiciones y sumando el
hecho de que la bacteria sobrevive por mucho tiempo en el agua, hacen que la
transmision mecanica a través de drenajes de zonas fertilizadas o por comunicacién

de vias de aguas servidas entre predios sea muy efectiva.

Praderas: Las praderas se contaminan facilmente al ser fertilizadas con efluentes o
deposiciones, como asi también por los mismos individuos infectados que se

I\\

encuentran pastando. El “soiling” también se describe como fuente de infeccion.

Semen y Embriones: El riesgo por esta via es muy bajo, aunque si se debe tener

cuidado con las hembras receptoras, ya que a través de la placenta, el endometrio o

los fluidos uterinos pueden infectar al concepto.
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e Equipos: Equipos como tractores y otros vehiculos de transporte potencialmente
pueden diseminar al M. paratuberculosis, si es que acarrean trozos grandes de
deposiciones. El riesgo presentado por esta via es menor, pero puede ser alto en

predios infectados que los utilicen en la zona de crianza de terneros.

e Otros productos animales: Leche cruda y calostro de rebafios infectados pueden

contener M, paratuberculosis, proveniente de la glandula mamaria misma o de
contaminacién fecal, y podrian ser vehiculos de diseminacidn intra- e inter-rebafios,
e incluso para otras especies, si se usan para alimentar y criar animales jovenes. Por

ende se recomienda no realizar esta practica.

4.8 Diagnadstico

La respuesta inmunoldgica que primero se desarrolla ante una infeccién por M.
paratuberculosis es de tipo celular. Especificamente ocurre una respuesta por parte de
linfocitos TH1, llamada “tuberculoide”, que se caracteriza por una infiltracion tisular
linfocitica y produccion de interferon gamma, interleukina 2 y el factor de necrosis
tumoral alfa, que en conjunto serian las encargadas de mediar esta inmunidad celular
necesaria para contener la infeccion. La fase TH1 es la que predomina en la etapa
subclinica , la cual puede durar meses a afos, estando el bacilo contenido en
macrdfagos y granulomas. Los signos clinicos tipicos de la Paratuberculosis aparecen al
comenzar la etapa TH2 o “lepromatosa”. No se conoce como se gatilla el inicio de esta
etapa. Los linfocitos TH2 estimulan la produccion de citoquinas (interleukinas 4, 5, 6 y
10), coordinando una respuesta humoral, la cual no es protectora ni detiene el progreso
de la enfermedad. En esta etapa, la bacteria comienza a diseminarse por el cuerpo del
animal (Manning y Collins, 2001).

En términos diagndsticos, la fase de produccion de interferon gamma, de
interleukina 2 y de factor de necrosis tumoral alfa es tempranamente detectable, siendo
la fase humoral la atil para el diagnostico tardio, una vez que el animal ya estd

diseminando al agente (Kennedy et a/., 2001).
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Debido a que la mayoria de los individuos infectados son subclinicos, la deteccidn
de animales positivos a Paratuberculosis depende principalmente de las pruebas
diagndsticas disponibles. Las pruebas utilizadas detectan al agente o respuestas
inmunoldgicas ante la infeccion (como anticuerpos, citoquinas o lesiones). El gran
inconveniente de las pruebas disponibles es su baja sensibilidad, la cual puede ser de
0% en estados tempranos de infeccién hasta sobre 80% en casos avanzados. En
promedio, las pruebas disponibles poseen una sensibilidad del 20 al 45%. Por lo tanto
gue un animal salga negativo a la prueba no significa que esté libre de infeccion. En
términos de especificidad, en teoria ni el cultivo fecal, el PCR o la histopatologia
debieran generar falsos positivos. Para la prueba de ELISA de absorcion y el test de
Inmunodifusién en gel de agarosa (AGID) se describen especificidades de sobre el
99,5%, por lo cual se recomiendan para realizar un tamizaje y asi disminuir al maximo

los falsos positivos (Kennedy et a/., 2001).

4.8.1 Deteccion del agente

En el animal vivo infectado y con cuadro clinico, la muestra mas Util son las

deposiciones, debido a la alta concentracion de la bacteria en ellas.

Los métodos usados son (Kennedy et al., 2001):

e Tincién directa de un frotis de deposiciones: Se realiza una tincidn para encontrar

bacilos acido-alcohol resistentes (tincién Ziehl-Neelsen). Esta prueba tiene una baja
sensibilidad y especificidad. Ademas se pueden confundir con bacterias saprdfitas

apatdgenas. La ventaja es que es facil de realizar, rapida y de bajo costo.

e Tincién directa de una impresidn de tejido: Las muestras utilizadas pueden ser de

ileon y nddulos linfaticos mesentéricos (pueden obtenerse “postmortem” en la
necropsia 0 como biopsia por laparotomia en un animal vivo). Se realiza la misma
tincion para bacilos acido alcohol resistentes. Esta técnica tiene las mismas

desventajas y ventajas que la anterior, pero posee mayor sensibilidad.
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e Cultivo desde deposiciones o tejido: Esta prueba es definitiva para Paratuberculosis

por ser muy selectiva. La especificidad debiera ser del 100% y no deberia de haber

falsos positivos.

El microorganismo ha sido exitosamente aislado de una amplia variedad de
especies animales, sin embargo la sensibilidad de los ensayos varia. Asi, algunas cepas
de M. paratuberculosis son mas dificiles de aislar que otras (por ejemplo las de ovinos o
del bisonte), requiriendo tiempos de cultivo mas prolongados o medios de cultivo
enriquecidos. Se pueden encontrar otras especies de mycobacterias en muestras de
deposicion, y es por eso que todos los aislamientos deben confirmarse como M.
paratuberculosis a través de métodos micobactina dependientes (crecimiento
Unicamente en medio suplementado con Micobactina J, un quelante de hierro, requerido
para el crecimiento /in vitro por M. paratuberculosis) y/o a través de la deteccion del

segmento IS900 con una prueba genética validada como el PCR (Kennedy et al., 2001).

El aislamiento no puede obtenerse rapidamente, debido al lento crecimiento de
este organismo. Tanto el método de cultivo convencional (12-16 semanas) como el
radiométrico (5-8 semanas) son efectivos para el aislamiento del organismo, cuando son
realizados por laboratorios con experiencia (Collins et al, 1990; Sockett et al, 1992;
Whittington et al, 1998; Whittington et al, 1999). La diferencia del tiempo que
transcurre entre cada método, se debe al proceso de identificacion. En el método
convencional, los tubos son inspeccionados hasta que se detecte alguna colonia. En el
cultivo radiométrico, un equipo electronico monitorea las botellas para encontrar
productos del metabolismo de las bacterias que contengan C14. El método radiométrico
toma menos tiempo, debido a que los productos del metabolismo son detectables antes
de que se empiecen a formar colonias de tamafo lo suficientemente grandes para ser
detectadas a simple vista. Existen varios otros métodos automatizados para la deteccién
de mycobacterias que se utilizan en medicina humana y que estan siendo evaluados
para su uso veterinario. La gran ventaja de estos métodos sobre el radiométrico es que

no utilizan radioisétopos (Kennedy et a/., 2001).
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El método del cultivo es til tanto para muestras de tejido como para muestras
de deposicion. A la necropsia se deberian tomar muestras para cultivo asi como también
para realizar un examen histopatoldgico, a modo de maximizar la posibilidad de
confirmar el diagndstico de la infeccidon causada por M. paratuberculosis. A pesar de que
la distribucidon del organismo en el cuerpo del hospedero varia entre los individuos y
entre las especies, el ileon, el yeyuno, el ciego, los nddulos linfaticos ileocecales y
mesentéricos, garantizan una buena muestra para el cultivo desde tejido (Kennedy et
al., 2001).

4.8.1.1 Identificacion del aislamiento

Los métodos usados son (Kennedy et al., 2001):

o Identificacién fenotipica: M. paratuberculosis requiere de Micobactina J, un

sideroforo necesario para obtener hierro del medio, en el aislamiento in vitro. La
muestra se incuba en un tubo con medio con micobactina y en uno sin micobactina.
Si se encuentran bacterias acido-alcohol resistentes, de crecimiento lento, sélo en el
medio con Micobactina J, o si hay una marcada diferencia en el grado de crecimiento
entre ambos tubos, el organismo en cuestion es clasificado como M.

paratuberculosis.

e Identificacion genotipica (Pruebas sobre la base de PCR para secuencias de

insercidon): La secuencia de inserciébn IS900, es considerada Unica de M.
paratuberculosis. Cuando se utiliza para confirmar la identidad de una bacteria acido-
alcohol resistente, aislada desde un cultivo, la sensibilidad de la prueba es de 100%
y la especificidad bordea el 100%. Sin embargo existen reportes de falsos positivos
debido a “primers” no especificos, lo que amerita seguir analizando la muestra
cuando aparentemente se recupera a M. paratuberculosis desde circunstancias

inusuales o no esperadas.
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e Analisis de tipificacion genotipica molecular: Se ha avanzado bastante en establecer

un protocolo estandarizado para el fingerprinting del ADN de cepas de WM.
paratuberculosis, utilizando polimorfismo del largo de segmentos de restriccion
(RFLP por su sigla en inglés). Por ejemplo, el método se puede aplicar a cepas de
diferentes hospederos y distintos lugares geograficos, para proveer de perfiles
genéticos que puedan ser Utiles en el andlisis de la epidemiologia molecular de la

Paratuberculosis.

4.8.2 Deteccion de la respuesta inmune

e Respuesta humoral

Existen tres ensayos comunes para la deteccién de anticuerpos:
- AGID (Inmunodifusién en gel de agarosa)
- FC (Fijacion del complemento)
- ELISA (Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas)

Muchos autores han utilizado la histopatologia o el cultivo fecal para caracterizar
el verdadero estado de infeccidn, el cual luego utilizan como referencia para comparar
los resultados de pruebas seroldgicas. Esta aproximacion tiene sus desventajas,
principalmente por la intermitencia de la eliminacion de M. paratuberculosis por las
deposiciones y la frecuente indetectabilidad de lesiones, en las etapas tempranas de la
enfermedad. Como resultado se obtienen variados reportes de sensibilidad de estas
pruebas seroldgicas, uno para animales subclinicos y otro para enfermos clinicos. En los
casos subclinicos se obtienen tasas de sensibilidad menores y en los casos clinicos,

mayores valores (Kennedy et al., 2001).

Los ensayos seroldgicos tienen su principal funcionalidad como métodos de
tamizaje, es decir, para establecer el estado de infecciébn de una poblacién (hay

infeccion/no hay infeccion). Debido a la lenta diseminacion de la Paratuberculosis, los
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disefadores de programas de control recomiendan que el tamizaje de una poblacion
esté enfocado hacia animales igual o mayores a los 2 afios, a modo de maximizar el

valor diagndstico del tamizaje (Kennedy et al., 2001).

La prueba mas utilizada es el ELISA de absorcion, debido a que es mas sensible
que la AGID y la FC. Ademas es mas especifico que la FC ya que posee una etapa previa
de absorcién de anticuerpos inespecificos. La especificidad del ELISA debiera ser sobre
el 99%. La sensibilidad en cambio varia con la etapa de infeccion en la cual se
encuentre el animal. Asi se describen sensibilidades del 22% para animales subclinicos
que no diseminan y en contraparte sensibilidades del 86% en infectados con signologia
clinica (Kennedy et a/., 2001)

e Respuesta celular

Se describen dos ensayos que detectan inmunidad celular. La prueba
intradérmica con PPD de M. paratuberculosis o Johnina y la prueba del interferén
gamma bovino. En general la prueba del PPD no se recomienda por su baja
especificidad. La prueba del interferdn gamma tampoco ha tenido éxito masivamente y

se utiliza mas que nada en investigaciéon (Kennedy et al., 2001).

Se han utilizado otras pruebas de diagndstico entre las que se cuentan: PCR,
inmunofluorescencia indirecta, radioinmunoensayo, inhibicion de la migracion de
macrdfagos, transformacion de leucocitos, pero con poca utilidad practica (Kennedy et
al., 2001).

4.8.3 Histopatologia

Los hallazgos histopatoldgicos incluyen infiltracidn granulomatosa extensa de las
vellosidades intestinales, abundantes células gigantes multinucleadas y la presencia de
gran cantidad de bacilos acido-alcohol resistente. Las lesiones pueden no ser

detectables al inicio de la infeccién y también se puede dar el caso de que no se
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presenten en todas las zonas recomendadas para tomar la muestra (Kennedy et al.,
2001).

4.9 Control

Debido a que la enfermedad de Johne no tiene tratamiento efectivo conocido que
se justifique econdmicamente, las medidas preventivas constituyen el punto principal en
el control de esta enfermedad. Existe un conjunto de medidas de control que pueden
ser adoptadas individual o conjuntamente. Las medidas que se empleen en un
programa de control deberan elegirse segun su factibilidad de ser aplicadas y debieran

ser respaldadas por un criterio cientifico (National Johne “s Disease Program, 1996).

Lo mas utilizado son las clasicas practicas de manejo como mantener un
ambiente limpio, sobre todo donde estaran los recién nacidos, asegurar de que los
neonatos ingieran calostro libre de M. paratuberculosis, separarlos lo antes posible de
sus madres, ojala 12-24 horas después de nacidos y criarlos en un ambiente limpio, en
donde no tengan contacto con heces de animales adultos infectados. Se puede lograr
un buen nivel de control combinando las distintas medidas preventivas y sobre todo,
respetando las normas establecidas en los programas de control, como el realizar

seguimientos periddicos y detectar los predios positivos (Kennedy et al., 2001).

La practica de eliminar del rebafo a los individuos o grupos enteros infectados
depende de los métodos diagndsticos empleados, por lo tanto existira un alto porcentaje
de falsos negativos que quedaran en el predio, debido a las bajas sensibilidades de las
pruebas. Esta practica tiene poca efectividad si no es acompafiada de otras medidas de
manejo para prevenir la exposicion de los animales susceptibles. Otra alternativa posible
es generar dos rebanos, uno infectado y otro libre y manejarlos separadamente. Para
que las medidas adoptadas sean efectivas, se requiere de la cooperacion y
comunicacién entre el gobierno, los productores, los veterinarios y las demas personas

involucradas en la aplicacién de estas medidas. Se han desarrollado vacunas atenuadas
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y bacterinas, pero no producen buena inmunidad ni impiden la infeccion de todos los
individuos. (Kennedy et a/., 2001).

4.10 Pérdidas economicas

Las pérdidas econdmicas en bovinos de lecheria debido a la Paratuberculosis se

pueden dividir en directas, indirectas e inaparentes.

En los costos directos se incluyen los debidos a la enfermedad clinica, a

infecciones subclinicas y a los generados por programas de control.

e (Costos por enfermedad clinica:

Los costos por enfermedad clinica incluyen las pérdidas previas a la eliminacién
del animal debido a la pérdidas en produccidon lactea, costos de examenes y de
tratamientos. Pérdidas por eliminacion o muerte del animal, debido a un menor valor
comercial de la canal y el uso ineficiente del capital. Pérdidas debido a eliminacién o

muerte prematura, debido a la utilidad que se esperaba obtener de ese animal.

Las vacas de alta produccion, infectadas con M. paratuberculosis, estan mas
propensas a desarrollar el estado clinico de la enfermedad (Doyle, 1956; Desmecht,
1975; Benedictus et al., 1987). Muchos estudios describen una disminucion del 15-20%
de la produccidn lactea en la Ultima lactancia en vacas con Paratuberculosis clinica
(Buergelt y Duncan, 1978; Benedictus et al., 1987; Johnson-Ifearulundu et al., 1996).
La mala absorcidn causa una menor eficiencia de conversion alimentaria, por lo que un
animal infectado debe comer mas que un individuo sano, por unidad de produccion

(Kennedy et al., 2001).
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e (Costos por infeccion subclinica:

Vacas con Paratuberculosis subclinica producen hasta 6% menos leche que en la
penultima lactancia previa a la eliminacion (con menor contenido de grasa y proteina) y

hasta 16% menos en la Ultima lactancia (Benedictus et a/,, 1985; Wilson et al., 1996).

Otras pérdidas producto del estado subclinico de la enfermedad, pueden ser causados
por mayores tasas de mastitis e infertilidad, como también producto de mayores tasas
de eliminacidon de animales (Merkal et al., 1975; Abbas et al,, 1983; Wilson et al., 1996;
Johnson-Ifearulundu et al., 1996). Las pérdidas econdmicas comienzan usualmente a

partir de la segunda lactancia (Wilson et a/., 1996).

e (Costos por control:

Los costos del control de la Paratuberculosis consisten en los costos de servicios
veterinarios, en costos de programas de pruebas diagndsticas y en los costos del cambio
de manejo por parte de la mano de obra contratada, especificamente destinada a las
instalaciones de crianza. Sin embargo estos cambios de manejo pueden resultar en el

control de otras enfermedades (Kennedy et a/.,, 2001).

Los costos indirectos de la Paratuberculosis resultan de las restricciones en el

mercado, de las pruebas diagndsticas en animales que se exportan o que se
comercializan en el mercado doméstico (aranceles del laboratorio y del veterinario) y de
los fondos para la investigaciéon de la Paratuberculosis. Los costos de incorporar
practicas de manejo preventivas como la crianza de grupos y los centros de crianza
artificial, son otra fuente de pérdida econdémica. Animales de planteles o areas
infectadas pueden sufrir sanciones econdmicas o ser obligados a ser vendidos sélo para

el sacrificio (Kennedy et a/., 2001).

Otras formas de pérdidas, menos obvias, son los costos inaparentes que incluyen

la pérdida de potencial genético producto de la eliminacién temprana y de las
restricciones de comercio. Asi como los productores de animales de reemplazo de

predios infectados pueden estar limitados a vender genética superior, los duefios de
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predios no infectados deseosos de mantener su estatus sanitario, al poseer rebanos
totalmente cerrados, limitan su acceso a genética superior. Sélo una seleccion limitada
desde rebanos negativos puede ser una alternativa para estos productores
(Groenendaal et al., 1999).

Existen pocos antecedentes de la enfermedad en Chile y aunque luego de su
primer aislamiento en el sur (Grinbergs y Caorsi, 1958), se realizaron estudios de su
presencia en la zona central mediante serologia, pruebas cutaneas y cultivo de
deposiciones en la década del 70 (Mercado, 1975; Cortés, 1976), recién en los ultimos
afos se esta reconociendo a la enfermedad como un problema, solicitdndose el
diagnostico de laboratorio con mayor frecuencia. Es en este escenario en el que se
desea aportar con antecedentes sobre la relacidn entre, presencia de anticuerpos y de la
bacteria en las deposiciones, a modo de contribuir con informacién para la

implementacion de planes de manejo de esta enfermedad en el pais.
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5. HIPOTESIS

La presencia de anticuerpos contra Mycobacterium paratuberculosis en bovinos

es indicio de eliminacion de la bacteria en sus deposiciones.

5.1 Objetivos
General
- Relacionar la presencia de anticuerpos contra Mycobacterium paratuberculosis y
el aislamiento bacterioldgico desde deposiciones bovinas.
Especificos

- Detectar anticuerpos mediante una prueba de ELISA (Enzyme linked

immunosorbent assay) en rebafios sospechosos de tener la enfermedad.

- Aislar Mycobacterium paratuberculosis desde muestras de deposiciones de

bovinos seropositivos y seronegativos contra la bacteria.

- Comparar estadisticamente los resultados obtenidos por una prueba de ELISA y

del cultivo bacterioldgico desde deposiciones.
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6. MATERIAL Y METODO

6.1 Rebanos lecheros

Se seleccionaron dos rebafios lecheros donde se habia detectado previamente
anticuerpos contra M. avium supsp. paratuberculosis y en los cuales hay antecedentes
clinicos y patolégicos de la presencia de la enfermedad, ubicados en la Region
Metropolitana. Dentro de estos, se seleccionaron 136 vacas lecheras que tuvieran al
menos una lactancia. A los rebafios seleccionados se les procedio a realizar previamente
una prueba de ELISA para estratificar a los animales segun el resultado. Del rebafio A se
utilizaron 44 animales y del rebafio B 92. A los individuos seleccionados se les tomd
nuevamente una muestra de sangre para realizar una segunda prueba de ELISA, el

mismo dia que se tomaron las muestras de deposiciones para realizar el cultivo fecal.

6.2 Tamano muestral

El tamafio de muestra calculado correspondié a 136 animales, considerando un error
alfa de 5%, una diferencia de 10%, una potencia de 80% Yy una prevalencia estimada
de 15% (Fleiss, 1981).

6.3 Muestras

De cada animal seleccionado se obtuvo simultdneamente una muestra de
deposicidon y una muestra de sangre. Las muestras fecales se obtuvieron por via rectal
mediante una manga de palpacion rectal limpia y seca que posteriormente se dio vuelta
para mantener la muestra en su interior, sellandola con un nudo hecho con la misma
manga. Cada muestra se rotulé con el nimero de identificacién del animal, y se guardd
en una caja isotérmica para su transporte hasta el laboratorio de Enfermedades
Infecciosas de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile, donde fueron mantenidas en refrigeracion para su procesamiento 24 horas mas

tarde. Las muestras de sangre se obtuvieron por puncidn de la vena coccigea en tubos
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“Vacutainer®"” estériles en cantidad aproximada de 5 ml por animal; una vez en el
laboratorio, se obtuvieron los sueros por centrifugacion y fueron procesados

inmediatamente.

6.4 Examen bacteriologico
6.4.1 Medio de Cultivo

Se utilizd el medio de cultivo recomendado por el Australian Standard Diagnostic
Techniques (Stephens, 1987) para el aislamiento primario de M. avium subsp.
paratuberculosis que corresponde al medio Herrold modificado con yema de huevo y
con y sin Micobactina J (Allied Monitor, Inc., USA) en tubos de agar inclinado con tapa
rosca y también en tubos con tapén de algodon cardé, sellados con “Parafilm®”. Entre
otros componentes, este medio lleva verde de malaquita como antifingico y Micobactina
J cuya funcidn es dejar el hierro disponible para el uso de M. paratuberculosis. La

composicion y modo de preparacion del medio de cultivo se presentan en el Anexo 5.

6.4.2 Procesamiento de la muestra

El procesamiento de la muestra de deposicion se realizd siguiendo las
recomendaciones del Australian Standard Diagnostic Techniques (Stephen, 1987) y con
las modificaciones propuestas por Whitlock y Rosenberger (1990) que permiten una
mejor eficiencia en la recuperacion de la bacteria. Una muestra de 2-5 gramos de
deposicion se colocd en un tubo con 15 ml de solucion salina estéril, se agitod y se dejé
decantar por 30 minutos. 5 ml de sobrenadante fue transferido a un tubo de
centrifugacion estéril conteniendo 25 ml de Cloruro de Hexadecylpyridium (HPC) al
0,9% en caldo cerebro corazén diluido a la mitad de la concentracion normal y se
incubd por 24 horas a 37°C. Luego el tubo se centrifugd a 900 x g durante 30 minutos.

El “pellet” obtenido se resuspendid en 1ml de caldo cerebro corazon diluido a la mitad
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de la concentracién normal con vancomicina (100ug/ml), acido nalidixico (100ug/ml) y

amphotericina B (50ug/ml) y se incubd por 48 horas a 37°C.

Cada tubo con medio de Herrold fue inoculado con aproximadamente 100ul del
sedimento obtenido. Se inocularon tres tubos por muestra, uno sin Micobactina J y dos

con Micobactina J.

6.5 Examen Serologico

Para la deteccion de los anticuerpos séricos contra M. avium subsp.
paratuberculosis se utilizd una prueba de ELISA, del laboratorio comercial SVANOVA®

Biotech (Suecia) de acuerdo al siguiente procedimiento recomendado por el fabricante.

6.5.1 Preparacion de las muestras

Las muestras de suero se diluyeron en una solucién buffer, utilizando una puntilla
desechable diferente para cada muestra y luego agitadas antes de transferirlas a la
microplaca. Los sueros fueron diluidos 1:100 con una solucion buffer de PBS-Tween

(Phosphate buffer saline) (5ul de suero en 495ul de diluyente).

6.5.2 Procedimiento

Antes del ensayo, todos los reactivos se llevaron a temperatura ambiente y se
mezclaron suavemente en un “vortex”. Cada ensayo consistié de los siguientes pasos

secuenciales:

a) Dilucion de cada muestra y de los controles en una relacion de 1/100 con el
buffer PBS-Tween.
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b) Seleccién en la microplaca() de los pocillos para los controles (negativo y
positivo) afiadiendo luego 100ul de cada control previamente diluido. Se utilizd

los controles en duplicado.
c) Adicidn de 100ul de las muestras diluidas en los pocillos seleccionados.

d) Sellar la microplaca e incubar por 30 minutos a temperatura ambiente (18-25°C)

sobre un agitador de placas.

e) Escurrir las placas con buffer PBS-Tween. Llenar los pocillos (minimo 300ul) en
cada lavado, vaciar todo el liquido de los pocillos y golpear fuertemente la

microplaca para eliminar el resto de liquido. El lavado se repite 3 veces.

f) Afadir 100ul del conjugado HRP (Horseradish peroxidase)-IgG-anti-bovino a cada

pocillo.

g) Sellar la placa e incubar por 30 minutos a temperatura ambiente (18-25°C) sobre

un agitador de placas.
h) Escurrir la placa con buffer PBS-Tween (repetir el punto e).

i) Afadir 100ul de solucién sustrato a cada pocillo. Incubar por 10 minutos a
temperatura ambiente (18-25°C). Comenzar con la cuenta regresiva cuando el

primer pocillo es llenado.

j) Detener la reaccién afadiendo 50ul de solucidn “Stop” en el mismo orden en que

se llenaron los pocillos con la solucién sustrato.

k) Mover fuertemente la placa. Dentro de 15 minutos luego de afiadir la solucién
Stop, se debe medir la absorbancia o densidad optica (DO) de las muestras y de

los controles a 450nm en un lector de ELISA. Se blanquea con aire.

! El antigeno viene pegado a la microplaca.
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6.5.3 Calculo e interpretacion de resultados

Para obtener una validacion de los resultados del ensayo, antes de calcular e
interpretar los resultados de las muestras, los valores DO de los controles se deben

comparar con el siguiente criterio de aceptacion:

e Criterio de aceptacion para el Control Positivo y Control Negativo

Los valores duplicados deben tener una DO >1.00, y no deben diferir entre ellos
en mas de 25% . En el caso del control negativo su PP (Porcentaje de positividad) debe
ser <10%. Si cualquiera de estos criterios no se cumple, la prueba no es valida y se

debe repetir.

e (Calculo del Porcentaje de Positividad (PP)

PP = promedio de la DO de la muestra x 100

Promedio de la DO del control positivo

e Interpretacion de los resultados de las muestras

PP Interpretacion
> 53 Positivo
32-52 Sospechoso
<31 Negativo

Si bien este “kit” entrega valores positivos, sospechosos y negativos, para efecto
del andlisis estadistico, los sospechosos fueron transformados a valores positivos o

negativos solamente. Esto se hizo distribuyendo a los sospechosos segun su porcentaje
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de positividad, respecto al promedio del criterio para clasificar a un animal como
sospechoso. De esta manera, todos los sospechosos con un porcentaje de positividad
igual o superior a 42 fueron reclasificados como positivos y los que se encontraban con

un valor inferior a este rango, como negativos.

6.6 Analisis estadistico

Analisis estadistico mediante Prueba de Hipdtesis para muestras asociadas
(McNemar) mediante la distribucién de X? y determinacién de la fuerza de asociacién

mediante indice kappa.
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7. RESULTADOS

7.1 Examen bacteriologico de deposiciones
7.1.1 Cultivo

El aislamiento de M. avium subsp. paratuberculosis fue posible utilizando como
medio de cultivo el de Herrold modificado con yema de huevo. De los 136 animales
muestreados, 14 dieron positivo al cultivo, correspondiendo a un 10,29% de las
muestras. En el rebafo A, donde se muestrearon 44 animales, 3 dieron positivo,
correspondiendo al 6,82%. En el rebafio B, 11 animales salieron positivos, siendo el

11,96% de los 92 animales muestreados.

El criterio utilizado para declarar como positivo a una muestra fue el desarrollo de
varias colonias blanquecinas pequefias o bien algunas de mayor tamafio, a partir de la
octava semana de incubacién y sdlo en los tubos con Micobactina J. Ademas cada caso
fue confirmado mediante la técnica de tincidn de Ziehl-Neelsen, Util para la deteccion de

bacterias acido-alcohol resistente.

Uno de los principales problemas de este estudio fue la alta tasa de
contaminacién de los tubos. El porcentaje de tubos contaminados fue de 44,85%,
siendo de 22,73% en las muestras del rebafo A y 55,43% en las muestras del rebafio
B. Del total de tubos contaminados, el 16,4% correspondié a tubos con tapa rosca y el

restante 83,6% correspondid a tubos sin tapa rosca.
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Tabla 1 Resultados del cultivo bacteriologico

Animales
Resultado del Cultivo Rebaio A Rebaino B Total
Positivos 3 11 14
Sin crecimiento 31 30 61
Contaminados 10 51 61
Total 44 92 136

7.2 Examen serologico
7.2.1 ELISA

Del rebafo A se obtuvo 44 muestras positivas al ELISA y del rebafo B, 70
positivas y 22 negativas.

Tabla 2 Resultados del ELISA SVANOVAQ®

Animales
Resultado del ELISA Rebaiio A Rebaiio B Total
Positivos 44 70 114
Negativos 0 22 22
Total 44 92 136
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7.3 Analisis estadistico

El analisis estadistico mediante la prueba de McNemar, demostré que no existe
asociacion entre el resultado del cultivo fecal y los resultados obtenidos en el ELISA
SVANOVA®. Esto se demuestra por el bajo valor de p obtenido, que fue de P < 0,0001.

Concordantemente la fuerza de asociacién fue pobre, con un valor de kappa = 0,029.

Debido al alto porcentaje de muestras contaminadas en el estudio, calculamos si
habia asociacion entre los resultados del ELISA SVANOVA® y soélo las muestras no
contaminadas del cultivo bacterioldgico. Los resultados de la prueba de McNemar
mostraron que no hay asociacidon entre ambas pruebas, con un valor de P < 0,0001. La

fuerza de asociacién fue pobre con un valor de kappa = 0,028.
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8. DISCUSION

En este trabajo fue posible aislar Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis desde deposiciones de bovinos de lecheria utilizando el método
propuesto en Australian Standard Diagnostic Techniques (Stephens, 1987). Aunque en
un porcentaje menor de lo esperado, se logré un resultado positivo en 14 muestras
(10,29%) de las 136 analizadas. Tal como se indica en la literatura (Collins, 1994) las
colonias comenzaron a hacerse visibles a partir de la 8" semana de incubacion,
presentando la morfologia clasica descrita para Mycobacterium paratuberculosis (O.1.E.,
1996), caracterizadas por ser pequefias (1Imm de diametro), incoloras, transllicidas y
hemisféricas, ademas de poseer bordes redondos y parejos y una superficie lisa. Se
observo que en algunos casos se desarrollaron colonias de mayor tamafio y en menor
nimero por tubo, fendmeno que estaria dado por la carga inicial en la muestra de
deposicion. Si en la muestra hay gran cantidad de bacterias, estas creceran hasta
formar varias colonias que iran limitando su tamafio. En cambio, si la carga bacteriana
inicial es menor, la cantidad de colonias formadas sera menor, teniendo mas espacio

para crecer y asi formando colonias mas grandes.

Desafortunadamente en este trabajo se obtuvo un alto nimero de tubos
contaminados, especialmente con hongos. Esto a pesar de la utilizacion de un
decontaminante y de antibidticos en el precultivo. Se estima que la causa mas probable
seria la utilizacion de algunos tubos sin tapa rosca, llevando un tapdn de algodon cardé
y un sello de “Parafilm ®”. Esta contaminacion fue visible alrededor de la 6® semana de
incubacion y fue visible el hecho que comenzd desde el tapén, propagandose hacia el
otro extremo del tubo. La contaminacidon de tubos con tapa rosca fue mucho menor y
esta correspondié exclusivamente a agentes bacterianos, que no fueron inhibidos por la
etapa de decontaminacion previa ni por el precultivo con antibidticos. Un grado alto de
contaminacién siempre es esperable cuando se trabaja con material fecal. El 90% de los

tubos contaminados correspondieron a los sin tapa rosca.
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Segun Collins (1996), el hecho de centrifugar la muestra para obtener una mayor
concentracion de la bacteria, inevitablemente genera también una concentracion de
agentes contaminantes. Esto podria explicar el alto grado de contaminacién alcanzado,
pero nuestra contaminacion fue mayoritariamente de tipo externa, es decir, por agentes

que no se encontraban en la muestra.

Tal vez una medida que puede aminorar tan alto grado de contaminacion, es la
propuesta por Stabel (1997) quien incluye en el medio de cultivo 2 tipos de antibidticos

(acido nalidixico y vancomicina a concentraciones de 50ug/ml).

La experiencia de este estudio, nos obliga a recomendar que sdlo se utilicen
tubos con tapa rosca para disminuir el grado de contaminacion con agentes externos.
Debido a que se trabaja con deposiciones, la contaminacién interna es muy probable de
ocurrir, por lo que recomendamos seguir el protocolo de preparacion de la muestra
propuesto por Whitlock y Rosenberger (1990) y ademas sugerimos probar la utilizacién

de antibioticos en el medio de cultivo (Stabel, 1997).

En el diagndstico seroldgico de Paratuberculosis se obtuvo un porcentaje alto de
animales sospechosos al ELISA, los cuales no podian ser incluidos en el analisis
estadistico. Se considera que el rango para sospechosos dado por SVANOVA® es muy
amplio (32-52, un 20% dentro de la escala de valores de porcentaje de positividad) por
lo que se optd por establecer un “cut-off” intermedio de 42%. Esto nos permitio
transformar a los sospechosos en positivos y negativos. El criterio utilizado por
SVANOVA® de establecer tan amplio margen de sospechosos, resulta en una omision
automatica de todo falso positivo o falso negativo, ya que estos se incluyen en este
rango. Por lo tanto, podriamos decir que al establecer este nuevo “cut off” estariamos

aumentando hasta cierto punto tanto la sensibilidad como la especificidad.

Llama la atencién la gran cantidad de resultados positivos al ELISA SVANOVA®,
el cual utiliza el antigeno lipoarabinomannan (LAM). El “kit” no contiene un antigeno de
Mycobacterium phlei que utilizan otros productos comerciales para purificar el suero de

anticuerpos contra otras micobacterias y que podrian interferir en los resultados
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generando falsos positivos. Una vez realizado el cultivo, en 31 de las muestras (70,45%)
del rebafio A que dieron positivo a este ELISA no obtuvimos crecimiento bacterioldgico
en cultivo. En el rebaifio B, hubo 22 muestras (23,91%) con estas caracteristicas. En
total se detectaron 53 muestras (38, 91%) positivos en la prueba de ELISA pero
negativos al crecimiento en cultivo. Este hecho nos hace cuestionar la prueba de ELISA
del laboratorio SVANOVA®, puesto que entrega un alto nimero de resultados positivos

de los cuales esperabamos obtener también un resultado positivo en el cultivo.

El hecho de que hubo un alto nimero de cultivos contaminados, que fueron
considerados dentro de los resultados negativos, pudo interferir en este resultado, pues

no sabemos si en alguno de ellos estaba presente Mycobacterium paratuberculosis.

Cuando consideramos el eliminar a los contaminados, a modo de observar que
ocurria con la asociacion, tampoco entregd un resultado satisfactorio. Esto podria
explicarse por la drastica disminucion del nimero de muestras (de 136 a 75, una

disminucion del 44, 86% de las muestras), lo que no permitiria un analisis correcto.

En un estudio similar en nuestro pais obtuvieron un 7,6% de contaminacion
solamente y un 16% de resultados positivos al cultivo bacteriolégico. Ademas,
compararon dos pruebas de ELISA, una del laboratorio IDEXX® y otra del laboratorio
SVANOVA®. La prueba IDEXX® entregd un 8% de resultados positivos versus un
16,8% entregado por el “kit” SVANOVA®. Ellos concluyeron que el ELISA IDEXX® tuvo
igual sensibilidad que el SVANOVA®, pero una mayor especificidad y una mayor

concordancia con el cultivo fecal (Soto, 2001).

Algunos autores como Collins (1996) y Whitlock et a/. (2000) encontraron en sus
estudios que efectivamente existe asociacion entre presencia de anticuerpos vy
eliminacion de la bacteria en las deposiciones. Segun estos autores, a medida que en el
animal infectado se desarrolla la enfermedad, aumenta también la probabilidad de
encontrar al agente en las deposiciones y de obtener resultados positivos a una prueba
de ELISA.
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9. CONCLUSIONES

1.

La técnica de aislamiento mediante el medio de cultivo de Herrold modificado con

yema de huevo y Micobactina J resultd efectiva para el aislamiento de la bacteria.

La contaminacion en este estudio resultd alta en tubos sin tapa rosca, por lo que
recomendamos la utilizacion de tubos que tengan tapa rosca. Sugerimos utilizar
el procedimiento de decontaminacion previa descrita por Whitlock y Rosenberger
(1990) y experimentar la adicion de antibidticos al mismo medio de cultivo, segun
Stabel (1997).

No se logrd establecer una asociacion entre la presencia de anticuerpos y la

diseminacion de la bacteria por las deposiciones.
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11. ANEXOS

ANEXO 1

Resultados del cultivo bacteriolégico del rebano A

C = Contaminado

Animal Nr.

Resultado

2562

2616

2633

2640

2667

2736

2756

2758

2770

2771

2800

2856

2871

2891

2901

2905

2907

2909

2922

2938

2939

2961

2969

2990

2993

3019

3035

3039

3057

3071

9204

9300

9312

9314

47



9322

9354

9401

9422

3035

2922

9401

2736

2905

2939

ellellelielielelk

48



ANEXO 2

Resultados del cultivo bacteriologico del rebaino B

C = Contaminado

Animal Nr.

Resultado
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ANEXO 3 Resultados de la prueba de ELISA SVANOVA® del rebaio A

Animal Nr.

Resultado
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ANEXO 4 Resultados de la prueba de ELISA SVANOVA® del rebaino B

Animal Nr.
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ANEXO 5 Composicion y preparacion del medio de cultivo de Herrold
modificado con yema de huevo y Micobactina J (Stephens, 1987)

Para la preparacion de 500 ml de medio de cultivo de Herrold modificado
con yema de huevo y Micobactina J se requiere de los siguientes materiales:

1 Frasco con tapa rosca de 1000 mli

Dosificador

Tubos con tapa rosca

Etiquetas para rotular

Lapiz marcador

Agua destilada deionizada 500 ml

NaOH (0,1 M)

Micobactina J (MJ)

Etanol 75%

4-6 Huevos (“spf” o de gallinas que no han recibido antibidticos)

e Atrapa yemas

e Verde malaquita 2% autoclavada 2,6 ml
e Proteosa peptona 450¢g
e NaCl 2,25 ¢
e Agar 7,509
e Extracto de carne 1,359
e Glicerol 13,5 ml
e Piruvato de Na 2,00 g

Preparacion:

Proteosa peptona, NaCl, Agar, Extracto de carne, Glicerol y Piruvato de Na se
deben disolver en 445 ml de agua destilada deionizada y se debe ajustar el pH en
7,2 con NaOH.

Se debe reconstituir la Micobactina J con etanol a una concentracion de 1mg/ml,
y transfiriendo 1 ml al medio.

El siguiente paso es autoclavar el frasco a 121°C por 20 minutos.
Luego se deja enfriar en bafio termorregulado a 60°C y se afiade asepticamente 30
ml de yema de huevo. Se debe esterilizar la superficie de cada huevo,
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sumergiéndolos en etanol al 75% por 30 minutos. Luego se hace una abertura de 1
cm® en un extremo con una pinza estéril. Se debe separar la clara de la yema, sin
romper la yema (para esto se puede utilizar un atrapa yema). A continuacion se
agrega 1,3 ml de verde malaquita al 2%. Se debe mezclar bien, para luego proceder
a repartir asépticamente con un dosificador especial, 5 ml de medio Herrold en
tubos estériles con tapa rosca, los cuales posteriormente deben ser tendidos.



