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RESUMEN.

La enfermedad de Johne es una infeccidn contagiosa, cronica, debilitante y usualmente
fatal, que afecta a los rumiantes. Provoca una enteritis granulomatosa con compromiso
primario del intestino y es causada por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

Se cultivé una muestra de materia fecal en medios con y sin micobactina, y luego de
obtener crecimiento de colonias se comprobd la presencia de bacilos acido alcohol
resistentes. Por PCR se detectd la presencia de la secuencia de insercion 1S900,
confirmandose la presencia de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

INTRODUCCION

La enfermedad de Johne, conocida como paratuberculosis fue reportada por primera vez
por Johne y Frotinghan (1895) (Silvia et al., 2004). La enfermedad es causada por un
bacilo 4acido alcohol resistente denominado Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP)

La paratuberculosis, afecta a rumiantes domeésticos y salvajes, cursa como una enteritis
granulomatosa infecciosa de manera subclinica con un largo periodo de incubacion,
cuyos signos y manifestaciones clinicas se presentan en la fase final de la infeccion.
Estos solo representan la parte visible del problema ya que existe una proporcion del
hato que no muestran signos aparentes, aunque son portadores de la enfermedad.

M. paratuberculosis es similar, pero no genéticamente relacionada a Mycobacterium
tuberculosis y Mycobacterium bovis. MAP esta 99% relacionada genéticamente a
Mycobacterium avium subsp. avium, pero tiene diferentes caracteristicas fenotipicas
como: 1) crecimiento lento, 2) requiere se le adicione un transportador quimico de
hierro conocido como micobactina cuando crece in vitro, 3) forma colonias rugosas en
medios de cultivo solidos, y 4) infecta a mamiferos en lugar de aves. También, la
distribucion medioambiental del MAP es marcadamente diferente al de M. avium subsp.
avium, que crece en muchos lugares fuera del cuerpo (USDA. 2009).

MAP es un pequefio bacilo (0.5 x 1.5 um), aerobio e intracelular facultativo. Posee
pared celular cerosa rugosa con una estructura trilaminar, compuesta densamente por
una mezcla cérea de lipidos Unicos y polisacaridos pero carece de antigenos de
glicoproteinas sobre su superficie. Esta clase de pared celular facilita la resistencia del
Mycobacterium a los factores fisicos (calor, frio, luz solar, secado, etc.) y desinfectantes
comunes. MAP puede encontrarse en tierra 0 muestras de agua, sobrevive pero no crece
0 se multiplica. Se lo ha encontrado despues de la contaminacion fecal via un animal
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infectado: casi cuatro afios después en material organico desecado, un afio en charcos y
heces (suelos y fertilizantes), 170 a 180 dias en corriente de agua, etc. (USDA. 2009).

Un estudio de fabricas de productos lacteos en Estados Unidos de Norteamérica (USA),
sefiala que aproximadamente 22% de establos lecheros tienen al menos 10% de su
rebafio infectado con MAP. El estudio determiné que los establos con poca cantidad de
animales con signos clinicos, tienen una pérdida de $40 por animal. Aquellos con gran
cantidad de animales con signos clinicos, tienen una pérdida de $227 por animal. Esta
pérdida es debida a la reduccion en la produccion lechera, seleccion temprana y pobres
condiciones de seleccion. El costo de la enfermedad de Johne en establos de carne,
todavia necesita ser determinado (USDA. 2009).

Hoy en dia existe mucha discusion referida a su caracter zoonotico, esto debido a que se
le ha comparado con la enfermedad de Crohn, pero los investigadores no han llegado
todavia a un consenso concluyente.

La enfermedad se disemina facilmente a través del comercio, movimiento y transporte
de animales; los productos suelen contener pocas bacterias, siendo por lo tanto su
diseminacion de baja performance para comprometer localidades y regiones, no
obstante rastros de heces de animales contaminados y el calostro pueden infectar a
animales susceptibles.

La enfermedad de Johne se ha reportado en casi todos los continentes, ocasionando
pérdidas economicas importantes para la industria ganadera. En Argentina se calcula un
promedio del 7- 19,6% de prevalencia para algunas de sus regiones. En Ontario
(Canadd) se calcula una prevalencia estimada del 2,6% para el ganado bovino lechero
(Cano S. 2009), en Nueva Zelandia el 60% de los rebafios estan infectados, en Holanda
el 55%, en Dinamarca el 47%, en USA el 22% de los rebafios de leche y el 8% de los de
carne, en Bélgica el 22%, en Australia (Victoria) el 17%, en Inglaterra el 17%, en Chile
entre el 2,8% y 16% de animales Yy el 36,9% - 78,6% de rebafios infectados . (Kruze J.
2006).

Esta enfermedad esta incluida en la lista de enfermedades de notificacion obligatoria de
la Organizacion Internacional de Epizootias (OIE). El Perd, a través del Servicio
Nacional de Sanidad Agraria (SENASA) ha notificado en el 2008 la ocurrencia de esta
enfermedad (en la provincia de Lima y la region de Lima). Se puede observar en la
pagina web http://www.oie.int/wahis/public.php?page=country_status&year=2008. de -
World Animal Health Information Database (WAHID) Interface..

En el trabajo de Cano (2009), realizado en la region de Lima, encontré una
seroprevalencia corregida del 6,9 £ 3.3% en animales con anticuerpos contra MAP.
Benito para la misma regién en el afio 1999, reporta una prevalencia de 29%, pero con
diferentes poblaciones y con diferentes kits de ensayo

Actualmente, esta en discusion la asociacion entre de Mycobacterium avium subesp.
paratuberculosis, la enfermedad de Crohn. En ambas enfermedades hay muchas
similitudes (Kruze 2006), por ejemplo la localizaciéon de las lesiones (ilion y colon,
nodulos linfaticos mesentéricos, ano Yy recto), las caracteristicas macroscopicas
(apariencia microscopica, edema parietal y aspecto de la mucosa), la apariencia
microscopica (afectacion transmural, agregados linfoides, granulomas, ausencia de



caseificacion), sintomas (diarrea y pérdida de peso), manifestaciones extraintestinales
(granulomatosis hepatica). (Union European 2000). Adicionalmente a lo manifestado,
Kruze menciona que se ha aislado MAP en el 50% de pacientes con la enfermedad de
Crohn.

CARACTERISTICAS DE LA ENFERMEDAD

La paratuberculosis en primer Iugar afecta a la porC|on terminal del intestino delgado
. (ileon). La pared del ileon contiene
un gran nimero de focos de tejido
linfatico conocido como las placas
de Peyer que se encuentran justo
debajo de la superficie interior del
intestino (USDA 2009). Las placas
de Peyer son grupos de macrofagos y
linfocitos que estan organizados
como los ganglios linfaticos.
Cubriendo las placas de Peyer estan
capas de células llamadas células M.
Estas células acttan circulando en el
lumen de los intestinos donde
ingieren a los antigenos (bacterias)
antes de retornar a las placas de Peyer para "mostrar” estos antigenos a los macrofagos
y los linfocitos. Esta es una manera de "educar” las células de un animal joven con su
entorno y es un mecanismo de proteccion disefiado para ayudar al animal convirtiendo
su sistema inmune a los agentes patdgenos de su entorno. Desafortunadamente, cuando
las células M llevan MAP a las placas de Peyer, la bacteria se encuentra un lugar ideal
para el crecimiento. Macréfagos en las placas de Peyer acechan al MAP con la
intencion de destruir el invasor extranjero, pero por razones que no estan claras, estos
macrofagos no lo hacen. Dentro de un macréfago el MAP se multiplica hasta que
finalmente mata a la célula, se propaga e infecta a otras células cercanas. Con el tiempo,
en otras partes del ileon y en otras regiones del cuerpo se han unido con millones de
micobacterias. Como neutraliza el MAP o evade la eficiencia normal de los macrofagos
para activar el mecanismo de destruccidn bacteriana es desconocido. El sistema inmune
del animal reacciona a la invasion del MAP mediante el compromiso de mas linfocitos
y macrofagos al sitio de la infeccién. Los
linfocitos liberan citocinas en un intento -~ “‘

de aumentar el poder de matar a las —
bacterias de los macréfagos. Los =
macrofagos se unen formando células B
grandes, llamadas células gigantes - =
multinucleadas, en una aparente intento
de matar a las micobacterias. La
infiltracion de los tejidos infectados con
millones de linfocitos y macréfagos
lleva a un engrosamiento visible de los
intestinos; esto resulta evitando la
absorcion de nutrientes y diarrea. A
finales de la infeccion, la produccion de
anticuerpos para el MAP se produce en
los animales y es un indicador de que los




signos clinicos de la enfermedad y la muerte por la infeccion estan cerca.

La sintomatologia es raramente evidente hasta 2 0 méas afios después de la infeccion
inicial sobre todo en aquellos animales que estan préximos al parto. La infeccion
usualmente ocurre inmediatamente después del nacimiento. Los animales son mas
susceptibles para la infeccion en el primer afio de vida (USDA 2009). Las crias pueden
ser infectadas a menudo por el consumo de pequefias cantidades de estiércol infectado.
Adicionalmente, las crias se pueden contagiar en el Gtero o por ingerir las bacterias en la
leche y calostro. Los animales expuestos a una edad mayor o a pequefias cantidades de
bacterias a una edad joven, no desarrollan la enfermedad clinica hasta después de
mucho mas de dos afios.

Los sintomas de la enfermedad de Johne incluyen pérdida de peso y diarrea con apetito
normal, no presenta fiebre, presenta pelo seco y erizado. Varias semanas después del
inicio de la diarrea, una hinchazon suave ocurre bajo la mandibula (mandibula de
botella). EI edema intermandibular se da por la perdida del flujo de proteinas en el tracto
digestivo. Los animales en este estado de la enfermedad no viven mucho tiempo, quizés
unas pocas semanas mas (USDA 2009).

Normalmente en el animal enfermo se encuentra mayor cantidad de micobacterias en la
mucosa intestinal, en los ganglios linfaticos mesentéricos adyacentes, aunque la lesion
generalmente se extiende desde el ileon hasta el recto (USDA 2009).

MATERIALES Y METODOS

La muestra provino de un animal macho de raza Holstein, de 4 afios de edad, procedente
de los alrededores de Lima. No presentaba ninguna sintomatologia y era negativo para
tuberculosis y brucelosis (a las pruebas de PPD bovino caudal simple y rosa de bengala
respectivamente). En marzo de 2008 se requiere de tamizaje seroldgico para la
deteccion de Paratuberculosis, ya que iba a ser introducido en un grupo de animales.

El ELISA (con Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis pegado y con
Mycobacterium phlei en el diluyente de muestras para la remocion de las reacciones
cruzadas) fue positivo con un indice de positividad de 2.151 (el ensayo tiene con un
punto de corte de 0.25).

Posteriormente, se toma una muestra de heces directamente del recto, que fue procesada
de acuerdo al Manual de Procedimiento Técnico de Diagndstico de Paratuberculosis —
SENASA - Argentina (version 1.0. Afio 2000).

CULTIVO.- La muestra inicial fue decontaminada con hexadecilpiridinio y sembrada
en medios Herrold con y sin mlcobactlna (Alied monitor), luego de lo cual se espero un

: i : tiempo (6 semanas) superior al
de otras micobacterias no
tuberculosas para poder observar
el crecimiento de colonias en los
medios. Las colonias primarias
de MAP tienen una dependencia
estricta a la micobactina, para su
crecimiento, que es considerada una caracteristica taxonomica del MAP.




La identificacion de las colonias compatibles con MAP que desarrollaron en los medios
con micobactina  fue verificado mediante la coloracion acido alcohol resistente de
Ziehl Nielsen, habiéndose detectado la presencia de estos bacilos agrupados en nidos
caracteristicos.

Las pruebas bioquimicas habituales en la tipificacion de micobacterias, asi como la
resistencia 0 sensibilidad a determinados antibi6ticos, son poco efectivas a los fines de
clasificar a este bacilo, por ello se debe emplear la deteccion de secuencias blanco de
ADN especificas del microorganismo.

Se han desarrollado sondas de ADN que permiten detectar MAP en distintos tipos de
muestras como asi también para identificar rapidamente las bacterias aisladas.
McFadden y colaboradores han identificado la secuencia de insercién, 1S900, especifica
de MAP, que permite su diferenciacion de otras micobacterias como M. avium subsp.
avium con la que suele confundirse durante la tipificacion bacterioldgica por pruebas
bioquimicas.

Se han empleado para diferenciar M. paratuberculosis de otras micobacterias,
especialmente aquéllas del grupo de M. avium.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Preparacion del templado: Una ansada de colonias se resuspendié en agua bidestilada
estéril y se incubd a 100°C x 50 minutos, para lisar las colonias y liberar el ADN. Luego
de centrifugar a 12000RPM durante 5 minutos, 5uL del sobrenadante se utilizaron como
templado para la realizacién de la PCR.

DETECCION DE LA SECUENCIA DE INSERCION 1S900.
Los primers empleados fueron:
1) DirC (GATCGGAACGTCGGCTGGTCAGG) y
2) Rev C (GATCGCCTTGCTCATCGCTGCCG), Collins et al., 1993

La mezcla de reaccidon consistio en buffer Tag (10mM Tris—HCI, pH 9.0; 50 mM KCl y
0.1% Triton X-100), 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada oligonucleotido trifosfato, 1 mM
de cada primer 5 pL de templado y 1,25 U de Tag DNA polymerase b (Promega, USA)
en un volumen final de 50uL. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador
Amplitron Il (Thermolyne) siguiendo el siguiente protocolo:

a) Desnaturalizacion inicial: 94°C, 3 minutos
b) 30 ciclos de: 94°C, 1 minuto, 62°C, 1 minuto y 72°C, 1 minuto.
c) Extension final: 72°C, 8 minutos

Las muestras amplificadas se sometieron a electroforesis horizontal en gel de agarosa al
1% tefiido con bromuro de etidio. La visualizacion se realizd mediante exposicion del
gel a un transiluminador de luz ultra violeta. El producto obtenido fue de 217 pb.

Adicionalmente, y para descartar la presencia de micobacterias del complejo M.
tuberculosis, se investigo la presencia de las secuencias de insercion 1S6110 (Hermans
etal., 1990) e 1IS1081 (de Wards et al., 1995)



RESULTADOS

Cultivo: A las 6 semanas de sembrado se observo la presencia de colonias pequefias
convexas, blancas, de bordes lisos; en los medios con micobactina. En, el medio sin
micobactina no se observo crecimiento.

Tincién: mediante la coloracion de Ziehl Nielsen, se observo la presencia de bacilos
acido alcohol resistentes dispuestos en forma de nidos.

Pruebas bioquimicas: Se observd crecimiento solo en presencia de micobactina,
mientras que no hubo desarrollo a temperatura ambiente, ni a 42°C y tampoco produce
pigmentos.

ELISA: se utilizo el kit comercial (HerdChek, Idexx, USA), donde se obtuvo un indice
de positividad de 2.151. El; punto de corte se considera igual a 0.25.

PCR: Se detect0 la presencia de la secuencia de insercién 1S900 en la muestra analizada
(figura 1) mientras que no hubo amplificacion cuando se investigd la presencia de
1S6110 e 1S1081 (datos no mostrados).

15900 PCR, para detectar M. avium subsp. paratuberculosis

M 1 2 3 M

- 300 pb
- 250 pb
- 200 pb

- 150 pb
- 100 pb

Peso molecular del |
amplicon: 217pb

- 50 pb

M: 5S0pb DNA Ladder, Promega.

1: Muestra

2: Control Positivo

3: Control Negativo
Figura 1: Gel de agarosa al 1 % mostrando el producto de PCR de la amplificacion de la secuencia de insercion 1S900. 1: Muestra;
2: Control positivo; 3: Control negativo M: marcador de peso molecular 50pb DNA Ladder, Promega.

DISCUSION

El desarrollo de colonias aisladas de materia fecal de un bovino asintomatico, en medio
Herrold con micobactina, la presencia de bacilos acido alcohol resistentes de morfologia
caracteristica a la observacion microscopica, sumado a la identificacion por PCR de
IS900 permiten concluir que este aislamiento corresponde a Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis constituyéndose asi en el primero en Peru.

Debido a este hallazgo, los cultivos fueron remitidos al Instituto de Biotecnologia del
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria — INTA, Castelar Argentina y al
Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria SENASA — Argentina
(Laboratorio de Referencia de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal — OIE);
confirmando los resultados obtenidos.

A partir de este antecedente, las inspecciones veterinarias tendran en cuenta la presencia
de este patdgeno para el diagndéstico de enfermedades infecciosas que producen diarreas
en los bovinos, pudiendo adoptar las estrategias de manejo del ganado adecuadas para
controlar y evitar la diseminacion a otros hatos. Entre éstos, se encuentra el tratamiento
térmico de la leche destinada a la alimentacion de terneros o la administracion de
sustitutos lacteos, diagnosticar a todos los animales de la granja (también otras especies
animales) y la separacién de los positivos, previa evaluacion vacunacion, ofrecer agua
limpia a los animales, manejo de pasturas y estercoleros, etc. (DEFRA 2009).



Asimismo, debido a su potencial riesgo para el hombre, es necesario poner énfasis en
evitar el consumo de leche cruda, aunque algunos autores han informado haber aislado
MAP de productos pasteurizados (Grant et al., 2005; O"Reilly et al 2004; Cirone et al.,
2007).

La deteccion de este primer aislamiento en el Peru, es la primera instancia para erradicar
la enfermedad de nuestro pais.
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