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Mycobacterium avium SUBSP. paratuberculosisEN BOVINOS
LECHEROSDE LA ZONA DE LIMA DETECTADO MEDIANTE TRES
TECNICASDIAGNOSTICAS

M YCOBACTERIUM AVIUM SUBSP. PARATUBERCULOSIS IN DAIRY CATTLE IN THE LIMA
AREA DETECTED THROUGH THREE DIAGNOSTIC TECHNIQUES

José Bustamante V.2, José Aguilar O.3, Martin Ortiz M 4, José Bustamante L .5

REsSUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evidenciar la presencia de Mycobacterium
aviumsubsp. paratuberculosis(Map), en el ganado bovino lechero del departamento de
Lima, Per(. Se evaluaron 60 vacas procedentes de tres establos, mediante la prueba
tuberculinica intradérmica y dos kits comerciales de ELISA especificos contra
Mycobacterium aviumsubsp. par atuber cul osis. Resultaron positivos 22 animal es (36.7%)
aunadelastrestécnicas diagnosticas (8 aunadelaspruebasde ELISA y 18 alaprueba
intradérmica). Setomd muestras de heces alos 22 animales positivosy se cultivaron en
el medio de Herrold con yema de huevo, resultando cinco muestras positivas al aisla-
miento de Map. Asimismo, se realiz6 el PCR a partir del cultivo, encontrandose dos
muestras positivas. Se encontrd una concordancialigera (0.15, prueba Kappa) entre las
técnicas que evalllan |a respuesta inmune celular y humoral y se establecié que estas
pruebas no son reemplazables (5.55>3.84, pruebade M c Nemar). Losresultados permitie-
ron evidenciar la presencia de Map en ganado bovino lechero de Lima, Per.

Palabrasclave: paratuberculosis, enfermedad de Johne, Mycobacteriumaviumsubsp.
paratuberculosis, bacteria acido alcohol resistente

ABSTRACT

The objective of the study wasto determine the presence of Mycobacteriumavium
subsp. paratuberculosis (Map) indairy cattlein Lima, Peru. The Intradermal Tuberculin
Test was applied to 60 cows from three herds and serum samples were tested using two
commercial ELISA kitsfor antibodiesagainst Map. Twenty-two cows (36.7%) were positive
to at least to one of these diagnostic techniques (8 to one of the EL I SA testsand 18 tothe
intradermal test). Feacal samplesfrom the 22 positive animalswere cultured on Herrold's
egg-yolk medium (HEY M) yielding five Map positive samples. PCR was used in the
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isolated strains and Map DNA was confirmed in two cows. A slight concordance (0.15,
Kappa test) was found between techniques evaluating cellular and humoral immune
response, establishing that these tests are not interchangeable (5.55> 3.84, Mc Nemar
test). The results confirm the presence of Map in dairy cattlein Lima, Peru.

Key words: paratuberculosis, Johne's disease, Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, acid-fast bacteria

El Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map), causala enferme-
dad de Johne o paratuberculosis en € gana
do vacuno, y es considerada por laOrganiza-
cion Mundid de Sanidad Anima (OIE) como
una enfermedad de declaracion obligatoria
Es una enfermedad entérica granulomatosa,
progresiva y cronica gque afecta a bovinos
lecheros ocasionando grandes pérdidas eco-
nomicas (Harris y Barletta, 2001; Motiwda
et al., 2004). Algunos modelos de regresion
estiman pérdidas que van desde US$ 40 a
227 por vaca con sintomatologia clinica
(Harris y Barletta, 2001); asmismo, se cal-
cula que causa US$ 220 millones de pérdida
por afo en laindustrialecherade los Estados
Unidos (Waterset al., 2003; Coussens, 2004,
Stabel et al., 2004; Huntley et al., 2005;
Schuff, 2005).

Otra razén de la importancia de la en-
fermedad de Johne se basa en la posibilidad
deque e Map sea el agente causal delaen-
fermedad de Crohn en & humano (Hermon-
Taylor y Bull, 2002; Feller et al., 2007). Am-
bas enfermedades se han incrementado en
los paises industrializados (Schuff, 2005); sin
embargo € papel de Map en laetiologiadela
enfermedad de Crohn queda por definirse
(Feller et al., 2007). Bovinos con la enfer-
medad de Johne eliminan Map por lalechey
es posible que la temperatura de la
pasteurizacion por cortos periodos no sea
efectiva paraeliminar alabacteria. Es posi-
ble, también, que la cepa clinica de Map pu-
diera ser mas termotolerante que
Mycobacterium boviso Coxiella buernetii,
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microorganismos estandares de la
pasteurizacion (Harrisy Barletta, 2001). Esto
podria condicionar la supervivenciadel pat6-
geno y afectar la salud del humano, causan-
do un serio problema a la industria lechera
(Koo et al., 2004; McKennaet al., 2006).

El diagnéstico presuntivo de la enfer-
medad puede redlizarse en base a los sinto-
meas clinicos y los halazgos a la necropsia,
pero requiere semprelaconfirmacion del la-
boratorio (Zufiga, 1999; OIE, 2005). No es
posible utilizar un s6lo método para € diag-
négtico, dedli laimportanciade conocimiento
de la respuesta inmune contra las
micobacterias, a fin de disefiar la estrategia
de aplicacién de las diversas técnicas
diagndsticas (SENASA, 2000). Los métodos
de diagndstico mas usados son de tres tipos
(Wren, 1998): deteccion delainmunidad ce-
lular contra € patdégeno, deteccion de lain-
munidad humord contra € patdgeno y de-
teccion ddl patdgeno.

Las pruebas parala deteccion de lain-
munidad celular son las técnicas de eleccion
en las etapas inicides de la enfermedad, de-
tectando animales con sintomatologia
subclinica (SENASA, 2000; De Juan Ferré,
2005). Dentro de estas, se tiene pruebas in
vivo (tuberculinica intradérmica) e in vitro
(gamma-interferén, transformacion linfo-
citaria, inhibicion delamigracion leucocitaria,
expresion del receptor de la Interleuquina 2)
(De Juan Ferré, 2005).

Las pruebas parala deteccion de lain-
munidad humora detectan animales en esta-
dosclinicos delainfeccién o en estados fina-
les de la enfermedad (SENASA, 2000;
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Stewart et al., 2006); pero son incapaces de
identificar animales en una etapa temprana
de la infeccion (De Juan Ferré, 2005). En
este grupo se encuentran las pruebas de
ELISA, inmunodifusién en gel de agar
(AGID) vy fijaciéon de complemento (FC)
(Cdllins et al., 2006).

Entre las pruebas para detectar Map,
esta e cultivo (Prueba de Oro) y € PCR,
gue son usadas como pruebas confirmatorias.
La deteccion fecal de Map en animales in-
fectados es la Ginica metodol ogia que permi-
te detectar estados clinicos y subclinicos de
la enfermedad en una manera confiable
(Stabel y Bannantine, 2005); sin embargo, se
tiene que considerar la eiminacion intermi-
tente de Map en heces hasta la Ultima etapa
de lainfeccion. El cultivo microbiolGgico tie-
ne, ademas, como desventga € tiempo en
gue demora el crecimiento bacteriano
(Jungersen et al., 2002).

El Perti era considerando como pais li-
bre de la enfermedad de Johney, por lo tan-
to, no setomaban |as medidas de control res-
pectivas; sih embargo, se sospechaba de su
presencia en base a animales enfermos con
signos clinicos compatibles con la enferme-
dad y por la presencia de animales
seropositivosalatécnicade ELISA. A partir
del 2008, € OIE registro oficiamente lapre-
senciade laenfermedad de Johne en el Per(
(OIE, 2009), aunque sin precisar  meétodo
diagnostico reportado. El propésito del estu-
dio fue evauar la presencia de Map en €
Perq.

Setrabaj 6 en tres establ os lecheros ubi-
cados en las provincias de Huaura, Cafetey
Lima, del departamento de Lima, Pert.. Los
establos (A, B y C) tenian historiade anima-
les con signos clinicos compatibles con la
enfermedad de Johne y contaban con una
poblacion de 566, 123 y 100 vacas, respecti-
vamente. Previo d inicio d estudio, varios

animales con signos clinicos compatibles con
laenfermedad de Johne fueron beneficiados,
incluyendo uno dd establo C con diagndstico
histopatol 6gico de inflamacion granulomatosa
cronica.

El tamafio de muestra calculado me-
diante la férmula de prevalencia limite
(Thrusfield, 1990) fue de 60 animales. El ni-
mero de muestras por establo se calcul6 me-
diante la férmula de muestras por estrato
(Pagano y Gauvreau, 2001), resultando 43, 9
y 8 animales paralos establos A, By C. Se
seleccionaron animales mayores a dos afios
de edad en forma aeatoria. Ninguno de es-
tos animales presentaba signos clinicos de la
enfermedad de Johne.

Se realizd la prueba tuberculinica
intradérmica con € antigeno estandarizado
PPD aviar, en unaconcentracion de 1912 Ul
contenidas en 0.5 mg/ml y una potencia bio-
|6gicade 76.5%. El antigeno sepreparéen e
Laboratorio de Bacteriologia del Centro de
Diagnostico de Sanidad Anima del SENASA,
Perd. Seinyect6 0.1 ml del in6eculo en € ter-
cio medio dd cudlo del bovino. El grosor de
lapie semidié previo alapruebay 72 horas
posteriores a la inyeccion. Un incremento
mayor a 3 mm fue considerado positivo.

Se tomaron muestras de sangre de la
vena caudal en tubos al vacio sin
anticoagulante. El suero resultante se obtuvo
por centrifugacion y se analizé mediante dos
pruebas de ELISA. La primera fue con €l
HerdCheck M. paratuberculosisELISA, de
IDEXX Laboratories(Kit A) y sellevé acabo
en el Laboratorio de Microbiologia e
Inmunologia de la Facultad de Veterinariay
Zootecnia de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia, Lima; y la segunda fue
con € ELISA Paratuberculosis del Institut
Pourquier, Montpdllier, Francia (Kit B) y se
hizo en e Laboratorio de Bacteriologia del
Centro de Diagndstico de Sanidad Animal del
Servicio Nacional de Sanidad Agraria-
SENASA, Lima. Lapresenciao ausenciade
anticuerpos para Map en cada muestra fue
determinada por la proporcién muestras/po-
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stivas (S/P) siguiendo las recomendaciones
seflaladas en los manuales de cada kit. Se
consideré como muestras positivas con € Kit
A a aquellas con un S/P superior a 0.25 y
para € Kit B con un S/P superior o igua a
0.70.

Se colectd una muestra de heces, via
rectal, a los animales positivos en a menos
unade lastres pruebas. Para descontaminar
las muestras, se coloco 1g de heces en un
tubo de vidrio que contenia 40 ml de agua
destilada estéril y la mezcla se agitd durante
30 minutos a temperatura ambiente; luego, 5
ml del sobrenadante se vacié a un tubo con
35 ml de solucion de cloruro de
hexadecilpiridinio a 0.75%, seinvirtié € tubo
repetidas vecesy se dgj6 atemperatura am-
biente sin mover durante 24 horas (SENASA,
2000). A partir de ali, 0.1 ml del sedimento
se sembrd en cuatro tubos con medio de
Herrold, tres con micobactina y uno sin
micobacting, y se cultivaron en forma hori-
zontal, a 37°C, en condiciones de aerobios's,
por una semana. Luego se les colocd en po-
scion vertica, donde los tubos en donde sin
crecimiento bacteriano fueron observados
hasta por 6 meses.

Laidentificacion delas bacterias se basd en;

- Caracterizacion de las colonias sospecho-
sas. pequefias, de aproximadamente 1 mm
de didmetro, translUcidas, incoloras,
hemisféricasy de superficielisay brillante.

- Acido-a cohol-resistencia de las bacterias
gueforman lacoloniasospechosay su pre-
sentacion en acimulos.

- El tiempo de crecimiento superior a de
otras micobacterias no tubercul osas.

- Ausencia de crecimiento en € tubo sin
micobactina.

Las colonias de bacterias resultantes de
andizaron por PCR para evauar la amplifi-
cacion de la secuencia de insercion 1S900
presente en Map (Collins et al., 1993). Las
muestras amplificadas serevelaron enun gel
deagarosad 1% tefiido con bromuro deetidio
a 5% vy las bandas fueron observadas en un
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traduminador UV. El producto amplificado
fue de 280 pb. El PCR y € cultivo de las
muestras se llevaron acabo en el SENASA.

Se determind la frecuencia de resulta-
dospositivosaMap enlaspruebasde ELISA
y PPDaviar. Laconcordancia de los resulta-
dos se evalud con la prueba estadistica de
Kappa, en base d siguiente criterio (Gonzaes
y Falcon, 1999): Concordancia ligera (0 —
0.20), regular (0.21 — 0.40) moderada (0.41
— 0.60), sustancial (0.61 — 0.80) y perfecta
(0.81 — 1.00). La prueba de Mc Nemar de-
termino si las técnicas diagnoésticas son
mutuamente reemplazables entre ellas para
el diagnostico de esta enfermedad. La
significancia aceptada fue <0.05. Asimismo,
la presencia de d menos un animal positivo
permitiria detectar la presencia de la infec-
cion en un nivel de a menos la prevadencia
limite fijada para € presente estudio (5%).

Estainvestigacion tuvo laaprobacion del
Comité Ingtitucional de Etica para el uso de
Animales— CIEA, delaUniversidad Perua-
na Cayetano Heredia, con codigo de inscrip-
cion 53146. Ademas, se obtuvo la carta de
aceptacion de los tres establos.

Veintidos de las 60 vacas muestreadas
(36.7%) resultaron positivas, a menos, auna
de las pruebas inmunol 6gicas usadas. En 14
de estas (63.6%), larespuestainmunefue de
tipo celular (PPD aviar), en 4 (18.2%) fuede
tipo humora y en 4 (18.2%) fue tanto de de
tipo celular como humord (Cuadro 1). Asi-
mismo, se aidaron e identificaron colonias
caracteristicasaMap en 5 (27.7%) delos 18
animales positivos a la prueba tuberculinica
intradérmica, y se pudo confirmar € Map por
PCR en 2 (11.1%). Ademés, seaid6 eiden-
tifico colonias caracteristicas a Map en uno
delos ocho animaes positivos ala pruebade
ELISA, d cua sereconfirmé por PCR (Cua
dro 1). En total, se logré confirmar la identi-
dad del agente biolgico por PCR en dos ani-
males.
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Cuadro 1. Asociacion entre respuesta celular y humoral contra Map y la deteccién de
Mycobacterium avium subsp. paratuber cul osis en heces de vacas

Establo! ~ Ropuesia Respuesta humord” Cultivo PCR
celular Kit A Kit B
A Pos Pos Pos Neg Neg
A Pos Neg Neg Pos Pos
A Pos Neg Neg Neg Neg
A Pos Neg Neg Neg Neg
A Pos Neg Neg Pos Neg
A Neg Pos Pos Neg Neg
A Pos Neg Neg Neg Neg
A Pos Pos Pos Pos Pos
A Neg Pos Neg Neg Neg
A Pos Neg Neg Neg Neg
A Pos Pos Neg Neg Neg
A Neg Neg Pos Neg Neg
A Pos Neg Neg Pos Neg
A Pos Neg Neg Neg Neg
A Pos Pos Pos Neg Neg
A Pos Neg Neg Neg Neg
A Neg Pos Neg Neg Neg
A Pos Neg Neg Neg Neg
B Pos Neg Neg Pos Neg
C Pos Neg Neg Neg Neg
C Pos Neg Neg Neg Neg
C Pos Neg Neg Neg Neg

1 L. . L .-
22 muestras positivas en por lo menos una prueba diagnostica

2prueba tuberculinica intradérmica

% Kit A: HerdCheck M. paratuberculosis ELISA (IDEXX Laboratories); Kit B: ELISA Paratuberculosis

(Institut Pourquier, Montpellier, Francia)

En € establo A se encontraron cuatro
bovinos postivos d cultivo y dos postivos a
la prueba de PCR. No habia animales con
signos clinicos compatibles a la enfermedad
de Johne d inicio ddl estudio, pero la conss-
tencia de las heces de algunos animales era
menor alo normd.

La prueba estadistica Kappa (0.15) de-
termind una concordancia ligera entre las
pruebas que evallan la respuesta inmune
celular y la respuesta inmune humoral; y la

pruebade Mc Nemar (5.55>3.84) sefid 6 que
Nno son pruebas reemplazables.

La concordancia entre la prueba tuber-
culinicay € Kit A (Kappa=0.18) o é Kit B
deELISA (Kappa=0.15) fueligera Laprue-
ba de Mc Nemar (Kit A: 7.11>3.84; Kit B:
9.94>3.84) indicd que no son pruebas
reemplazables. Asmismo, la concordancia
entreel Kit Ay e Kit B de ELISA (Kappa=
0.63) fue sustancid, y lapruebade Mc Nemar
(1<3.84) mostr6 que son pruebas
reemplazables entre si.
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El estudio permitié confirmar, en basea
las caracteristicas de crecimiento de Map
(SENASA, 2000), la presencia de la infec-
cién en cinco vacas de dos de |os tres esta-
blos evaluados. El estudio no empled técni-
cas bioquimicas en € cultivo de Map, dada
su escasa utilidad parala correctaidentifica
cion del patdgeno (Paolicchi et al., 2003). Es
por esto que se empled e PCR, € cual per-
miti6é confirmar la presencia de Map en dos
animalesdel establo A y que, ademas, fueron
positivas a cultivo.

La sensibilidad de PCR puede variar
dependiendo del método de extraccién
(Odumeru et al, 2001). En este estudio se
sigui6 d protocolo recomendado por Callins
(Collins et al., 2006), donde € método de
extraccion de ADN fue e hervido. No obs-
tante lisar Map por hervido no es facil y se
debe emplear un mecanismo adiciona para
romper lapared celular y acceder al DNA a
findeincrementar su sensbilidad (Gao et al.,
2009). Asmismo, Odumeru et al. (2001) su-
gieren remover los componentes residuales
enlapreparacion del ADN paraincrementar
la sensibilidad de PCR que amplifica la se-
cuencia de inserciéon 1S900. En € presente
estudio, s bien se usd € hervido parala ex-
traccion de ADN, e PCR se hizo a partir de
colonias que crecieron en cultivo, por o que
la sensibilidad de la prueba no deberia estar
afectada (Paolichi et al., 2003).

Los tres cultivos que resultaron positi-
vos a Map y que no pudieron ser confirma:
dos por PCR, pueden tratarse de otras
micobacterias. Esto se puede ver en los re-
sultados de la prueba tuberculinica
intradérmica donde 18 animales fueron posi-
tivosy solo en dos de ellos se pudo confirmar
la presencia de Map por cultivoy PCR. La
pruebatuberculinicaintradérmica, ademés de
su baja sengbilidad, da reacciones cruzadas
con otras micobacterias debido a que com-
parten antigenos comunes (Paolicchi et al.,
2003). Ademés, en esta prueba no se uso €
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PPD de Map (Jhonina) sino e PPD aviar
que proviene deM. avium. Esto puede expli-
car e crecimiento de colonias compatibles a
Map y negativas a PCR de muestras proce-
dentes de animales positivos a la prueba
tuberculinicaintradérmica. Por otro lado, es-
tas probabl es micobacterias no necesariamen-
te serian patégenas.

L aobservacion de heces con consisten-
ciadisminuida en agunos animaes del esta-
blo A, pese alos resultados, no podria des-
cartarse que sea debido al Map, ya que este
patégeno, d ser eliminado en forma intermi-
tente, no Siempre puede ser diagnosticado por
cultivo o PCR (De Juan Ferré, 2005). Para
poder confirmar la posibilidad de encontrar
otras especies de micobacterias que puedan
causar enfermedades entéricas en los ru-
miantes es necesario realizar otras pruebas,
tales como amplificacion y secuenciacion de
ADN apartir de colonias de cultivo de mues-
tras de heces. Se descarta la posibilidad de
encontrar bacterias como Nocardia, por tra-
tarse de bacterias con crecimiento répido
(vVadillo et al., 2002).

A pesar delas desventgas delaprueba
tuberculinica intradérmica, esta prueba per-
mitié detectar 18 animales positivos, donde
en cinco de ellos se pudo aidar e identificar
Map y en dos se pudo amplificar la secuen-
cia de insercion 1S900 por PCR. Por otro
lado, no hubo casos donde se detectd Map
gue no hayan sido positivos a la prueba
tuberculinica intradérmica, lo que resdlta la
utilidad diagndstica de esta prueba. Es cono-
cido que Map ocasiona una respuesta inmu-
ne celular inicial dadasu caracteristicade ser
un agente intracelular, donde & anima per-
manece asintomético pero dimina e agente
en formaintermitente. Es por esto, lautilidad
de la prueba intradérmica que sigue siendo
recomendada como prueba tamiz por los la
boratorios de referencia de la OIE, dado su
bajo costo y facil mango.

Lapruebade ELISA tieneunabgasen-

shilidad (30 £ 5%) paraMap (Collins et al.,
2006), de dli la decision de emplear dos kits
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en € estudio afin deincrementar lasensbili-
dad y poder detectar un mayor nimero de
animaes pogtivos. El kit comercid A solo
detectd a 7 animales y € kit B detecto a 5,
pero entre los dos se detecté a 8 animales
positivos (Cuadro 1). No obstante, solo en €
animal positivo alos dos kits se pudo confir-
mar la presencia de Map, tanto por las ca
racteristicas de crecimiento como por PCR;
sin embargo, cuatro animales positivosa cul-
tivoy uno al PCR fueron negativos alos dos
kits de ELISA. De Juan Ferré (2005) y
McKenna et al. (2006) mencionan que exis-
te unarelacion directaentre e estado clinico
del anima con la senshilidad de la prueba
ELISA, sendo de 15 a 25% en los estadios
preclinicos de la enfermedad. Ademés, hay
gue tener en cuenta que la proporcién de bo-
vinos que eliminen Map por |as heces en pe-
guefias concentraciones pueden ser subesti-
mados, debido aque también sediminaMap
durante la descontaminacion de la muestra
(Gao et al., 2009).

La evaluacion de las dos pruebas de
ELISA (Kits A y B) con la Prueba
Tuberculinicalntradérmicamediante laprueba
Kappay la prueba de Mc Nemar indicd una
concordancia ligera 'y que estas pruebas no
fueron reemplazables entre si, lo cua es un
resultado esperado debido aquelapruebade
ELISA detecta unarespuestainmune humo-
ral y la pruebatuberculinicaintradérmicade-
tecta una respuesta inmune celular. Sin em-
bargo, fue interesante encontrar que se pue-
de optar por cuaquiera de los dos kits co-
merciaes para hacer d diagnostico.

Por ultimo, se debe consderar que la
via principal del proceso inmunitario en los
primeros afos es la respuesta inmune celu-
lar, que con @ transcurso del tiempo coexiste
con la respuesta inmune humora y que, a
final, predominaesta tltima. En este estudio,
a tratarse de animales que no presentaron
signos clinicos compatibles a la enfermedad
de Johne y fueron positivos a las técnicas
diagndsticas, se podria deducir que estarian
pasando por un estadio intermedio de la in-
feccion (OIE, 2005). El estudio demostro la

utilidad de las metodol ogias empleadas, yaque
pudieron evidenciar tanto una respuesta in-
mune celular como humoral y la deteccion
del agente.

CONCLUSIONES

?  Se confirma la infeccion por Map en
bovinos lecheros en establos del depar-
tamento de Lima.

? Lautilizacién de pruebas que evallan la
respuestainmune celular y respuestain-
mune humora son (tiles paraevduar la
presencia de animales reactores a Map.

? Se encontr6 una concordancia ligera
entrelas pruebas que eval Uan larespues-
tainmune celular y larespuestainmune
humoral, siendo estas pruebas no
reemplazables entre si.
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