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RESUMEN

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) es un patdgeno intracelular
facultativo y agente etiologico de la paratuberculosis bovina, una infeccién que
afecta el tracto gastrointestinal de animales rumiantes domésticos y salvajes. El
progreso de la infeccion con MAP lleva al desarrollo de un cuadro clinico
denominado Enfermedad de Johne. Esta enfermedad se caracteriza por presentar
diarrea intermitente a persistente y de curso cronico, deshidratacion, emaciacion
progresiva y edema submandibular en estados avanzados. La contaminacién
ambiental con MAP ocurre debido a la presencia de animales infectados que liberan
bacterias principalmente en heces. Se evalu6 el desempefio de medios de cultivo
liquidos y solidos en el crecimiento de MAP. El medio de cultivo liquido M7H9C tuvo
mejor desempeio (p<0.05) que el medio A7H9J para el crecimiento de la cepa MAP
de referencia. El medio de cultivo sélido 7H9-OP mostré mejor desempefio que los
medios HEYM-PS y 7H11-M al permitir un crecimiento temprano (3 semanas) de la
cepa MAP de referencia. MAP esta presente en 3.1% (17 /546) de muestras
evaluadas por cultivo (heces, suelo y agua). Del total de aislamientos confirmados
el 82.4% (14/17) fue en muestras de heces, el 11.8% (2/17) fue en muestras de
agua y el 5.9% (1/17) fue en muestra de suelo. La prueba de Chi-cuadrado
determind que transportar estiércol en vehiculos compartidos estuvo asociado
significativamente (p=0.02) con el estado de infeccién con MAP de las fincas. En
conjunto estos resultados brindan informacion importante sobre la deteccion por

cultivo de MAP en muestras de heces y muestras ambientales como suelo y agua.

Palabras clave: MAP, cultivo bacteriano, M7H9C, 1S900



Xil

ABSTRACT

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) is a facultative intracellular
pathogen and etiologic agent of bovine paratuberculosis, an infection affecting the
gastrointestinal tract of domestic and wild ruminants. The progression of infection
with MAP leads to the development of a clinical picture called Johne's disease. This
disease is characterized by intermittent to persistent and chronic diarrhea,
dehydration, progressive emaciation and submandibular edema in advanced stages.
Environmental contamination with MAP occurs due to the presence of infected
animals that release bacteria mainly in feces. The performance of liquid and solid
culture media on MAP growth was evaluated. Liquid culture medium M7H9C
performed better (p<0.05) than medium A7H9J for the growth of the reference MAP
strain. The solid culture medium 7H9-OP showed better performance than HEYM-
PS and 7H11-M media in allowing early growth (3 weeks) of the reference MAP
strain. MAP is present in 3.1% (17 /546) of samples evaluated by culture (feces, soil
and water). Of the total number of confirmed isolates 82.4% (14/17) were in stool
samples, 11.8% (2/17) were in water samples and 5.9% (1/17) were in soil samples.
The Chi-square test determined that transporting manure in shared vehicles was
significantly associated (p=0.02) with the MAP infection status of the farms. Taken
together these results provide important information on the detection by culture of
MAP in fecal samples and environmental samples such as soil and water. The
evaluation of risk factors associated with paratuberculosis allows recommendations

to be made to producers to reduce the risk of new infections with MAP.

Key words: MAP, bacteriological culture, M7H9C, 1S900



CAPITULO 1: INTRODUCCION Y OBJETIVOS



1.1 Introduccién
La infeccion por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) provoca una

enfermedad entérica granulomatosa cronica denominada enfermedad de Johne. El
agente etiolégico fue reconocido en 1895 por Johne y Frothingham. Las principales
cepas de MAP hasta ahora identificadas son la cepa S de oveja y la cepa C de
ganado bovino (D. M. Collins et al., 1990).

La bacteria MAP se clasifica como una bacteria acido alcohol resistente,
caracteristica que le permite sobrevivir durante periodos prolongados de tiempo en
el ambiente, llegando a sobrevivir hasta 55 semanas en un ambiente seco y
completamente sombreado (Whittington et al.,, 2004). Los datos sobre la
persistencia de MAP en el ambiente son importantes desde el punto de vista
epidemiologico, cuando el objetivo es controlar la dispersion de la enfermedad
(Sukhbir et al., 2006).

La principal via de infeccion es la ruta oro-fecal y son los animales jévenes los mas
susceptibles. Un animal se infecta a través del pastoreo y por la ingesta de heces
de animales infectados que contienen MAP (Ly et al., 2019). La infeccion a través
del pastoreo puede ocurrir ya sea por presencia de animales con infeccion activa
gue liberan MAP en el ambiente o por practicas de fertilizacion con estiércol no
madurado. Los animales son mas susceptibles a infectarse en los primeros meses
de vida, sin embargo, los sintomas no son evidentes hasta que alcanzan los 2 6 3
afios. Si la madre esta infectada o el ambiente esta muy contaminado, las crias
pueden llegar a presentar sintomas dentro de los primero 12-18 meses de edad
(Coromoto et al., 2006). Existe también el riesgo de infeccién congénita del feto si
la vaca esté infectada y el riesgo se incrementa de acuerdo con el estado de

infeccion de la vaca gestante (Whittington & Windsor, 2009).

Los animales infectados, con el tiempo excretan MAP de manera irregular siendo
mayor la cantidad de bacterias en heces cuando hay presencia de signos clinicos
(Eamens et al., 2007); esto aumenta la dificultad en su control y la eliminacion de la
bacteria del ambiente. Clinicamente la enfermedad se manifiesta con cuadros de

diarrea y deshidratacién que induce a un consumo de mayor cantidad de agua,



emaciacion y finalmente la muerte. Algunos de los animales expuestos a MAP
podran eliminar la infeccidén gracias la respuesta de su sistema inmune, mientras
que otros evolucionan hasta el establecimiento de la infeccion y avance en sus

estadios clinicos (Sweeney, 2011).

Dentro de los objetivos que se plantean en los programas de control de la
paratuberculosis estan prevenir la introduccion de la enfermedad y el propio control
de la infeccion en los rebafios (Johnson-Ifearulundu & Kaneene, 1998). Para el
control de la enfermedad, inicialmente se ha enfocado los esfuerzos en la
eliminacion de los animales infectados, sin embargo, se debe tomar en cuenta el

componente ambiental (Berghaus et al., 2006).

Para determinar la presencia de MAP en las fincas son varias las metodologias que
se han desarrollado y han evolucionado en el tiempo para el aislamiento e
identificacion de la bacteria. Los métodos de diagndstico mas usados son el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) (Kudahl et al., 2008) que detecta la
presencia de anticuerpos anti-MAP, el PCR en tiempo real (QPCR) y el cultivo
bacteriol6gico (Wichert et al., 2021).

A pesar de que se ha reportado presencia de anticuerpos de paratuberculosis en
Panama, no se han implementado programas formales para su control. Para el mes
de febrero de 2020, el boletin epidemioldégico mensual del Ministerio de Desarrollo
Agropecuario (MIDA) report6é 3 casos positivos en la provincia de Coclé. Para mayo
del 2023 se reportd 2 casos positivos en la provincia de Veraguas (MIDA, 2023).
Estos datos no reflejan la verdadera situacion de la paratuberculosis en el pais. El
largo periodo de incubacion y la presencia de casos asintomaticos o subclinicos

deben tomarse en cuenta para un control y manejo eficiente de MAP.

La paratuberculosis es una de las enfermedades infecciosas mas costosas y
prevalentes en las explotaciones lecheras. Las pérdidas econémicas causadas por
la PTB en los rebafos de ganado lechero representan una carga significativa, pero
a menudo no reconocida, tanto para los agricultores, como para la industria lactea
(Hasanova & Pavlik., 2006). La prevalencia de la enfermedad en las fincas

disminuye considerablemente la produccién lactea causando pérdidas econdmicas



considerables a la industria lactea. Las pérdidas econdmicas Canada por vaca/afo
se ha estimado en 40 délares /vaca/ afio (Tiwari et al., 2008).

En Panam@, anualmente se consumen unos 480 millones de litros de leche entre
fluida y diversos productos lacteos nacional e importada, siendo la produccion
panamefia de unos 180 millones de litros y el consumo per capita esta por 120 litros
(MIDA, 2022). Debido a la gran demanda de produccion de leche a nivel de pais, es
necesario dirigir los esfuerzos en el manejo y el control de las enfermedades
patégenas como MAP, con la finalidad de fortalecer el rendimiento de los sistemas
de produccién y manejo de este.

El presente estudio se enfocara en determinar la presencia y distribucion de MAP
en fincas lecheras previamente identificadas en la provincia de Chiriqui a traves de
analisis de muestras fecales y ambientales y correlacionar los resultados con datos
obtenidos de un cuestionario que busca evaluar las practicas de manejo. En este
estudio se evaluaran medios de cultivo liquidos basados en el caldo Middlebrook
7H9 incluyendo el medio M7H9C (Whittington et al., 2013) y medios de cultivo
sélidos como el medio de cultivo sélido optimizado (Dane et al., 2022) para el
aislamiento de MAP. La confirmacién de MAP en muestras de heces y de cultivo se
hard mediante PCR utilizando cebadores especificos. También el estudio validara
el cuestionario que permitira su implementacién a nivel nacional, siendo asi un

apoyo clave para el desarrollo de un programa de control de paratuberculosis.



1.2 Objetivos

1.2.1 General:
- Evaluar la deteccion y el aislamiento de Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis segun las préacticas de manejo ganadero en fincas
lecheras de la provincia de Chiriqui.

1.2.2 Especificos
- Medir el desempefio de medios de cultivo liquidos y sélidos para el

aislamiento de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.

- Detectar Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis en muestras de
heces bovinas, suelo y agua utilizando cultivo liquido y solido y PCR para

detectar la secuencia de insercion 1S900, F57, ISMAv-2 y Locus 255.

- Determinar la asociacion entre las practicas de manejo ganadero y la
presencia de MAP en las fincas mediante un cuestionario de evaluacion

de riesgos.

1.3 Hipotesis de trabajo
1. La combinacion de cultivo bacteriolégico y posterior confirmacion con PCR

es eficiente para detectar la presencia de MAP en muestras fecales y
ambientales.
2. El estado de infeccibn con MAP presenta relacion con las practicas de

manejo pecuario.



1.4 Justificacion
La reduccidn significativa de la produccion de leche es solo uno de todos los factores

en que impacta negativamente la prevalencia de MAP en animales y fincas
infectadas. El impacto econdmico negativo también se refleja en los costos de
alimentacién, costos de atencién veterinaria en animales clinicamente afectado.
También es considerable el costo relacionado al descarte de animales debido al

bajo rendimiento como consecuencia de la infeccion con MAP.

El desconocimiento del estado de infeccibn con Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) en los animales de un hato y su permanencia prolongada
en el mismo aumentan la prevalencia de la infeccion. Ademas, la permanencia de
animales infectados representa un riesgo significativo de nuevas infecciones entre
1.5 Planteamiento del problema

La paratuberculosis causada por MAP es una infeccion ampliamente distribuida en
los sistemas de produccion de animales rumiantes y genera pérdidas econdmicas
importantes relacionadas a la produccion de leche, a los costos veterinarios y de
sacrificio. La presencia de animales en estado asintomatico son el principal
problema, ya que, estos liberan bacterias MAP a través de las heces, contaminando

el ambiente e infectando a otros animales.

La prevalencia de la paratuberculosis ha disminuido con éxito en paises donde se
han implementado programas de control. Estos programas de control requieren
meétodos diagnodsticos que permitan la deteccidon temprana de MAP en los animales

y el ambiente de las fincas.

MAP puede ser liberado en las heces y en la leche de animales infectados. Es capaz
de sobrevivir por largo tiempo en el ambiente y a procesos de pasteurizacion
deficientes. Esto representa un riesgo para la cadena agroalimentario y por ende a
la salud publica por su posible asociacion con la enfermedad de Crohn en humanos.
Aunqgue todavia no existe un consenso mundial que sefiale a MAP como el agente
causal directo de esta enfermedad, es necesario reducir la exposicién de las

personas a este patdgeno.



En Panama se reporto en 2013 evidencia de exposicion a MAP mediante ensayos
de ELISA (Goodridge et al., 2013) y posteriormente en 2023 (MIDA 2023). Sin
embargo, no se ha logrado el aislamiento y reporte de MAP. La informacién
epidemioldgica sistematica de la paratuberculosis. No se ha descrito factores de
riesgo asociados a la enfermedad. Investigar el estado de infeccibn con MAP
mediante el aislamiento y cultivo, asi como la influencia de las practicas de manejo
ganadero es la base para estudios de diagnostico y la implementacion de medidas

de prevencion efectivas.



CAPITULO 2: REVISION BIBLIOGRAFICA



2.1 Caracteristicas de la bacteria Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis (MAP)

La bacteria MAP pertenece al género Mycobacterium y es una de las subespecies
clinicamente importantes dentro del complejo Mycobacterium avium
(Mycobacterium avium Complex, MAC) (Kaczmarkowska et al., 2022). Son bacilos
aerobios inmoviles y no esporulados con un alto contenido de lipidos en su pared
celular (Meehan et al., 2021) lo que les provee su caracteristica de acido-alcohol
resistencia (Steck et al., 1978). La pared celular de las micobacterias es un factor
clave en su supervivencia ambiental (Lara, M, 2017). Su tamafio va desde 0.5a 1.5
pm de longitud y 0.5 pum de ancho, siendo superior al de la mayoria de las
micobacterias patogenas (Cocito et al., 1994). La secuenciacion del genoma de la
cepa K-10 de MAP describié 4.829.781 pares de bases con un contenido de G-C de
69.3% (Li et al., 2005).

Las micobacterias se pueden dividir en dos grupos principales: las de crecimiento
rapido como M. smegmatis, M. phlei, M. chelonae, y M. parafortuitum y las de
crecimiento lento como M. tuberculosis, M. bovis, M. gordonae y M. avium (Madigan,
Martinko, Bender, Buckley, & Stahl, 2015). MAP se clasifica como una bacteria de
lento crecimiento (>7 dias) (Bergey’s, 2012) con un tiempo de generacion de mas
de 20 horas (Lambrecht et al., 1988). El periodo de incubacién necesario para su
desarrollo y crecimiento in vitro varia segun el medio de cultivo empleado. En medio
sélido el periodo de incubacion toma entre 12 a 20 semanas, mientras que en medio
liquido oscila entre 6 a 12 semanas (Schwalm et al., 2019; Whittington et al., 3013).
En comparacién con otras micobacterias, MAP posee un truncamiento en el gen
mbtA, relacionado con la produccion de micobactina (Kruijf et al., 2017) molécula
encargada de la captacion y transporte de hierro férrico (Arnold et al., 2020; Viale et
al., 2016.). Bioquimicamente, MAP es considerada como dependiente de
micobactina (Wang et al., 2016)y es necesaria su adicién a los medios de cultivo
para el crecimiento de MAP. Para un crecimiento 6ptimo de MAP en cultivo se

requiere 1.2 uM. En etapas de subcultivo, esta dependencia de micobactina se
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pierde influenciado por el resultado de un arrastre a partir del medio primario
(Lambrecht & Collins., 1992).

(A)

Mi

bacterias de crecimiento rapido
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M. smegmatis
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Figura 1. (A) Clasificacion de micobacterias en base a su tasa

de crecimiento. (B) Analisis filogenético intra — especie de
Mycobacterium avium.
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2.1.1 Morfologiay estructura
Las MAP son bacilos rectos, inmdviles y ligeramente incurvados. MAP es una

bacteria de crecimiento lento y solo se producen colonias visibles con un inéculo
diluido tras dias o semanas de incubacién. Cuando crecen en medios solidos, las

micobacterias forman colonias duras y compactas, a menudo rugosas.

Figura 2. Colonias de MAP en medio de cultivo de yema de huevo de
Herrold después de 20 semanas de incubacion (Kumar et al., 2019).

La superficie rica en lipidos de las micobacterias limita la implementacion de la
tincion de Gram. La tincion acido-alcohol resistente (Ziehl-Neelsen o su modificacion
Kinyoun) emplea el colorante rojo fucsina basica y fenol que permite tefir la pared
celular y membranas de las bacterias e identificar bacilos acido-alcohol resistentes

pequefios a partir de frotis.

2.2 Transmisién de MAP
MAP tiene como reservorios principales a rumiantes, aunque también se ha logrado

aislar de otras especies no rumiantes como conejos, gatos y zorros (lowa State
University, 2007). En las especies rumiantes MAP se transmite principalmente por
ruta fecal-oral. Una vez ocurrida la infeccion, los animales comenzaran a liberar
bacterias a través de las heces. El ganado bovino enfermo, expulsa bacterias con
potencial infeccioso, creando focos de infeccibn en matrices ambientales como el
suelo y los afluentes de agua. Como es de esperarse, por estar clasificada como

micobacteria ambiental, MAP ha desarrollado mecanismos de supervivencia en el
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ambiente, siendo capaz de sobrevivir a condiciones adversas como baja
disponibilidad de nutrientes y altas temperaturas, condiciones a las que pudiesen
enfrentarse en zonas de escorrentia agricola o aguas subterrdneas (Whan, L y col,
2005). Se ha reportado la supervivencia de MAP en el agua después de 17 meses
(Whan et al., 2005), por lo que, el agua debe considerarse como una posible ruta
de transmision del organismo, tanto a humanos como a animales. Los factores que
reducen su viabilidad son: exposicion a la luz solar, un pH mayor a 7.0 y un bajo
contenido de hierro. Sin embargo, MAP es la micobacteria con mejor resistencia a
los cambios fisicos y quimicos (Holzmann, Traversa, Schettino, Medina, &
Bernadelli, 2004; Sevilla, 2007; Fernandez B.; 2016).

Una nueva forma de estudiar la transmision de MAP es a través de la tipificacion de
las cepas obtenidas de aislados in vitro. La bio-tipificacion permite obtener datos
epidemiologicos que ayudan a conocer los biotipos de MAP presentes en el area de
estudio y como se encuentran distribuidos (Rénai et al., 2015). Estos estudios
permiten identificar las fuentes de infeccion y los mecanismos de transmision. La
identificacion de aislados de MAP se ha realizado mediante diversas técnicas
moleculares como la electroforesis en gel del campo pulsado (PFGE) (Sevilla et al.,
2007) y analisis de endonucleasa de restriccion (PCR-REA) (Bhat et al., 2021).
Ademas, es posible la combinacion de técnicas como el analisis de unidades
micobacteriales repetitivas intercaladas — numero variable de repeticiones en
tandem (MIRU-VNTR) y técnica de repeticiones de multilocus de secuencia corta
(MLSSR) para el subtipado de MAP, con el fin de obtener una discriminacion mas
robusta (N. Correa-Valencia et al., 2020) En América latina existe limitada
informacién acerca de las cepas de MAP que circulan en los rebafios o fincas
infectadas (Espeschit et al., 2017).
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Tabla 1. Principales rutas de transmision de MAP

Ruta de transmision de Paratuberculosis | Tipo de contacto Referencia

(Eisenberg et al., 2012 ; Marcé
et al., 2010)

Ternero-Adulto (Ellingson et al., 2005 ; Steuer
Ternero-Ambiente | et al., 2020)

Ternero-Adulto (Ellingson et al., 2005 ; Steuer
Ternero-Ambiente |etal., 2021)

Ruta fecal - oral Ternero-Adulto

Ingestién de leche contaminada con MAP

Ingestién de calostro contaminado con MAP

Otras posibles rutas de transmision

(Ramovic et al., 2019 ; Whan et
al., 2005)

(Whittington y Windsor,

2009) (Ayele et al., 2004)

Ambiente (Agua, suelo, fomites) Animal-entorno

Transmision congénita Feto-adulto

2.2.1 Transmision oro-fecal
Actualmente se acepta la ruta oro-fecal como el principal modo de transmision de

MAP. Las bacterias MAP tienen preferencia por colonizar células especificas dentro
del intestino delgado de rumiantes (Arsenault et al., 2014). El nivel de carga
bacteriana en tejido intestinal se relaciona con la cantidad de MAP que pueda ser
liberada y detectada a través de las heces (Mitchell et al., 2019). Con el avance del
tiempo desde la infeccion es légico pensar que la forma mas eficiente en que la
bacteria se propaga es a través de las heces. A pesar de que se considera que los
principales diseminadores, hablando en términos de carga bacteriana, son los
animales en etapas avanzadas de la enfermedad, animales mas jovenes también
liberan cantidades importantes de bacteria al ambiente (sobre todo rebafios con alta
prevalencia) (Weber et al., 2010). Esta via de transmision horizontal ocurre en la
mayoria de los casos de animales adultos a animales jévenes, principalmente los

recién nacidos.

La transmision fecal oral se ha descrito como el contacto directo de animales con
heces contaminadas. Sin embargo, ademas de esta transmision directa, existe un
mecanismo indirecto en que las bacterias MAP liberadas a través de las heces
pueden infectar a animales susceptibles. La supervivencia de MAP en el ambiente
ha sido estudiada bajo distintas condiciones (Jorgensen, 1977) (Whittington et al.,

2004). Esta capacidad de sobrevivir en el ambiente sumado a factores como el
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movimiento de maquinarias y animales dentro de las fincas, promueve la formacién
de bioaerosoles, polvo suspendido en el aire que sirve como medio de transporte
de las bacterias y promueve la transmision de MAP dentro del entorno (Ramovic et
al., 2019).

2.2.3 Transmision congénita

Otras rutas de transmisién de MAP son la transmision congénita y a traves de la
leche y el calostro. Aun cuando se ha demostrado su potencial como via de
transmision a través de estas vias, en comparacion con la ruta oro-fecal resulta ser

de menor importancia (McAloon et al., 2019).

La paratuberculosis posee un componente sistémico que implica el riesgo de
infeccion fetal (Whittington & Windsor, 2009). La transmision congénita ocurre en
casos avanzados donde es comun que ocurra propagacion extraintestinal de MAP
desde el tracto gastrointestinal hasta otros organos (Ayele et al., 2004). El
aislamiento de MAP de porciones de plasma rico en células mononucleares (Koenig,
G. J, 1993), al igual que otros hallazgos similares en tejido (Alonso-Hearn et al.,
1993), sangre (Koening et al., 1993) y leche (Ellingson et al., 2005) apoya el

concepto que la infeccion fetal es causada por la migracion extraintestinal de MAP.

La prevalencia de infeccion intrauterina varia segun el estado de prueba de la madre
y el estado clinico en que se encuentre. Existe transmision intrauterina en vacas con
resultados positivos por cultivo fecal y ELISA (Adaska, J. M., & Whitlock, R. H.
(2012). EI 9% y 39% de terneros nacidos de vacas con infeccion subclinica y clinica
nacen infectados respectivamente, de acuerdo con un metanalisis realizado sobre
la literatura para estimar la incidencia de infeccion intrauterina (Whittington &
Windsor, (2009).
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2.2.4 Transmision por lactancia
El calostro, ademas de ser la primera fuente de nutrientes, que incluyen vitaminas,

proteinas y grasa, es una sustancia rica en anticuerpos, y, por tanto, es
comunmente utilizado para la alimentacién y aporte de inmunidad a los terneros
recién nacidos. Por otro lado, ademas de las ventajas y beneficios que ofrece su
utilizacion, en calostro y leche se ha reportado por diversos autores (Taylor, T, 1981;
Streeter, R. N., 1995) la presencia de MAP, convirtiendo esta fuente de alimentacién
en una ruta importante de transmision y su utilizacién incrementa el riesgo de

infeccion.

Durante las primeras 24 horas después de nacer, la barrera intestinal de los terneros
es permeable a macromoléculas como inmunoglobulinas mediante pinocitosis
(Fischer AJ et al., 2019). Se sospecha que dicha permeabilidad favorece la infeccion
de los terneros con MAP a través del calostro y la leche (Sweeney, 2011). La
presencia de MAP en leche y calostro muestra un comportamiento similar al que
ocurre con la liberacion a través de las heces, aumentando a medida que progresa
la enfermedad y con la aparicion de signos clinicos (Sweeney, Ry col, 1992).

2.3 Proceso de infeccion por MAP y enfermedad

MAP ingresa al huésped a través del contacto directo con heces contaminadas.
Para que ocurra una infeccion y posterior desarrollo de enfermedad deben existir
tres factores importantes: la presencia del patdogeno, el huésped y condiciones
ambientales que favorezcan el proceso infeccioso. La dosis infecciosa influye en el
establecimiento de la infeccion y posterior colonizacion y progreso de la enfermedad
(Marquetoux et al., 2018). Se ha descrito a las células M (Momotani, E y col, 1988)
y a los enterocitos en modelo murino (Sangari FJ y col, 2001) como los principales

tipos celulares involucrados en la entrada e invasion de MAP en el huésped.

Se ha reportado que dosis bajas de MAP entre 10? (Delgado et al., 2012) a 104
(Reddacliff & Whittington, 2003) UFC son suficientes para el establecimiento de la
infeccion intestinal en ovejas. Una vez en el sistema, MAP se transloca a través del
epitelio del intestino delgado (Phillips IL y col, 2021). MAP puede sobrevivir a la

fagocitosis gracias al mecanismo de evasion de la respuesta inmune que inhibe la
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maduracion del fagosoma (Stabel, 2006). MAP también evade la respuesta inmune
del hospedador por otras vias como

La enfermedad se caracteriza por ser de lento desarrollo debido al largo periodo de
incubacion. Dependiendo del estado inmunoldgico de los animales, el periodo de
incubacion puede variar desde 2 hasta 4 (Whittington & Sergeant, 2001). También
se ha reportado que el periodo de incubacién puede extenderse hasta 5 (Marce et
al., 2010) y 7 afos (Fecteau M. E., 2018) hasta la aparicion de los signos y los

sintomas.

El término enfermedad de Johne generalmente se refiere al sindrome clinico
caracterizado por la presencia de diarrea y pérdida de peso, producto de una
infeccion avanzada por MAP (Fecteau M. E, 2018). La colonizacion micobacteriana
causa el engrosamiento de la pared intestinal provocando que la absorcion de
nutrientes esenciales a través del intestino sea deficiente (Merkal, 1984, Cicuta et
al.,1995) siendo comun la aparicion de edema submandibular a causa de la
hipoproteinemia (Sweeney et al., 2012).

2.4 Signos clinicos

Los signos clinicos producto de la infecciéon con MAP generalmente no son visibles
hasta pasados 2 a 5 afios (Tiwari et al., 2006). Durante este tiempo los animales
infectados podran progresar y encontrarse en distintas fases, como silenciosa,
subclinica, clinica y avanzada. El tiempo que tome el avance de una fase a otra
depende de la edad al momento de la infeccién y de la carga bacteriana ingerida.
(Whitlock & Buergelt, 1996). Tomando esto en cuenta, los signos clinicos de la
enfermedad estan asociados a la progresion y a los diferentes estadios de la
enfermedad (Castellanos, 2010; The National Academies, 2003).

Durante la infeccion silenciosa y subclinica, los animales no desarrollan signos y
sintomas evidentes que hagan sospechar la presencia de la enfermedad, aunque
estos Ultimos pueden ser detectados con las pruebas diagnésticas adecuadas
(Tiwari et al., 2005), tomando en cuenta la respuesta inmunoldgica y que liberan

MAP en heces de manera intermitente (Merkal et al., 1966).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6873878/#ref-17
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Generalmente la fase clinica comienza a evidenciarse por una disminucion gradual
de peso, sin que haya pérdida de apetito (Tiwari et al., 2006), cuadros de diarrea
intermitente que no responde a medicacion, asi como, una disminucion en la
produccién de leche, aumento del consumo de agua y mayor susceptibilidad a otras
infecciones (Wu et al., 2007).

La afeccion que produce la infeccion de MAP en las células epiteliales del intestino
delgado conduce a un sindrome de mala absorcion de nutrientes, producto del
engrosamiento de la mucosa intestinal del ileon, con multiples levantamientos y
depresiones que no desaparecen al estirar el tejido (Nicolas Ramirez et al., 2011).
Esto se ve reflejado en estados avanzados cuando los animales presentan un
edema submandibular producto de la hipoproteinemia (Sweeney, 2011)

Figura 1. Lesiones macro y microscopicas causadas por infeccién por Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis. (A y B) Engrosamiento de la mucosa intestinal y aspecto cerebroide. (C) Lesiones
microscopicas en el intestino delgado, con desarrollo de granulomas conteniendo numerosos bacilos
(BAAR), (La Paratuberculosis Bovina. Diagndstico y Control. Servicio Regional de Investigacion y

Desarrollo Agroalimentario, n.d.)
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2.5 Diagnostico
El diagnostico de infeccion con MAP es particularmente dificil a causa del lento

progreso de la enfermedad. El diagndstico puede ser directo e indirecto, detectando
la presencia de MAP o la respuesta inmune del huésped respectivamente. Para el
diagnostico ante-mortem de la paratuberculosis el método indirecto més utilizado es
el ELISA en suero o leche. Entre los métodos de deteccion directa estan el PCR
gue detecta ADN de MAP vy el cultivo bacteriano (Collins et al., 2006). Existe
variacion en la sensibilidad y especificidad de cada uno de los métodos debido al
complejo progreso de la enfermedad. Para la eleccion de la prueba a utilizar se debe
considerar el estadio en que se pueda encontrarse los animales.

2.5.1 Diagnaostico clinico

El diagnostico clinico de la paratuberculosis analiza la presencia de signos y
sintomas compatibles con la enfermedad como condicion corporal, estado
productivo y la presencia de diarrea intermitente o cronica. El analisis
histopatoldgico antemortem se realiza con la toma de biopsias de intestino delgado
y posterior procesamiento por métodos histolégicos convencionales que incluye la
fijacion en formol al 10%, inclusion en parafina, se cortan en microtomo a 4 um de

espesor y coloracion con hematoxilina-Eosina y Ziehl-Neelsen (SENASA, 2000).

2.5.2 Diagnéstico de laboratorio

2.5.2.1 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
Los anticuerpos también Illamados inmunoglobulinas son macromoléculas

producidas por el sistema inmune de organismos superiores en repuesta a la
entrada de agentes externos denominados antigenos. Existe una afinidad entre
anticuerpos y antigenos que es altamente especifica, propiedad que es
aprovechada para el diagnoéstico de enfermedades. Dentro de las técnicas de
diagndsticos basadas en la deteccién de anticuerpos anti-MAP, la prueba de ELISA
es la mas sensible con valores reportados de 45% y especificidad de 99% (Collins
and Sockett, 1993). Este ensayo inmunoldgico es la prueba que mas aplicaciéon

tiene para la deteccion de la respuesta inmune humoral del ganado. Su sensibilidad
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esta relacionada con el estado de la enfermedad de los animales. Su eficacia
disminuye al analizar muestras de animales en estado subclinico. Las pruebas de
ELISA tienen alta sensibilidad, reportadas desde 75% (Whitlock et al., 2000) hasta
87% (Sweeney et al.,, 1995) en casos clinicos de paratuberculosis, cuando los
animales se encuentran liberando gran cantidad de bacterias en heces. En
comparacion con otras pruebas, el ELISA resulta menos costosa, menos laboriosa
y mas rapida tomando de 2 a 3 dias hasta la obtencién de resultados (Colgrove et
al., 1989).

2.5.2.2 PCR en tiempo real (qPCR)
La reaccion en cadena de la polimerasa es actualmente el método directo que se

utiliza con mayor frecuencia para la deteccion de material genético de MAP. La PCR
en tiempo real permite obtener datos cuantificables de la carga bacteriana en las
muestras a partir del analisis del ciclo umbral (Ct) (Sweeney et al.,, 2012). En
comparacion con otras técnicas de diagnostico como el cultivo bacterioldgico, la
PCR permite la obtencion de resultados en menos tiempo y con valores de
sensibilidad y especificidad comparables al cultivo de muestras fecales (Alinovi et
al., 2009; Pillai & Jayarao., 2002; Thirumalapura et al.,, 2021) y logra mayor

sensibilidad en comparacion con la técnica de ELISA (Clark et al., 2008).

La secuencia de insercion 900 (IS900) es comunmente utilizada para la deteccion
de MAP en muestras clinicas y ambientales por ser exclusivo de MAP (Tizard et al.,
1992). IS900 presenta multiples copias dentro del genoma de MAP (Vary et al.,
1990), pudiendo variar el nimero de copias (15-20) segun la cepa (Poupatrt et al.,
1999). Estudios posteriores sobre 1S900 permitieron desarrollar un nuevo par de
cebadores con una especificidad mejorada basada en 1S900 (Kawaiji et al., 2007).
Otras secuencias de insercién de copias mdultiples dentro del genoma de MAP
utilizadas para la deteccion de MAP son ISMap02 (Rani et al., 2018), 1IS1311 (Marsh
et al., 1999), ISMav2 (Strommenger et al., 2001).

La secuencia F57 es de copia Unica especifica de MAP, por lo que, no se encuentra
en otras especies o0 subespecies de micobacterias (Poupart et al., 1993). También

se identificd el gen hspX exclusivo de MAP con aplicabilidad diagnéstica (Ellingson
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et al., 1998) y el locus del gen 251 (Sibley et al., 2007). La PCR dirigida a amplificar
la secuencia de insercion IS900 es util para detectar animales infectados en etapa
subclinicay es preferido para realizar andlisis cualitativos mientras que para andalisis
cuantitativos se hace uso del inserto F57 (Slana et al., 2008). La alta sensibilidad
analitica de la técnica (Kawaji et al., 2007) permite detectar material genético de

MAP en muestras negativas de cultivo fecal.

2.5.2.3 Cultivo bacteriolégico
Dentro de las especies de lento crecimiento, MAP es la especie que mas tiempo

tarda, tomando hasta 18 semanas en crecer en el cultivo primario. El aislamiento de
MAP se puede realizar a partir de heces (Whitlock et al., 2000), leche (Galiero et al.,
2017), por cultivo histopatoldgico (Acharya et al., 2017), muestras de suelo (Salgado
et al., 2011) y agua (Aboagye et al., 2018).

El cultivo bacteriologico es la prueba antemortem mas sensible para el diagnéstico
de MAP (Whittington, 2013). Esta técnica permite la deteccion de bacterias viables
y la estimacion de la carga bacteriana en el indculo (Thirumalapura et al., 2021).
MAP depende de la adicion de micobactina a los medios de cultivo para su
aislamiento, ya que, se encarga de la captacion de hierro del medio (W Twort et al.,
1912). La adicion micobactina J, aislada de una cepa de MAP (Merkal &
McCullough, 1982), reduce el tiempo de incubacién tres semanas, en comparacion

a la micobactina p aislada de Mycobacterium phlei (Francis et al., 1953)

El aislamiento exitoso depende de la descontaminacion de las muestras para la
supresion de la microbiota irrelevante mediante descontaminacién con agentes
guimicos como el Cloruro de Hexadecilpiridinio (Stabel, 1997). También se
recomienda un periodo de incubacion prolongado en medio de cultivo adecuado que
contenga nutrientes esenciales y antimicrobianos, reconocimiento de las colonias

de MAP y su identificacion fenotipica o genotipica (Whittington, 2020).

El aislamiento de MAP se puede lograr en medio de cultivo sélido y liquido. Se
sugiere tanto el uso de medios de cultivo liquido como soélidos, en donde cada uno
de ellos influye en distinta forma en la tasa de aislamiento, crecimiento, morfologia

y desarrollo de MAP
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Los medios sélidos comunmente empleados para el aislamiento de MAP son a base
de yema de huevo y enriquecidos con micobactina. En medios soélidos como el
medio Yema de huevo de Herrold (HEYM) y el Lowenstein Jensen (LJ) se ha
probado, ademas, la adicion de componentes como Tween 80, acido taurocdlico,
casitona, agar bacteriologico, ADC y OADC para optimizar su composicion.
(Aboagye & Rowe, 2018).

El cultivo en agar con yema de huevo (HEYM) es considerado la prueba diagnéstica
definitiva en ganado. Sin embargo, requiere 8 a 16 semanas desde la inoculacién
hasta la aparicion de colonias (Stabel, 1997). Otros medios de cultivo sélido
empleados para aislamiento de MAP son el agar Middlebrook 7H10 (Damato &
Collins, 1990), el cual se recomienda para recuperar MAP de un ambiente natural
como los sedimentos de aguas (Aboagye & Rowe, 2018) y agar Middlebrook 7H11
(Whittington, 2020)

El uso de medios liquidos tiene como principal ventaja, que requieren menos tiempo
de incubacion para lograr el aislamiento de MAP (Tabla 2). Se ha reportado
aislamientos de MAP en medios de cultivo liquidos dentro de en un periodo de 4 a
8 semanas de incubacion (Sweeney et al., 2012). El medio de cultivo sintético
Middlebrook 7H9 es el mas utilizado actualmente, aunque se le han hecho
modificaciones para mejorar el aislamiento de MAP. Un ejemplo es el caldo M7H9C,
el cual, se desarroll6 y valido para realizar el diagndstico de MAP y mostr6 tener
igual eficiencia que métodos de cultivo liquido automatizados y con un menor costo
(Whittington et al., 2013).

La necesidad de deteccidon rapida de MAP ha impulsado la investigacion en el
desarrollo y la implementacién de nuevos medios de cultivo. Dane y colaboradores
en 2022 desarrollaron un medio de cultivo sélido optimizado para lograr un
crecimiento mas temprano de colonias. Este medio sélido esta basado en
Middlebrook 7H9 con adicién de Tween 80 al 1,0%, Digerido pancreatico de caseina
(Casitona) 0,019%, agar bacteriolégico 1,4%, yema de huevo al 10%, ADC al 10%
y 1,65 pg/mL de Micobactina J (Dane et al en 2022).0tros estudios han reportado
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gue la morfologia de las colonias en los medios sélidos basados en Middlebrook
7H9 se ve influenciada por la adicion de Tween 80 al medio (Figura 4).

La caracterizacion de aislados de MAP ha permitido su clasificacion en tres grupos
(tipos I, 11 y 1ll) (de Juan et al., 2005). Estas cepas requieren de medios distintos
para su aislamiento y también distintos tiempos de incubacion (de Juan et al., 2006).
Los tipos de muestras utilizados para la deteccion de MAP como las heces o
muestras ambientales con complejas en composicién y se desconoce la cepa de
MAP que pueda estar presente. Esto hace necesario el uso de distintos medios de
cultivo. Las cepas S (tipo | y Ill) crecen mejor en agar LJ, mientras que las cepas C
(tipo 1) crecen mejor en medio HEYM. También se ha informado que los medios
Middlebrook 7H9, 7H10 y 7H11 permiten el crecimiento de ambas cepas
(Whittington et al., 2011).

() SR )

Figura 2. Morfologia de colonias MAP creciendo en medio Middlebrook 7H9. (A) Colonias MAP en
medio 7H9 sin Tween 80. (B) Colonias MAP en medio 7H9 con Tween 80.
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Tabla 2. Ventajas y desventajas de los principales medios de cultivo utilizados

para la deteccién de MAP.

Medios de cultivo

Sélido

Ventajas

Desventajas

A base de huevo:

Yema de Huevo de Herrold
Loéwenstein-Jensen

A base de suero:
Medio Dubos

Sintéticos:
Middlebrook 7H10
Middlebrook 7H11
Middlebrook 7H9 optimizado*

-Identificacion morfolégica
de colonias MAP.
-Cuantificacion y
enumeracion de carga
bacteriana mas sencilla.
-Facilidad de almacenar
colonias para posteriores
estudios.

-Bajo precio en
comparacion con medios
liquidos.

-Largo tiempo de incubacion (12-
20 semanas).

-Desecacion del agar.
-Sensibilidad analitica baja en
comparacion con medios
liquidos.

Liquido

Sintéticos/basados en
Middlebrook 7H9

Middlebrook 7H9

M7HOC
Radiométricos/Automatizados

BACTEC 460

BACTEC 7H12

BACTEC 12B modificado

VersaTREK

MGIT 960

- Mayor sensibilidad
analitica.

- Menos tiempo de
incubacioén (6-12 semanas).
-Compatibles con cepas S y
C.

-La identificacion de MAP es
dificil.

-Costo elevado de equipos
especializados para los sistemas
liquidos automatizados.

2.6 MAP en el ambiente

El MAP es un patégeno ubicuo de distribucion global, persistente en el ambiente.

Probablemente uno de los mecanismos utilizados por esta bacteria para sobrevivir

en el ambiente seria en el interior de protozoos, especificamente las amebas de

vida libre que se comportan como reservorios ambientales de bacterias patdogenas

y no patdgenas (Samba-Louaka A et al., 2018). MAP tiene predileccion por especies

rumiantes y ha sido ampliamente estudiada en especies mayores, centrandose la

mayoria en bovinos de leche y en especies menores como ovejas y cabras

(Windsor., 2015). Su presencia se ha reportado en otros hospedadores que incluyen

ciervos (Raizman et al., 2015), bisontes (Leid et al., 2002) y bufalo (Sivakumar et

al., 2006).
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La presencia de animales con infeccion asintomatica representa un problema en el
control de la diseminacion de la enfermedad, a pesar de la ausencia de un cuadro
clinico puede haber liberacién de bacterias en el ambiente que infectaran a animales

sanos.

2.7 Implicaciones de MAP en salud publica

Actualmente existe mucha evidencia de transmision zoongtica de enfermedades, lo
gue implica un importante riesgo de salud publica. A nivel mundial es conocida la
distribucién de casos de enfermedades en humanos causadas por micobacterias.
Entre las mas reconocidas se encuentran la tuberculosis causada por
Mycobacterium tuberculosis (Koch; 1882) y la lepra por Mycobacterium leprae
(Britton & Lockwood, 2004). En los ultimos afios se ha dado importancia a las
infecciones causadas por micobacterias no tuberculosas (NTM). Un importante
grupo de NTM relacionada con humanos son las bacterias pertenecientes al
complejo Mycobacterium avium (MAC: Mycobacterium avium Complex) como
causantes de enfermedad pulmonar crénica (Wolinsky, 1992). Al tratarse MAP de
una subespecie de Mycobacterium avium queda abierta la posibilidad que produzca

infecciones en humanos.

La enfermedad de Crohn (EC) es una enfermedad inflamatoria cronica del tracto
gastrointestinal en humanos. Hasta el afio 2010 se han realizado estudios que
plantean un origen genético de la EC como un trastorno autoinmune. Estos estudios
realizados con paciente afectados y sanos (controles) han identificado hasta 71
sitios dentro del genoma relacionados con la susceptibilidad a la EC (Franke et al.,
2010). Sin embargo, ya antes se habia propuesto una relacion entre EC y la
paratuberculosis en base a similitudes clinico-patolégicas entre ambas
enfermedades (Dalziel., 1913.). Esta idea se vio reforzada con el aislamiento de una

micobacteria similar a MAP en tres pacientes con EC (Chiodini et al., 1984).

Estudios moleculares sobre muestras de pacientes con EC han reportado la
deteccion mediante PCR de la secuencia de insercion 1S900 especifica de MAP en
47% (14/30) de muestras de biopsias (Zarei-Kordshouli et al., 2019). Otro estudio
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realizado en 40 muestras de intestino de pacientes con EC confirmé presencia de
ADN de MAP en un 65% (26/40) (Sanderson et al., 1992). En ambos estudios se
analizaron también muestras de pacientes sin EC como control. A pesar de también
haber detectado ADN de MAP en controles, el mayor porcentaje de deteccion fue
siempre en personas con EC.

MAP es liberado en el medio ambiente a través de las heces de animales infectados,
lo que puede contaminar el entorno y exponer a las personas a infecciones. Desde
el enfoque de Una Salud (One Health), se han llevado a cabo estudios de deteccién
de MAP para analizar los riesgos potenciales de transmision. Estos estudios
incluyen el analisis de muestras de agua, suelo y alimentos para evaluar posibles

fuentes de contagio (Gill et al., 2011).

2.8 Impacto econémico de lainfeccion con MAP

La paratuberculosis es considerada una enfermedad de importancia econémica en
los sistemas de produccion de leche, y el principal foco de atencidén es sobre el
efecto en la produccion. Las repercusiones economicas se dan en funcion de la
cantidad de animales afectados, infectados, infecciosos que presenten signos
clinicos o en etapa subclinica (Garcia & Shalloo, 2015). Dependiendo del grado de
resistencia a la infeccién, los animales que se hayan infectado con MAP avanzaran
en las 4 etapas de la enfermedad generando en consecuencia pérdidas econémicas

importantes dentro de las fincas (Rasmussen et al., 2021).

La cuantificacion de estas pérdidas econdmicas en algunos casos es dificil de
determinar debido a muchas variables como la region y sistemas de producciény el
estado inmunoldgico del rebafio. Indiscutiblemente la produccion de leche es el
factor econdmico mas importante, pero no se debe pasar por alto los costos
relacionados al sacrificio de animales enfermos y la baja tasa de reproduccion
(Smith et al., 2010). Es importante resaltar que para todo estudio que busca evaluar
los efectos sobre la produccion de leche de la paratuberculosis lo ideal es contar

con un sistema de registro de produccion de leche (Richardson & More, 2009).
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La disminucién de la produccion de leche y los costos de sacrificio de animales en
estado clinico se describen como los principales efectos directos de la infeccién por
MAP sobre la rentabilidad de las fincas lecheras y los impactos indirectos asociados
al sacrificio por infertilidad (Richardson & More, 2009). Paises como Argentina,
Estados Unidos, Australia y Francia han analizado las pérdidas asociadas a la baja
produccién (Tabla 3).

Tabla 3. Estimaciones de impacto econémico asociado a la paratuberculosis
bovina en distintos paises.

Pais Pérdidas Fuente
Argentina 6.3 millones USD/afio (Moreira and Tosi 1995)
200 -250 millones USD (Ott et al., 1999)
. 1,644 USD/100 vacas/afio Bhattarai et al, (2013)
Estados Unidos .
4,400 USD/rebafio (Johnson-Ifearulundu et al., 1999)

276 USD/vaca/afio (Raizman et al., 2009)

Australia 7,946 USD/rebafio/afio (Shephard et al., 2016)
Reino Unido 47 USD/Vacalafio (Gunn, G. J et al., 2015)

Francia 2,386 USD/caso clinico (Dufour et al., 2004)

y el aumento de la susceptibilidad a otras infecciones como la mastitis (Pritchard et
al., 2017). Las pérdidas econdmicas indirectas también estan relacionadas a las

restricciones de movilidad de animales y a la comercializacion de los productos.

Dentro de un rebafio infectado con MAP se pierde hasta el 1% de los ingresos brutos
de la leche, equivalente a $33 dodlares americanos por vaca anualmente,
principalmente derivada del decaimiento en la produccion de leche y en paises
como Nueva Zelanda y Estados Unidos se han estimado pérdidas desde 54 a 198
millones de dbélares respectivamente (Rasmussen et al., 2021). Los animales
positivos para MAP producen significativamente menos leche que las vacas no
infectadas (Lombard et al., 2005)

Un andlisis basado en un modelo de decisiones sugiere que mejorar las practicas
de manejo del rebafio es mas rentable que aplicar las pruebas de rutina (Dorshorst
et al., 2006). Otro estudio basado en un modelo de presupuesto indicé que la

adopcién de practicas como incremento de la higiene en el area de maternidad y



27

mejoras en la infraestructura destinadas a alimentacion de los terneros en un
periodo de 10 afios produce beneficios que oscilan entre $439 ddlares y $2543 por

granja (Roche et al., 2020).

La deteccion oportuna de los animales infectados y la implementacion de medidas
adecuadas como su exclusion del rebafio ayudan a reducir la fuga de dinero
directamente relacionadas a estos animales. Por cada hembra en produccién que
no sea diagnosticada a tiempo y se mantenga dentro del rebafio generaria hasta
$155/vaca en pérdidas solo en una lactancia, sumandole a esto otros costos, en
total estas vacas no descartadas representan $441 en pérdidas total para vacas con

cultivo fecal positivo (Raizman et al., 2009).

2.9 Manejo y control de la paratuberculosis

Se han descrito los principales mecanismos de transmision de la paratuberculosis y
es a través de materia fecal la principal via de contaminacion de los predios. La
carga bacteriana en el medio o prevalencia de la bacteria depende de la cantidad
de animales infectados, pero en un estadio asintomatico. Estos animales en estado
asintomatico son el principal problema en el control de la enfermedad. La deteccion
temprana de estos animales es importante para poder retirarlos del hato y evitar que

siga diseminando la bacteria.

Las pruebas diagndsticas que actualmente se implementan en los programas de
control muestran una sensibilidad que varia segun el estado clinico de los
individuos. La falta de sensibilidad de estas pruebas limita la deteccion temprana de

animales en estado subclinico (Pillai et al., 2002).

Existen dos factores que impulsan el control de la enfermedad, uno es por el impacto
gue esta enfermedad ejerce sobre la industria lactea y otro por su potencial vinculo
con una inflamacion crénica del tubo digestivo de los humanos de donde se ha
detectado la presencia de bacilos &cido-alcohol resistentes (BAAR) (Sechi et al.,
2005).

MAP ingresa y se propaga dentro en las fincas principalmente por la introduccién

de ganado infectado el cual liberara bacterias en las heces (Lombard, 2011). Esto
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nos lleva a pensar que una de las principales estrategias de control es limitar el
movimiento de animales infectados o de estatus sanitario desconocido. Esto va de
la mano con la aplicacion de pruebas diagndsticas periodicas para la identificacion
de animales infectados, afectados e infecciosos y asi evitar que estos infecten a

otros y que contaminen el ambiente (Figura 5).

El ingreso o la presencia de MAP se ha relacionado con las practicas de manejo
como la compra de ganado, la fertilizacién de pasto con estiércol no madurado y la
cria mixta con otros rumiantes con la entrada y prevalencia de MAP en rebafios de
produccion de leche (Villaamil et al., 2021). Las estimaciones de prevalencia
generalmente se realizan utilizando las técnicas de cultivo fecal y la prueba de
inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA) (Collins et al., 2005). Se ha demostrado
gue la prevalencia de la paratuberculosis disminuye al implementar buenas

practicas de manejo orientadas a reducir la exposicion a MAP (Konboon et al., 2018)

El enfoque de control de la enfermedad se basa desde la prevencion de la infeccion
hasta la interrupcion de la cadena de transmision. Algunas medidas mas extremas
pero eficaces en el tiempo incluyen la prueba y sacrificio, tomando el enfoque de
sacrificio inteligente. En casos extremos se suele recurrir a la eliminacion total del
rebafio desinfeccion de la finca y una repoblacién del ganado. Las opciones de
tratamiento para animales afectados clinicamente de paratuberculosis son

ineficaces debido a la respuesta nula del organismo del huésped a la medicacion.

Es decir, entonces que el tratamiento clinico es econémicamente inviable. Uno de
los puntos clave para el control de la paratuberculosis es la identificacion de

animales infectados mediante la aplicacién periédica de pruebas diagnosticas.
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Intervencion:
Desinfeccion de establos vy
equipos de ordeno, eliminacion
de residuos fecales, cuarentena
de animales infectados, sacrificio
de animales.

Intervencion:
Nutricion  éptima, detecciéon
precoz, eliminacién de la leche
contaminada, aislamiento del
animal infectado, gestion del
calostro, tratamiento de las
comorbilidades, formacion del
personal y control de la
produccion de leche.

Intervencion:
Proporcionar camas limpias,
garantizar agua limpia, educar al
personal de la granja,
desinfeccion/sanitizacion
adecuada

Figura 3. Interaccién entre MAP, huésped y ambiente y medidas de intervencién.

2.10 Cuestionarios epidemioldgicos y evaluacion de practicas de manejo

La recopilacion de informacion a través de herramientas como los cuestionarios,
permite una caracterizacion epidemiolégica de las enfermedades, identificando los
factores asociados a su ocurrencia y cOmo se comporta segun la region de estudio
y en el tiempo (Astudillo & Salud, 1979). Las preguntas incluidas deben ser
formuladas en base a una previa identificacion de las posibles causas del problema
(Stehr-Green et al., n.d.).

El uso de cuestionarios como instrumentos de investigacion ha permitido identificar
practicas de manejo asociadas a la prevalencia de la paratuberculosis. Esta relacion
ha sido estudiada por distintos investigadores. Un analisis basado en ELISA
aplicado a ciento cincuenta y ocho fincas para determinar la prevalencia de infeccién
por MAP y su posterior correlacion con distintas practicas de manejo determiné que
la Gnica variable que estuvo significativamente (P=0.03) asociada con la prevalencia

fue el alojamiento de los terneros después del destete (Sockett et al., 1994)
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Otras practicas de manejo potencialmente riesgosas identificadas al analizar la
prevalencia de infeccion mediante ELISA y aplicando cuestionarios son la compra
de ganado, es decir un manejo de hato abierto (Villamil et al., 2020). Un analisis de
PCR aplicado a muestras ambientales y evaluacién de los factores de riesgo
determind que la crianza mixta de ganado bovino con otros rumiantes aumenta la
probabilidad de infeccion del ambiente de las fincas con MAP (N. M. Correa-
Valencia et al., 2019).

2.11 Estado actual de la ganaderia y produccion de leche en panaméa

La actividad ganadera en Panama es una actividad predominante y extensiva.
Segun datos del Instituto Nacional de Estadistica y Censo para el afio 2023 la
existencia de ganado vacuno en el pais era de 1,447,400 en donde Chiriqui
representaba el 21.7%, con 314,100 cabezas de las cuales 68,800 cabezas estaban
destinadas a la produccioén de leche (INEC, 2023) y para este mismo afo se registro
178,975,039 litros de leche en el pais. El rendimiento promedio de las vacas
lecheras en Panama esta en 3.8 L por vaca al dia segun un articulo publicado en el
perioddico La Estrella de Panama (Lasso, 2024.). Un valor muy similar se encontro
en una evaluacion realizada en la provincia de Darién en Panama, donde a partir de

86 fincas se estimd una produccion de 4.29 L por vaca al dia (Chang, 2020).

La prevalencia real de MAP en América latina ain no esta completamente descrita.
Algunos de los paises que han realizado estudios son Brasil, Argentina, Chile,
Colombia, México, Venezuela, Peru, Bolivia y Panama (Espeschit et al., 2017). En
Costa Rica, el analisis mediante ELISA de 654 muestras de sueros bovinos
procedentes del banco de suero del Ministerio de Agricultura de Costa Rica revel6
gue un 11.9 % (78/654) de las muestras tenia anticuerpos contra MAP (Dolz et al.,
1999). En Colombia, Correa et al. (2019) reportaron una prevalencia a nivel de
rebafio de 4.1% mediante PCR cuantitativo. Mientras que, en Panama, el primer
reporte de la enfermedad reportada por Goodridge et al. (2013) fue de una
seroprevalencia de 49% utilizando muestras de suero de ganado de raza Gyr y

Jersey.
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CAPITULO 3: METODOLOGIA
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3.1 Estandarizacién y evaluacion del cultivo en medio liquido de
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

Realizamos una revision de literatura para identificar los medios de cultivo que
hubiesen reportado un crecimiento mas rapido de MAP. Seleccionamos los medios
de cultivo liquido M7H9C y 7H9 con ADC y micobactina, este ultimo lo codificamos
como A7H9J. Se utilizé una cepa MAP de referencia identificada como tipo C. La
cepa de referencia se encontraba preservada en medio LB con suero fetal equino y
suplemento nutritivo ADC (albumina, dextrosa y catalasa). La cepa cultivo en caldo
7H9 con ADC al 10% v/v y micobactina J por un periodo de 5 semanas para su
reactivacion. Pasada esta incubacion el medio se centrifugd y el pellet se utilizo para
inocular los medios de cultivo. La cepa se inoculé por triplicado en los medios
liguidos M7H9C y A7H9J en botellas de cultivo de celular de 50 mL de capacidad
(Nunc™ EasYFlask Cell Culture Flasks, Thermo Fisher), con 10 mL de medio de
cultivo y se incubaron a 37°C por 8 semanas. La evaluacion del crecimiento de MAP
se realiz6 semanalmente. Se prepararon frotis con 20 pL de medio de cultivo de
cada réplica y se tifieron con ZN. Se realiz6 conteo de formaciones de cumulos de
micobacterias por microscopia directa observados a 100X en 100 campos y se
registraron los valores promedios obtenidos.

3.2 Evaluacion de medio de cultivo sélidos para el crecimiento de
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

En este ensayo buscamos comparar la capacidad de tres medios de cultivo solidos
para promover el crecimiento temprano de MAP en un periodo de 8 semanas. Todos
los medios de cultivo solido fueron preparados “in house” y los mismos fueron:
Medio de yema de huevo de Herrold con adicién de piruvato de sodio (HEYM-PS)
(Hernandez-Reyes et al., 2022), medio Middlebrook 7H11 modificado con adicién
de yema de huevo (7H11-M) (Whittington et al., 1999) y un medio de cultivo sélido
optimizado basado en Middlebrook 7H9 (Dane et al., 2022). Se utilizé MAP en fase
de crecimiento logaritmica en medio liquido en la quinta semana de incubacion a
37°C.
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3.3 Analisis de muestras clinicas y ambientales

Luego de haber identificado a los medios de cultivo liquido M7HI9C y sélido 7H9 el
cual denominamos 7H9-OP como 6ptimos para un crecimiento mas rapido,
decidimos probarlos evaluando muestras clinicas y ambientales de 23 fincas
ganaderas. Debido a la naturaleza del MAP y la complejidad de la presentacién
clinica de la paratuberculosis decidimos aplicar distintas pruebas para detectar la
presencia de MAP en las muestras clinicas y ambientales obtenidas de las fincas
ganaderas.

3.4 Area de estudio

El estudio se llevé a cabo en la provincia de Chiriqui, por ser la principal zona de
produccion de leche y carne. La actividad lechera cuenta con 68, 800 cabezas en
produccion de leche, repartidos en aproximadamente 1,716 productores de leche,

representando un 25% del total de productores nacionales.

Se realizaron sesiones informativas donde se amplié sobre la importancia y el
impacto que tiene la paratuberculosis en las fincas lecheras y se invito a productores
a participar del estudio. El presente estudio fue de tipo experimental y se analizaron
muestras individuales de heces y muestras ambientales (suelo y agua) de 23 fincas
de produccion de leche en la provincia de Chiriqui (Figura 6). Se le asigné un codigo

a cada una desde F1 hasta F23.
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Figura 6. Fincas de produccién de leche muestreadas y analizadas para la deteccién de

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Las fincas se encontraban dentro de los distritos

de Renacimiento, Boquerén, Bugaba, Alanje, David, Gualaca y San Lorenzo.

3.5 Cuestionario de evaluacion de riesgos

Se realiz6 una revision de literatura donde se evaluaron e identificaron practicas de
manejo ganadero relacionados con la infeccibn con MAP (Tabla 4). Se disefidé un
cuestionario georeferenciado en la plataforma Survey 123 del software ArcGIS para
la recoleccién de datos sobre ubicacion de las fincas, y practicas de manejo
ganadero. Se realiz6é una prueba piloto con un grupo de productores para identificar

problemas en las preguntas.
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Tabla 4. Preguntas incluidas en el cuestionario aplicado a productores.

Pregunta

Asistencia veterinaria

Compra de animales

Aplica cuarentena a animales nuevos

Realiza pruebas de laboratorio a los animales nuevos
Presencia de otros rumiantes: ovejas o cabras

Alquila sus pastos para animales de otras fincas

Alquila pastos de otras fincas para sus animales

Los terneros permanecen con sus madres después del parto
Separa los terneros de bovinos adultos

Utiliza el estiércol de las vacas para fertilizar los pastos

El estiércol recibe algun tratamiento antes de usarlo para fertilizar los
pastos

Esper6 al menos 3 meses en introducir animales en el pasto fertilizado
con estiércol

Utiliza leche de descarte para alimentar terneros
Retira las camas de estiércol y realiza saneamiento de las instalaciones

Cuenta la finca con tinas para tratamiento de aguas residuales
Utiliza vehiculo para el transporte de animales

El vehiculo es propio o alquilado

Utiliza vehiculos para transporte de estiércol

El vehiculo es propio o alquilado

Utiliza vehiculos para el transporte de alimentos
El vehiculo es propio o alquilado

El o los vehiculos utilizados son limpiados y desinfectados después de
Su uso

Existen empleados externos que puedan trabajar en otra finca ganadera

Usan los empleados ropa de proteccion exclusiva para la finca

Los visitantes que tiene contacto con el ganado utilizan ropa protectora
adecuada

Presencia de animales con diarrea
Observa Pérdida de peso progresivo sin pérdida de apetito
Percibe Reduccién en la produccion de leche
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3.6 Muestras
Se realiz6 la recoleccion de muestras individuales de heces, donde se tomé en

cuenta a hembras bovinas en produccion mayores a dos afos, asi como, muestras
ambientales. El muestreo ambiental incluy6 la toma de muestras de suelo y agua.
Las muestras de suelo se tomaron en sala de ordefio, areas de concentracion de
ganado adulto, pasillo hacia sala de ordefio, zona de escorrentia de agua y area de
brete. Las muestras de agua fueron tomadas de las principales fuentes utilizada por
el ganado, segun indicaciones de los productores. Se tom6 muestras de quebradas,
bebederos. También se recolecté solo en algunas fincas agua de escorrentia
(lixiviados) producto del proceso de limpieza de la sala de ordefio. Las muestras
fueron recolectadas y enviadas al laboratorio iniciar su procesamiento. A todas las

muestras se le asigno un codigo alfanumeérico para control interno.

3.7 Recoleccion de muestras fecales

La toma de muestras se realizo entre los meses de abril 2023 y febrero de 2024.
Las muestras fecales se tomaron directamente del recto de hembras bovinas con
dos aflos 0 mas que estuviesen en produccion. Se vigilé aquellas con presencia de
signos clinicos compatibles con la enfermedad. Se utilizo guantes obstétricos
desechables para la obtencién de aproximadamente 10 gramos de muestra que
seran colocadas en envases estériles rotulados con fecha de recoleccion e
identificacion del individuo y finca. El transporte de las muestras se realizé en frio
dentro de una nevera de hielo seco. Para el cultivo fecal, las muestras se
almacenaron a 4°C durante la noche para su posterior procesamiento dentro 24

horas.
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3.8 Recoleccion y transporte de muestras de agua

Las muestras de agua se tomaron en bebederos, zonas de recolecta de escorrentia
utilizando botellas estériles. Se tom6 un volumen de 1L de muestra de agua de cada

punto de muestreo.

3.9 Recoleccion y transporte de muestras de suelo

Las muestras de suelo fueron tomadas a una profundidad entre 10 y 20 centimetros
utilizando una pala. De cada area de interés se tomaron 4 submuestras las cuales
se mezclaron para forman una muestra compuesta y se recolectaron en bolsas
ziploc limpias. La descontaminacion de las muestras de suelo se hizo igual que con

las muestras fecales para PCR y cultivo.

3.10 Analisis de muestras

Todas las muestras se procesaron para analisis directo con tincion ZN (ZN directo)
y PCR (PCR directo) y por cultivo bacteriolégico. El crecimiento de BAAR en cultivo
se confirmd con tincion ZN (ZN cultivo) y el crecimiento de MAP en cultivo se

confirmo6 con PCR (PCR cultivo).

3.10.1 Descontaminacion de muestras de heces y suelo para cultivo
bacteriano

La descontaminacion de las muestras fecales y de suelo para cultivo se hizo con el
método de doble incubacion de Whitlock y Rosenberger, 1990 con algunas
modificaciones como se describe a continuacién. Se colocaron 2 a 5 gramos de
heces en un tubo cénico para centrifuga Falcon de 15 mL, se afiadié de 10 mL de
solucion salina estéril (0.9%), se mezcldé rigurosamente en vortex y se dejo
sedimentar por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se tomé una
alicuota de 5 mL del sobrenadante y se sirvié en un nuevo tubo cénico Falcon de
50 mL. Se agreg6 25 mL de HPC 0.9% y se dejo reposar a 37°C por 24 horas. Luego
de 24 horas los tubos se centrifugaron a 900 rcf por 30 minutos y se descarto el

sobrenadante. El sedimento se resuspendié en 1 mL de solucion ANV preparada
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con agua inyectable estéril, Anfotericina B (50 pg/mL), Acido nalidixico (100 pg/mL)
y Vancomicina (100 pg/mL). Las suspensiones fecales se incubaron a 37°C por 72

horas.

3.10.2 Siembra en medios de cultivo y tiempo de incubacion

Realizamos una revision de literatura para identificar los medios de cultivo que
hubiesen reportado un crecimiento mas rapido de MAP. Decidimos evaluar este
medio de cultivo y otra formulacibn basada en 7H9 con adicibn de ADC vy

Micobactina J que denominamos A7H9J.

La composicion de los medios se muestra en la tabla 5. Se us6 100 pL de las
suspensiones fecales y se inocularon por duplicado en botellas de cultivo celular sin
filtro (Nunc™ EasYFlask Cell Culture Flasks, Thermo Fisher) que contenian 10 mL
de medio de cultivo liquido M7HI9C. Para el medio de cultivo solido 7H9-OP se sirvio
en platos Petri a razon de 20 mL de medio por plato. Se utiliz6 200 pL de la
suspension para inocular en medio sélido por duplicado. Se incluyéo una muestra
como control positivo para cada medio de cultivo. Ambos medios de cultivos se
incubaron a 37°C. Los medios liquidos y solidos se incubaron durante 6 y 8 semanas
respectivamente a 37°C. Los medios solidos fueron sellados con doble capa de
Parafilm y dentro de envases de plastico sellados para evitar la temprana
deshidratacion de los medios. Se incubaron en humedad a 37°C y se monitoreara

el crecimiento semanalmente.
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Tabla 5. Composicion por litro de medios de cultivo para el aislamiento de

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.

Medios liquidos Medio Sélido
Ingredientes M7H9C A7H9J HEYM-PS 7H9-OP 7H11-M
Middlebrook base 7H9 3.1g 5.22¢ - 479 -
Middlebrook 7H11 - - - - 143 ¢
Triptona 667 mg - - 190 mg -
NaCl - - 45¢g - -
Extracto de carne - - 2749 - -
Peptona - - 225¢ - -
Bacto Agar - - 153¢g 1l4 ¢ -
Homogenizado de i ) )
huevo - -
Yema de huevo 167 mL - 350 mL 100 mL 200 mL
Verde de malaquita 5 mL ) ]
[2%] - -
Glicerol - 5.5mL 25 mL - -
Piruvato de sodio - - 49 - -
Enriquecimiento y ) i i ) )
aditivos
ADC 26.7 mL 133 mL - 100 mL 200 mL
Tween 80 - - - 10 mL -
Micobactina j 0.83 mg 2 mg 2 mg 1.6 mg 1mg
Antimicrobianos - - - - -
PANTA 33.3mL - - 25 mL 40 mL

Cloranfenicol
Anfotericina B

[100 pg/mL]
[50 pg/mL] -

3.10.3 Tincion ZN en frotis de muestras directas y de cultivo
Se realiz6 frotis de muestras de heces, suelo y agua. También se prepararon frotis

con 20 pL de medio de cultivo liquido luego de la incubaciéon y las colonias

sospechosas de MAP en medio sélido también se tifieron con tincién ZN para la

deteccion de BAAR en las muestras.
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3.10.4 Extraccién de ADN de muestras fecales para PCR

Las muestras de heces y suelo se procesaron de igual manera para la extraccion
de ADN con el método de CTAB (Tabla 6). Aproximadamente 5 g de muestra se
coloco en tubos conicos Falcon de 50 mL y se agreg6 45 mL de HPC 0.75% vy los
tubos se mezclaron en vortex y de dejo sedimentar al menos 48 horas. Este proceso
permitié la separacion de particulas de acuerdo con su densidad permitiendo la
formacién de 3 fases: sedimento, fase intermedia y sobrenadante. Se tom6 250 pL
de la fase intermedia y coloc6 en un nuevo tubo. Se agreg6 50 pL de solucion de
lisozima [10 mg/mL] seguido de agitacion en vortex y se incub6 a 37°C por una hora.
Se agrego6 70 pL de Dodecilsulfato sédico al 10% (SDS 10%) y se agitd en vortex.
Se agrego 3 L de proteinasa K, se agitdo en vortex y se incub6 a 65°C por 10
minutos. Se agrego 100 pL de NaCl 5M y se mezcl6 invirtiendo los tubos. Se agregé
80 pL de CTAB/NaCl, se mezcld en vortex y se incubo a 65°C por 10 minutos. Se
agrego 800 pL de Fenol Cloroformo Isoamilico (25:24:1) y se agité en vortex por 10
segundos. Los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante
se traspasO a un nuevo tubo y se agregé 500 pL de Isopropanol. Los tubos se
agitaron en vortex y se incubaron a -20°C hasta el dia siguiente. Se retiraron los
tubos del congelador y se centrifugaron a 13,000 rcf por 15 minutos. Se descarto el
sobrenadante y los tubos se dejaron secar. Se lavo el sedimento con 1 mL de etanol
frio al 70% y se centrifugaron a 13,000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante se
descarto y se dejo secar los tubos antes de resuspender el ADN con 100 yL de agua
libre de nucleasas. Una vez resuspendido el ADN se incub6 a 37°C por una hora.
La concentracion y la calidad del ADN obtenido se midi6 colocando 1 uL de muestra

en un espectrofotdmetro de micro volumen (NanoDrop 2000).
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Tabla 6. Materiales y reactivos utilizados para la extraccion de ADN con el método
CTAB.

Materiales Equipos Reactivos
Guantes de latex Centrifuga HPC 0.75%
Espatulas de plastico Vértex Lisozima
Tubos Falcon 50 mL Termobloque SDS 10%
Micropipetas NanoDrop 2000 Proteinasa K
Puntas estériles NaCl 5M
C . Tubos de 2 mL
Extraccion estériles CTAB/NacCl
Fenol cloroformo
Papel filtro isoamilico
Isopropanol
Etanol 70% frio
Buffer TE 1X

3.10.5 Procesamiento de muestras de agua para PCR y cultivo

Las muestras de agua se procesaron siguiendo un protocolo previamente descrito
(Whan et al., 2005) con algunas modificaciones. Todo el volumen de muestra (1 L)
se centrifugd a 2,500 rcf por 20 minutos en tubos conicos de 50 mL. Se descartaron
los sobrenadantes y se recolectaron los sedimentos. Del sedimento unificado se
tomo para realizar frotis, 1 mL para extraccion de ADN mediante CTAB y para cultivo
se tomd 1 mL de sedimento y se traspaso a un tubo cénico de 15 mL de capacidad.
Se agrego 5 mL de HPC 0.75% y se incubd a temperatura ambiente en un agitador
(Thermo Scientific Vari Mix Test Tube Rocker M48725) con agitacion ocasional.
Pasadas las 5 horas se centrifugaron los tubos a 2,500 rcf por 20 minutos, se
descarto6 el sobrenadante y el sedimento se resuspendio en 1 mL de PBS-Tween
80 al 0.4% estéril. Cada muestra se inocul6 por duplicado con 200 puL en los medios
de cultivo M7H9C y 7H9-OP.
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3.10.6 Identificacion de crecimiento de MAP en medio de cultivo liquido
M7HOC

La identificacion del crecimiento de MAP en el medio M7H9C se hizo de la siguiente
manera. Pasadas las 6 semanas de incubacion las botellas de cultivo se retiraron
de la incubadora. Se agitaron manualmente y se tomaron 20 uL de medio y se
realizaron frotis y tincion ZN para detectar crecimiento de BAAR. Las muestras
positivas por ZN fueron procesadas para extraccion de ADN y PCR.

Se evalud el desempefio de los cebadores IS900R, F57, ISMAv-2 y Locus 255 en
la deteccion de MAP en muestras cultivadas en medio liquido.

3.10.7 Preparacion de muestra de cultivo liquido para extraccion de ADN y
PCR

Para evaluar la eficiencia de la extraccion de ADN del medio liquido mediante el
método de CTAB utilizado en nuestro laboratorio, seleccionamos inicialmente 35
muestras de cultivo liquido incluyendo controles positivos. Los experimentos se
realizaron utilizando Tris-EDTA (TE) con lavados y centrifugaciones diferenciales.
En el primer experimento se tomé un volumen de 200 pL y se centrifugd a 13, 000
rpm por 10 minutos y al sedimento se agrego Lisozima de acuerdo con el protocolo
de CTAB. Los siguientes experimentos se realizaron disminuyendo el volumen de
medio liquido y agregando igual proporcion de TE, seguido de centrifugaciones

diferenciales.

El alto contenido de proteinas en el medio liquido producto de la adicién de yema
de huevo requirié la implementacion de un pretratamiento de la muestra con etanol
absoluto, siguiendo un protocolo previamente descrito (Whittington et al., 1998) con
algunas modificaciones. Brevemente, de la botella de cultivo liquido con 6 semanas
de incubacion y con crecimiento confirmado mediante tincién ZN, se tomaron 250
UL y se colocaron en tubos cénicos de microcentrifuga de 1.5 mL. Este volumen se
centrifugé a 13,000 rpm por 10 minutos y se descartd el sobrenadante. Se
agregaron 250 uL de TE 1X y se hizo vértex por 1 minuto. Luego se agreg6 250 uL

de etanol absoluto (Alcohol etilico puro, grado biologia molecular) y se dej6 reposar
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durante 2 minutos. Se mezclé en vortex por 1 minuto y luego se centrifug6 a 1,500
rpm por 5 minutos. Se recolectd el sobrenadante y se pas6 a un nuevo tubo de
microcentrifuga y se incub6 a 100°C por 20 minutos en un termo bloque. Se dej6
enfriar 5 minutos antes de agregar lisozima si se hacia la extracciéon con CTAB
inmediatamente o se guardaba a -20°C hasta la extraccion.

3.10.8 Identificacion de MAP en medios de cultivo sdélidos

Se reviso el crecimiento de colonias en medio sélido y las colonias sospechosas
con caracteristicas fenotipicas compatibles con MAP se tifieron con tincién ZN para
confirmar la presencia BAAR y Unicamente aquellas positivas fueron sometidas a
extraccion de ADN utilizando el protocolo de CTAB antes descrito y a PCR. Los
resultados se visualizaron en un gel de agarosa. Las colonias se colocaron en un
tubo tapa rosca de 1,5 mL con 500 pL de TE 1X y se incubaron a 100°C por 20
minutos para su inactivacion. La extraccion de ADN de colonias se realizo con el
método CTAB.

3.10.9 Reaccion en cadena de la polimerasa para deteccion de MAP

Para la deteccion de ADN de MAP por PCR se utilizaron 5 genes diana que varian
entre ellos en cuanto a sensibilidad y especificidad (Tabla 7). Los genes 1S900 y
IS900R se utilizaron en ensayos de PCR en tiempo real y PCR punto final para
deteccion de ADN-MAP en muestras directas. La confirmacion de MAP en cultivo
se realizo con los cebadores IS900R, F57, ISMav-2 y Locus 255 se utilizaron en

ensayos de PCR punto final.
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Tabla 1. Cebadores utilizados para la deteccion molecular de Mycobacterium avium

subsp. paratuberculosis.

N° de .
Cebador copias Secuencias Producto
1S900 14-18 F GTT CGG GGC CGT CGC TTAGG 400 pb
R GAG GTC GAT CGC CCA CGTGA
F ATG CGC CACGAC TTG CAG CCT
IS900R 16 R GGC ACG GCT CTT GTT GTAGTC 183 pb
G
F TTG GAC GAT CCG AATATG T
F57 1 254 pb
R AGT GGG AGG CGT ACC A
F CAG TCACCCCGCGGCCGGTA
Locus 255 1 402 pb
R TCT ACT GAC CCG CAG ATC GAA
ISMAY -2 3 F GTGTGACGGTGTTTCGGTTG 72 pb
R TGATCATCGATGCCGGTCAG

Para el PCR en tiempo real utilizo el cebador IS900 (Tabla 7). La reaccion se realiz6
con un volumen final de 20 pL, luego de mezclar 10 uL de PowerUp SYBR Green
PCR Master Mix, 1 pL Primer F, 1 uL Primer R, 6 uL de H2O libre de nucleasas
(Invitrogen™) y 2 uL de muestra de ADN. Las condiciones de reaccion (Tabla 8)
fueron programadas en un Sistema Automatizado para PCR en tiempo real —
Applied Biosystems 7500 Fast — Thermo Fisher Scientific. Fueron consideradas
positivas aquellas muestras que no sobrepasen el limite de ciclo umbral (Ct). Los
resultados se consideraron positivos si los valores de Ct fueron < 34. Como control
positivo se utilizO ADN de referencia de la cepa MAP K-10. El control negativo no
llevé muestra de ADN (no template) se completé el volumen de reaccién (20 uL) con
agua libre de nucleasas (Invitrogen). Las condiciones de reacciéon de PCR punto

final con los demas cebadores se muestran en la tabla 9.
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Tabla 2. Condiciones de reaccién PCR en tiempo real utilizando el cebador 1S900.

gen 1S900
Etapas Temp°C Tiempo
Activacion UDG 50°C 2 min
Act_lvacmn 95°C 2 min
Polimerasa
. y 95°C
Desnaturalizacion 15s
55°C .4|°
Hibridacion 15s ciclos
Extensién 72°C 30s

Tabla 3. Condiciones de reaccion de PCR punto final con cebadores especificos de
MAP.

IS900R F57 ISMAV-2 Locus 255
PCR punto final

Hot start 95°C - 10 min | 95°C - 10 min | 95°C - 10 min | 95°C - 10 min
Desnaturalizacion | 95°C - 30seg | 95°C-30seg | 95°C-30seg | 95°C - 30 seg
Hibridacion 60°C -30seg | 62°C -30seg | 62°C-30seg | 63°C - 30 seg
Extension 72°C-30seg | 72°C-30seg | 72°C-30seg | 72°C-30seg
Extension final 72°C - 7 min 72°C - 7 min 72°C - 7 min 72°C - 7 min

Enfriamiento 4°C = 4°C = 4°C = 4°C =

Ciclos 35 35 35 35

3.11 Andlisis de datos

Se construy6 una base de datos con los resultados obtenidos de los ensayos. Se
utilizé estadistica descriptiva para visualizar los datos. Las pruebas t de Student y
U de Mann-Whitney se emplearon para comparar los valores del crecimiento de la
cepa MAP de referencia y los conteos bacterianos realizados en muestras
analizadas. El indice Kappa de Cohen se calcul6 para evaluar la concordancia entre
los resultados del cultivo y analisis directo (PCR y ZN directos) La prueba exacta de
Fisher se us6 para comparar proporciones de los resultados de deteccién de MAP
con cebadores especificos. La prueba de Chi-cuadrado para investigar la asociacion
entre las practicas de manejo y el estado de infeccién por MAP en las fincas. Se

calcul6 el valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN).
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CAPITULO 4: RESULTADOS
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4.1 Estandarizacion y evaluacion del cultivo en medios liquido de
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

El resultado de tres ensayos independientes evaluando los medios de cultivo liquido
con cepa de referencia mostré que el medio M7H9C tuvo un mejor desempefio que
el medio A7H9J en el crecimiento de la cepa MAP de referencia. Se observé
diferencia significativa (p=0.02) en el crecimiento en la sexta semana de incubacion
(Figura 7A). El medio M7H9C tuvo en promedio 1.3 cimulos BAAR/campo mientras
gue en el medio A7H9J se observé 0.2 cimulos BAAR/campo en la sexta semana
de incubacion. Esta diferencia en el crecimiento de MAP en el medio M7H9C
coincidié con la llegada a la fase estacionaria del cultivo. A pesar de que MAP crecio
en ambos medios de cultivo liquido (Figura 7B), el mayor crecimiento de MAP se

observo en el medio M7H9C.

A Crecimiento de MAP en medios de cultivo liquido
2.5

—a— Control
—o—ATHOJ
—e— M7HOC

Media N°cumulos MAP/campo

& » - & ®

0 1 2 3 - 5 6 7

we
(4}

"I MAP + M7HSC | [ MAP + A7HO) ]

Figura 7. (A) Curva de crecimiento de MAP en medio liquidos M7H9C y A7H9J. (B)
Diferencia en el crecimiento de MAP en cada medio observada al microscopio luego de
tincién ZN.
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4.2 Extraccion de ADN de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis a
partir de medio liguido M7H9C

Se obtuvieron distintas concentraciones de ADN obtenidas en los cinco
experimentos con un promedio de 24 ng/pL con una desviacion estandar de 15 (24
+ 15). De igual forma entre los cinco experimentos de extraccion la calidad promedio
del ADN en relacién 260/280 fue de 1.3 con una desviacién estandar de 0.2 (1.3 +
0.2). La calidad del ADN fue mejor en el quinto experimento donde se utilizo etanol
absoluto para pretratar la muestra (Figura 8A). La mayor concentracion se obtuvo
en el primer experimento donde se obtuvo 43 ng/uL, sin embargo, se obtuvo una
calidad de ADN en relacion 260/280 de 1.2. Con el ADN obtenido de esta extraccion
no fue posible ver amplificaciones mediante PCR IS900. El quinto experimento

permitio la amplificacion por PCR del control positivo (Figura 8B).

(A) (B)

Ensayo [ADN ng/pL] Abs 260/280

1 43 1.2
2 10 1.4
3 17 1.2
- 37 11
5 13 1.6

Figura 8. Resultados de ensayos de extraccion de ADN a partir de medio liquido M7H9C
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4.3 Evaluacion de medios de cultivo sdélidos para el crecimiento de
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

En el ensayo en medio so6lido, la aparicion de colonias se observo Unicamente en el
medio de cultivo 7H9-OP a partir de la tercera semana de incubacion. Se observé
crecimiento los medio 7H9-OP inoculados con MAP crecidas en caldo A7H9J como
en medio M7H9C. No hubo crecimiento de la cepa de referencia en los medios
HEYM-PSy 7H11-M en las 8 semanas de incubacion (Figura 9).

Crecimiento de MAP en medio sélido

2

Media N° colonias

T

P ‘% i

Semanas post inoculacién

Figura 9. Curva de crecimiento de cepa MAP de referencia en medios de cultivo sélido
7H9-OP, HEYM-PS y 7TH11-M.

4.4 Fincas ganaderas evaluadas en el estudio

Del total de fincas muestreadas (23), el 65% (15/23) de ellas estaba clasificado
como grado C, el 26% (6/23) como grado Ay el 8% (2/23) como grado B, segun los
estandares de calidad de la leche y el nivel de mecanizacion del ordefio. Las fincas
de estudio se encontraban distribuidas en los distritos de Alanje (2), Boquerén (4),
Bugaba (3), David (1), Gualaca (1), Renacimiento (11) y San lorenzo (1) (Figura 6).
Se analizaron 462 muestras de heces, 40 muestras de suelo y 44 muestras de agua.
Durante el estudio, 2 fincas (F1 y F3) se visitaron por segunda vez debido a reportes
de animales con sintomas. Para el andlisis de los datos solo se tomé un resultado

como valido de los animales muestreados nuevamente.
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4.5 Resultados de tincién ZN directo de muestras clinicas y ambientales

La tabla 10 muestra los resultados de ZN directo por cada tipo de muestra y sitio de
recoleccion de las muestras ambientales. El analisis microscopico de las muestras
fecales y ambientales permitio observar BAAR aislados, ligeramente agrupados y
formando cumulos, siendo esta Ultima la forma mas tipica en que MAP suele

encontrarse (Figura 10).

En el analisis microscopico de 462 frotis de heces tefiidos con ZN se observo
presencia de bacilos acido-alcohol resistentes en 15% (71/462) de las muestras
fecales analizadas con un promedio de 0.37 BAAR/campo (0.39 £+ 0.91) en 100
campos observados (Tabla 10).

Los frotis de muestras de suelo fueron evaluados igual que las muestras de heces.
Sin embargo, no se observdé BAAR en ninguna de las muestras de suelo evaluadas
en los 5 sitios muestreados. Los frotis de muestras de agua se prepararon a partir
del sedimento recolectado durante el proceso de concentracion por centrifugacion
de las muestras. Se observo BAAR en 22% (10/44) de las muestras de agua con un

promedio de 0.6 BAAR/campo (0.6 £ 0.3) en 100 campos observados.

Tabla 10. Deteccién de bacilos acido-alcohol resistentes en muestras clinicas y

ambientales segun el tipo de muestra.

Muestra Origen de la muestra n BAAR +% X Bacilos/campo
Heces Vacas >2 afios 462 15% (71/462) 0.39+0.91
Sala de ordefio 16 0% (0/16) -
Concentracion de ganado adulto 11 0% (0/11) -
Suelo Pasillo hacia sala de ordefio 7 0% (0/7) -
Zona de escorrentia de agua 4 0% (0/4) -
Brete 2 0% (0/2) -
Quebrada 12 25% (3/12) 0.07+0.02
Agua Bebederos 29 14% (4/29) 0.12+0.31
Agua de escorrentia (lixiviados) 3 100% (3/3) 2.34+0.39

Total 546 15% (81/546) 0.41+0.35
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Figura 10. Bacilos acido-alcohol resistente observados en muestras fecales y ambiental. (A y B)
muestras de heces. (C y D) muestras de agua. (A) Bacilos agrupados formando un gran cimulo
altamente sugerente de MAP en muestra de heces; (B) pocos bacilos aislados; (C) BAAR

grandes ligeramente agrupados; (D) BAAR observados en muestras de agua.
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4.6 Cultivo de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.

Se aislé MAP en el 3.1% (17/546) de muestras evaluadas por cultivo (heces, suelo
y agua). Del total de aislamientos confirmados el 82.4% (14/17) fue en muestras de
heces de 7 fincas, 11.8% (2/17) fue en muestras de agua y el 5.9% (1/17) fue en
muestra de suelo (Tabla 11). Los aislamientos en medio sélido fueron de 1 UFC por
muestra y fueron colonias pequenfas, lisas y color crema (Figura 11). Del total de
fincas muestreadas y analizadas por cultivo bacteriano se aisl6 MAP en el 30.4%
(7/123) (Figura 12). La edad promedio de los animales analizados, asi como, el
tamafo promedio del hato y la produccion fue distinta entre las fincas positivas y
negativas por cultivo (Tabla 12).

Tabla 11. Total de aislamientos de MAP por medio de cultivo

N° de aislados confirmados

Medio de cultivo Heces Suelo Agua Total
M7HIC (liquido) 12 1 1 14
7H9-OP (so6lido) 2 0 1 3

Total 14 1 2 17
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Tabla 12. Caracteristicas y resultado de cultivo de 23 fincas ganaderas en la
provincia de Chiriqui evaluadas para la deteccion de Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis

Estatus de cultivo MAP de 23 fincas

Caracteristicas

Positivos (7) Negativo (16)
Edad promedio (afios) 7+2 6+1.32
Tamafo promedio del hato 97+103 55+42
Promedio de animales en ordefio 35126 14+13
Produccién promedio L/dia/vaca’ 4.7+2.5 8.315.8
Distrito
Renacimiento (11) 2(18.1%) 9(81.8%)
Bugaba (3) 2(66%) 1(33%)
Alanje (2) 1(50%) 1(50%)
David (1) 1 (100%) 0
San Lorenzo (1) 1(100%) 0
Boquerdn 0 4(100%)
Gualaca 0 1(100%)
Razas y cruces
Cruzada (191) 8(4.1%) 183(95.8%)
Holstein (112) 3(2.6%) 109(97.3%)
Girolando (78) 2(2.5%) 76(97.4%)
Cebu (6) 1(16.6%) 5(83.3%)
Jersey (41) 0 41(100%)
Pardo suizo (19) 0 19(100%)
Senepol (7) 0 7(100%)
Siboney (1) 0 1(100%)
Normando (3) 0 3(100%)
Brahman (2) 0 2(100%)

Angus (2) 0 2(100)
TProduccién de leche Livaca/dia calculado con datos de produccion (L/N° animales*N° de ordefios)
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4.7  Cultivo de MAP a partir de muestras de heces

El cultivo de 462 muestras de heces en medio liquido M7H9C permitié detectar
crecimiento de BAAR en el 13% (62/462) con un promedio 6.7 cumulos
BAAR/campo (6.7 = 4.4) en 100 campos observados. En total el cultivo permiti6 el
aislamiento de MAP en 14 muestras de heces. Se confirmé MAP en medio M7H9C
con PCR en el 3% (12/462) luego de seis semanas de incubacion. En cultivo sélido
se confirm6 MAP realizando PCR de colonias en 0.4% (2/462). Las muestras
positivas por cultivo pertenecian a 7 fincas (F1, F3, F4, F8, F9, F14 y F17) (Figura
13). También hubo diferencia en los porcentajes de ZN de cultivo entre las fincas
positivas y fincas negativas (Tabla 13).

Tabla 13. Resultados de cultivo de MAP en medio liquido y sélido

Andlisis de cultivo

M7H9C (Liquido) 7H9-OP (Solido)
. N°de 0 X PCR 0 :
Muestra Cultivo fincas ZN% BAAR/campo  cultivo ZN% (+/total) PCR cultivo

Positivo 7 |15% (40/262) 6.8 4.6 (12/262)| 2% (5/262) 0.7% (2/262)
Heces

Negativo 16 |(11% (22/200) 6.5 0 0 0

Total 23 13% (62/462) 6.7 3% (12/462) 1.0% (5(462)  0.4% (2/462)
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(A)

(B)

Figura 11. (A) Colonias pequefias de aspecto liso y color crema aisladas en medio de cultivo
so6lido 7H9-OP en la tercera semana de incubacién. En Al, A2 y A3 se muestra resultados de
tincion ZN de colonias de muestras 340 (Heces **), 342 (Heces **) y 520 (Agua *)
respectivamente. (B) Resultados de IS900R-PCR. M: Escalera 100 pb; C-: Control negativo;
C+: Control positivo. En cada cuadricula se observa el producto de amplificacion de cada
muestra respecto de la dilucion evaluada.
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Porcentaje de fincas con cultivo positivo en heces (n=23)
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Figura 12. Porcentaje de fincas con cultivo positivo de MAP en muestras
de heces.
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Figura 13. Distribucion geogréfica de 23 fincas analizadas segun resultados de cultivo de

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis en la provincia de Chiriqui.
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4.8 Deteccién de MAP por PCR directo en muestras de heces

La evaluacion por PCR directo permitié detectar ADN de MAP en el 43.5% (10/23)
de las fincas analizadas (Figura 14). El cultivo permitié separar las 23 fincas en 7
fincas positivas y 16 fincas negativas. Basado en esto resultados comparamos los
resultados de PCR directo. Las fincas positivas por PCR directo estaban en los
distritos de Renacimiento, Bugaba, Boqueroén, Alanje, David y San Lorenzo (Figura
15). En total se detect6 ADN-MAP en el 3% (14/462) de las muestras fecales
analizadas. El mayor porcentaje de muestras positivas por PCR directo (4.2%) se
detecto en las fincas con cultivo con cultivo positivo y un menor porcentaje (1.5%)
en las fincas con cultivo negativo (Tabla 14). La media de BAAR/campo también fue
mayor en fincas con cultivo positivo (0.12 BAAR/campo) que en las fincas con cultivo
negativo (0.4 BAAR/campo).

Porcentaje de fincas positivas por PCR directo en heces (n=23)

80 100

56.5%

60

43.5%

Porcentaje
40

20

Positivo Negativo

Resultado de PCR directo

Figura 14. Porcentaje de fincas positivas por PCR directo en muestras de

heces.
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Figura 15. Curva de amplificacién por PCR en tiempo real de la secuencia de insercion 1S900
(IS900-gPCR) para deteccién de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. (A). Control
negativo. (B). Amplificacién de control positivo cepa MAP tipo C (Ct: 28). (C). Deteccién de 1S900
por PCR directo en muestras de heces (Ct: 32). (D). Deteccion de 1S900 en cultivo liquido de

muestras de heces (Ct: 32).
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Tabla 14. Comparacion de resultados de ZN y PCR directo en muestras fecales
de fincas con cultivo positivo y negativo.

Andlisis directo

Tipo de Estatus de N°de 0 X 0
muestra cultivo  fincas ZN% BAAR/campo PCR % (+/total)
Positivo 7 12% (34/262) 0.12 4.2% (11/262)
Heces
Negativo 16 18% (37/200) 0.4 1.5% (3/200)
Total 23 15% (71/462) 0.26 3% (14/462)
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Figura 16. Distribucién geogréafica de 23 fincas analizadas segun resultados de PCR directo de
muestras de heces para deteccion de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis en la

provincia de Chiriqui.
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4.9 Comparacion del desempefio de cultivo liguido y PCR directo para la
deteccion de MAP a nivel de finca

Las fincas analizadas en este estudio se clasificaron como positiva si al menos un
animal fue positivo por cultivo o PCR directo de las muestras de heces. El 30%
(7/23) de las fincas evaluadas fue positiva por cultivo mientras que el 43% (10/23)
fue positiva por PCR directo de muestras de heces. El 85% (6/7) de las fincas

positivas por cultivo también fue positiva por PCR directo (Tabla 15).

Tabla 15. Relacién entre resultados de cultivo liquido y PCR directo en 23 fincas.

Tabla de contingencia de resultados de cultivo y PCR directo a nivel de

finca
PCR directo
Cultivo Positivo Negativo Total
Positivo 6 (85.7%) 1 (14.3%) 7 (100%)
Negativo 4 (25%) 12 (75%) 16 (100%)

Total 10 (43.5%) 13 (56.5%) 23 (100%)




61

4.10 Comparacion del desempefio de cultivo liguido de MAP y PCR directo
aplicado a muestras de heces

Hubo diferencias en los resultados de deteccion de MAP en muestras de heces por
cultivo y PCR directo (Tabla 16A). La concordancia entre las dos pruebas fue pobre,
dado el indice Kappa calculado que fue de 0.05 (IC 95%) (Tabla 16B). El valor
predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN) calculado para el cultivo en comparacién
con el PCR directo fue de 8.3% y 97.1% respectivamente (Tabla 16B).

Tabla 16. Andlisis de la prueba de Kappa entre los resultados obtenidos por cultivo
y PCR directo a nivel de animales (n=462).

A Tabla de contingencia de resultados de cultivo y PCR directo a
nivel de animales.

PCR directo
Cultivo Positivo Negativo Total
Positivo 1 11 12
Negativo 13 437 450
Total 14 448 462

B Resultados de evaluacion de desempefio de cultivo y PCR directo a
nivel de animales.

indices
Kappa (IC 95%) 0.05
p 0.278
VPP 8.3%

VPN 97.1%
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4.11 Comparacion del desempefio de cultivo liquido de MAP y resultados de
ZN directo aplicado a muestras de heces

El cultivo en medio liquido M7HI9C permitié aislar MAP en el 3% (12/462) de las
muestras de heces cultivadas. De las 12 muestras donde se confirmé aislamiento
de MAP el 41% (5/12) fue positiva por ZN directo (Tabla 17A). Los resultados de
cultivo bacteriolégico y ZN directo aplicado a 462 muestras de heces mostraron una
concordancia pobre con un indice Kappa de 0.08 (IC 95%). El valor predictivo
positivo (VPP) y negativo (VPN) fueron de 41.7% y 85.3% respectivamente (Tabla
17B).

Tabla 17. Andlisis de la prueba de Kappa entre los resultados obtenidos por cultivo
y PCR directo a nivel de animales (n=462).

A Tabla de contingencia de resultados de cultivo en medio liquido y ZN
directo a nivel de animales.

ZN directo
Cultivo Positivo Negativo Total
Positivo 5 7 12
Negativo 66 384 450
Total 71 391 462

B Resultados de evaluacion de desempefio de cultivo en medio liquido y ZN
directo a nivel de animales.

indices
Kappa (IC 95%) 0.08
p 0.01
VPP 41.7%

VPN 85.3%
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4.12 Comparacion de resultados de cultivo liquido de MAP y conteo de
BAAR en muestras directas de heces

El cultivo en medio liquido M7H9C detectd MAP en 3% (12/462) de las muestras
fecales cultivadas. En promedio las muestras positivas por cultivo tuvieron 0.37
BAAR/campo (0.37 £ 1.07) en 100 campos observados. En el 15% (66/450) de las
muestras con cultivo negativo se observd BAAR y tuvieron en promedio 0.05
BAAR/campo (0.05 + 0.34) en 100 campos observados. Hubo diferencia significativa
(p= <0.01) entre la carga de BAAR/campo entre las muestras que fueron cultivo
positivo y las muestras con cultivo negativo (Figura 17).
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Figura 17. Comparacion de la carga bacilar determinada por el conteo
promedio de BAAR/campo. Muestras positivas por cultivo de MAP = 0.37
BAAR/campo. Muestras negativas por cultivo de MAP = 0.05
BAAR/campo. U de Mann-Whitney (p= <0.01).



64
4.13 Cultivo de MAP a partir de muestras de agua

En total se recolectaron 44 muestras de agua donde el 65% (29/44) de las muestras
se tomaron a partir de bebederos. EI 27% (12/44) se tomaron a partir de quebradas,
segun indicaciones de los productores, eran la fuente de agua directa de los
animales y el 6.8% (3/44) fueron muestras de agua de escorrentia, que se tomaron
segun la disponibilidad y justo después de la limpieza del area de ordefio. Se
observé crecimiento en cultivo liquido en el 23% (10/44) de las muestras de agua y
en los 3 sitios de muestreo. El promedio ponderado de cimulos de BAAR/campo
observado en las 10 muestras de agua con crecimiento fue de 6.9 cumulos de
BAAR/campo (6.9 + 6.1) en 100 campos observados (Tabla 18). En el medio de
cultivo sélido hubo crecimiento en el 7% (2/29) de las muestras tomadas en
bebederos y en 33% (1/3) de las muestras de aguas de escorrentia (Figura 10) Se
confirmo MAP en medio liquido en el 8.3% (1/12) de las muestras de quebradas y
en medio sélido en 3.4% (1/29) de muestras de bebedero (Tabla 18). Las muestras
de agua donde se aisl6 MAP pertenecian a las fincas F1 (Bugaba) y F14

(Renacimiento), ambas fueron también positivas por cultivo de heces.

Tabla 18. Evaluacién de cultivo de muestras de agua para la deteccion de

Mycobactrium avium subsp. paratuberculosis.

Andlisis de cultivo

Liquido Sélido
Muestra Stode ZN% X PCR ZN% PCR
muestreo (+/total) BAAR/campo Confirmado| (+/total) Confirmado

Quebrada 12 [8.3% (1/12) 115  8.3% (1/12)|0% (0/12) 0% (0/12)

Agua Bebederos 29 |28% (8/29) 6.1 0% (0/29) | 7% (2/29) 3.4% (1/29)
Agua de
escorrentia 3 | 33% (1/3) 9.5 0% (0/3) |33% (1/3) 0% (0/1)
(lixiviados)

Total 44 23% (10/44) 6.9 2.2% (1/44) 7% (3/44) 2.2% (1/44)
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4.14 Evaluacion directa de muestras de agua por ZN y PCR para deteccién
de MAP

Los resultados por sitio de muestreo, asi como, del total de muestras se muestras
en la tabla 19. En el andlisis directo con ZN se observé BAAR el 23% (10/44) de las
muestras de agua y en los 3 sitios de muestreo. El promedio de BAAR observado
por sitio de muestreo y el promedio ponderado para las 10 muestras positivas por
ZN directo fue de 0.7 BAAR/campo (0.7 + 1.4) en 100 campos observados se
muestras en la tabla 14. Se detect6 ADN-MAP en el 18% (8/44) de las muestras de
agua analizadas. En las muestras tomadas de quebradas se detect6 ADN-MAP en
25% (3/12), mientras que en muestras de agua de bebederos se detecté ADN-MAP
en 17% (5/29). No se detecto ADN-MAP en muestras de agua de escorrentia (Tabla
14). Las muestras de agua positivas por PCR directo se encontraron en las fincas
F1, F2, F3, F4y F20 (Tabla 21).

Tabla 19. Resultados de andlisis directo por ZN y PCR de muestras de agua para
deteccion de MAP

Andlisis directo

Sitio de ZN % v o
Muestra muestreo " (+/total) X BAAR/campo PCR-MAP% (+/total)
Quebrada 12 | 25% (3/12) 0.07 25% (3/12)
Bebederos 29 | 14% (4/29) 0.12 17% (5/29)
Agua

Agua de
escorrentia 3 | 100% (3/3) 2.3 0% (0/3)
(lixiviados)

Total 44 23% (10/44) 0.7 18% (8/44)
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4.15 Cultivo de MAP a partir de muestras de suelo

Se cultivaron 40 muestras de suelo en medio liquido M7H9C y medio sélido 7H9-
OP. EI 40% (16/40) fueron tomadas en sala de ordefio, el 27% (11/40) tomadas en
corrales, el 17% (7/40) fueron tomadas en pasillo hacia sala de ordefio, el 10%
(4/40) en zonas de escorrentia y el 5% (2/40) se tomé en area de brete. En total
hubo crecimiento en 5% (2/40) de las muestras de suelo cultivadas. En promedio
las dos muestras con crecimiento tuvieron 10.5 camulos BAAR/campo (10.5 £ 13.2).
Se confirmd MAP en cultivo liquido en la muestra con crecimiento proveniente del
area de brete (Tabla 20). Esta muestra de suelo fue tomada en la finca F9, que
también fue positiva por cultivo y PCR directo de heces (Tabla 21). No hubo

crecimiento en medio sélido de las muestras de suelo cultivadas.

Tabla 20. Evaluacién de cultivo de muestras de suelo para la deteccion de MAP

Andlisis de cultivo

Lo Solido
Liquido
Muestra Sitio de N ZN% X PCR ZN% PCR
muestreo (+/total) BAAR/campo confirmado| (+/total) confirmado
Sala de ordefio 16 0 0 0 0 0
Corrales 11 0 0 0 0 0
Pasillo hacia
Suelo  galade ordefio 7 | 14% (1/7) 19.8 0 0 0
Zona de
escorrentia 4 0 0 0 0 0
Brete 2 | 50% (1/2) 1.1 50% (1/2) 0 0
Total 40 5% (2/40) 10.5 2.5% (1/40) 0 0
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Tabla 21. Resultado de cultivo y PCR directo aplicado muestras de heces, suelo y agua para detecciéon de MAP en 23

fincas ganaderas en la provincia de Chiriqui.

Muestra de heces Muestra de agua Muestra de suelo
Finca Cultivo PCR directo Cultivo PCR directo Cultivo PCR directo
F1 + + + + - -
F2 - + - + - -
F3 + - + - -
F4 + - + - -
F5 - + - - - -
F6 - - - - - -
F7 - - - - - -
F8 + + - - - -
F9 + + - - + -
F10 - - - - - -
F11 - - - - - -
F12 - - - - - -
F13 - - - - - -
F14 + + + - - -
F15 - - - - - -
F16 - - - - - -
F17 + - - - - -
F18 - - - - - -
F19 - - - - - -
F20 - + - + - -
F21 - + - - - -
F22 - - - - - -
F23 - - - - - -

Total 23 30% (7/23)  43% (10/23) 9% (2/23) 22% (5/23) 4% (1/23) 0%
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4.16 Desempefio de cebadores utilizados para la deteccion de MAP

Se comparé el desempefio de los cebadores IS900, F57, ISMav-2 y Locus 255 para
confirmar el crecimiento de MAP en medio de cultivo liquido. El 13% (62/462) de las
muestras de heces cultivadas mostré crecimiento BAAR en el medio liquido M7HOC
luego de 6 semanas de incubacién. En promedio se observéd 6.7 + 10.9 cumulos
BAAR/campo. Se confirmé MAP en el 19% (12/62) de las muestras con crecimiento
utilizando el cebador I1S900. Los cebadores F57 y Locus 255 tuvieron un porcentaje
de deteccién de 2% (1/62) cada uno (Tabla 22). Mediante la prueba exacta de Fisher
se observd que la diferencia en los porcentajes de deteccion de los cebadores
IS900, F57 y Locus 255 fue estadisticamente significativa (p<0.001). El cebador
ISMav-2 utilizado en este estudio no detect6 ADN-MAP en las 62 muestras
evaluadas. Las muestras positivas por F57 y por Locus 255 también fueron positivas

por 1S900. Los resultados individuales de cada finca se muestran en la tabla 22.
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Tabla 22. Desempefio de cebadores especificos para la deteccion de MAP en 62 muestras de cultivo en medio liquido.

Total

PCR punto final

Finca n “ﬂ‘;:glt'fnﬁserft%” B’;ggmgg’so 1S900 F57 ISMav-2  Locus 255
F1 26 27% (7/26) 2.7 57% (4/7) 0% (0/7) 0% (0/7) 14% (1/7)
F2 16 18% (3/16) 21+15 0% (0/3) 0% (0/3) 0% (0/3) 0% (0/3)
F3 48 12% (6/48) 22+ 23 33% (2/6) 17% (1/6) 0% (0/6) 0% (0/6)
F4 17 41% (7/17) 8.4+6.0 14% (1/7) 0% (0/7) 0% (0/7) 0% (0/7)
F5 31 6% (2/31) 20.5+7.7 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2)
F6 23 0 0 NA NA NA NA
F7 14 0 0 NA NA NA NA
F8 71 3% (2/71) 44+15 100% (2/2) 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2)
F9 65 22% (14/65) 3.1+34 7.1% (1/14) 0% (0/14) 0% (0/14) 0% (0/14)

F10 20 15% (3/20) 34+1.7 0% (0/3) 0% (0/3) 0% (0/3) 0% (0/3)
F11 40 17% (7/40) 0.2+0.1 0% (0/7) 0% (0/7) 0% (0/7) 0% (0/7)
F12 11 9% (1/11) 0.04 0% (0/1) 0% (0/1) 0% (0/1) 0% (0/1)
F13 6 0 0 NA NA NA NA
F14 30 7% (2/30) 0.04 +0.02 50% (1/2) 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2)
F15 9 0 0 NA NA NA NA
F16 6 0 0 NA NA NA NA
F17 5 40% (2/5) 41+36 50% (1/2) 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2)
F18 1 0 0 NA NA NA NA
F19 2 50% (1/2) 4.3 0% (0/1) 0% (0/1) 0% (0/1) 0% (0/1)
F20 5 0 0 NA NA NA NA
F21 6 50% (3/6) 0.9 0% (0/3) 0% (0/3) 0% (0/3) 0% (0/3)
F22 5 20% (1/5) 0.62 0% (0/1) 0% (0/1) 0% (0/1) 0% (0/1)
F23 5 20% (1/5) 19.38 0% (0/1) 0% (0/1) 0% (0/1) 0% (0/1)
23 462 13% (62/462) 6.7 £10.9 19% (12/62) 2% (1/62) 0% (0/62) 2% (1/62)
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417 Resultados de cuestionario

El cuestionario para la recoleccion de datos sobre las caracteristicas de las fincas y
practicas de manejo se aplicé en entrevistas con los productores de las 23 fincas
evaluadas. El analisis de la informacion recolectada en funcién del estado de cultivo
de MAP permiti6 observar que el tamafio promedio del hato en fincas positivas (7)
fue mayor con 97 £ 103, mientras que en las fincas con cultivo negativo (16) que
tuvieron un tamafo promedio de hato de 55 + 42 (Figura 18). La diferencia del
tamafio del hato entre fincas positivas y negativas no fue estadisticamente
significativa segun la prueba U de Mann-Whitney (p>0.05).
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Figura 18. Tamafio promedio del hato en fincas positivas y
negativas por cultivo de Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis. Fincas con cultivo positivo (97 + 103). Fincas con
cultivo negativo (55 + 42). U de Mann-Whitney (p>0.05).
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Se recolecto6 datos de produccion de leche y se estimé un promedio de produccion
(L/leche/dia/vaca) en base al nimero de animales en ordefio y se comparo la
produccion entre fincas con cultivo positivo y cultivo negativo para MAP. El promedio
de produccién de las fincas con cultivo positivo fue de 4.6 + 2.5 L/leche/dia/vaca,
mientras que en las fincas con cultivo de MAP negativo fue de 8.3 + 5.8
L/leche/dia/vaca (Figura 19). La prueba U de Mann-Whitney determing la diferencia
en produccién entre fincas con cultivo positivo y negativo de MAP no fue

estadisticamente significativa (p=0.07).
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Figura 19. Media de la produccion de leche (L/leche/dia/vaca)
en fincas positivas y negativas por cultivo de Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis. Fincas con cultivo positivo de
MAP (4.6 + 2.5) L/leche/dia/vaca. Fincas con cultivo de MAP
negativo (8.3 + 5.8) L/leche/dia/vaca. U de Mann-Whitney
(p>0.05).
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4.17.1 Précticas de manejo en fincas con cultivo positivo

Las fincas fueron clasificadas como positivas si al menos un animal resultd positivo
en la prueba de cultivo, asi, se identificaron siete fincas en esta categoria (F1, F3,
F4, F8, F9, F14, F17). La frecuencia de respuestas de las fincas con cultivo positivo
en contraste con las fincas con cultivo negativo se muestra en la tabla 18. El 71%
(5/7) de las fincas con cultivo positivo realizaban la compra de animales. El 42%
(3/7) aplicaba cuarentena a los animales nuevos y realizaban pruebas de laboratorio
(Tabla 23). No se report6 presencia de otros rumiantes como cabras u ovejas en las
fincas participantes. Respecto al alquiler de pastos, ninguna de las fincas positivas
inform¢ alquilar pastos para sus animales; sin embargo, una de ellas (F9) reporto
alquilar sus pastos para animales de otras fincas. En esta finca, se detecto la
presencia de MAP tanto en animales como en una de sus muestras de suelo (Tabla
21).

El 71% (5/7) de las fincas con cultivo positivo alojé a terneros con la madre después
del parto y también utilizaba estiércol para fertilizar pastos sin realizar un tratamiento
previo. El 57% (4/7) de fincas con cultivo positivo utilizaba leche de descarte para
alimentar terneros. El 42% (3/7) de fincas positivas utilizaba transporte para
transportar estiércol, de las cuales el 66% (2/3) utilizaba vehiculos alquilados.
Mediante el analisis de Chi-cuadrado y la prueba exacta de Fisher se encontro que
la movilizacion de estiércol en camiones compartidos estaba significativamente
(p=0.02) asociado con el estado de infeccidon de las fincas (Tabla 24). El 71% (5/7)
de las fincas positivas indico haber tenido presencia de animales con diarrea y
pérdida de peso al momento del muestreo y el 57% (4/7) reportd disminucién en la

produccion de leche (Tabla 25).
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Tabla 23. Respuestas afirmativas a preguntas relacionadas con el manejo de las 23 fincas lecheras evaluadas en la

provincia de Chiriqui.

16 fincas negativas por 7 Fincas positivas por
cultivo cultivo
Factores evaluados N° Respuestas afirmativas| N° Respuestas afirmativas
(%) (%) i

Asistencia veterinaria 13 (81) 4 (80) 0.599
Compra de animales 7 (43) 5 (71) 0.221
Aplica cuarentena a animales nuevos 2 (12) 0 (0) 0.104
Realiza pruebas de laboratorio a los animales nuevos 2 (12) 3(42) 0.104
Alquila sus pastos para animales de otras fincas 4 (25) 1(14) 0.317
Alquila pastos de otras fincas para sus animales 2 (12) 0 (0) 0.328
Los terneros permanecen con sus madres después del parto 10 (62) 5(71) 0.679
Separa los terneros de bovinos adultos 8 (50) 2 (28) 0.752
Utiliza estiércol para fertilizar pastos 5 (31) 5 (71) 0.074

El estiércol recibe tratamiento antes de usar 2 (12.5) 0 (0) 0.104
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Tabla 24: Resultados de preguntas relacionadas al manejo de estiércol, movimiento de animales y personal dentro de las

fincas.
16 fincas negativas por 7 Fincas positivas por
cultivo cultivo
Factores evaluados N° Respuestas afirmativas |[N° Respuestas afirmativas
(%) (%) P
Utiliza leche de descarte para alimentar terneros 4 (25) 2 (29) 0.136
Retira las camas de estiércol 9 (56) 6 (85) 0.172
Cuenta con tinas para tratamiento de aguas residuales 4 (25) 2 (28) 0.858
Utiliza vehiculo para el transporte de animales 14 (87.5) 7 (100) 0.136
. . Propio 7(50) 4 (57) 0.554
Propio o alquilado
plooayq Alquilado 7(50%) 3 (42) 0.968
Utiliza vehiculos para transporte de estiércol 3 (18) 3 (42) 0.226
. . Propio 3(100) 1(33) 0.122
Propio o alquilado
Alquilado (0) 2 (66) 0.025
Utiliza vehiculos para el transporte de alimentos 14 (87.5) 7 (100) 0.328
Propio 8(57 6 (85 0.106
Propio o alquilado pio 8(57) (85)
Alquilado 6(42) 1(14) 0.266
EI o] Io§ vehiculos utilizados son limpiados y desinfectados 10 (62) 5 (100) 0.059
espués de su uso
Emsten empleados externos que puedan trabajar en otra 4 (25) 2 (28) 0.858
inca ganadera
]Ei,lr?:; los empleados ropa de proteccién exclusiva para la 1(6) 1(14) 0,529
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Tabla 25. Resultado de preguntas relacionadas a manifestaciones de la enfermedad

16 fincas negativas por

7 Fincas positivas por

cultivo cultivo
Prequnta N° Respuestas afirmativas N° Respuestas
9 (%) afirmativas (%) P
Presencia de animales con diarrea 7 (43) 5(71) 0.221
Obsc_erva pérdida de peso progresivo sin pérdida de 10 (62) 5 (71) 0.679
apetito
Percibe reduccion en la produccion de leche 8 (50) 4 (57) 0.752
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CAPITULO 5: DISCUSION
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Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) es un patégeno importante
desde el punto de vista productivo como para la salud publica. Es el agente causal
de la paratuberculosis bovina. Una infeccion que se encuentra diseminada
principalmente en las explotaciones ganaderas dedicadas a la produccién de leche.
La prevalencia de animales infectados. infecciosos y afectados por MAP dentro de
las fincas representa un importante impacto econémico negativo. En los ultimos
afios se ha discutido el papel que juega en el desarrollo de colitis ulcerosa en
humanos conocida como la enfermedad de Crohn. Las similitudes entre las lesiones
y el aislamiento el algun caso de EC lleva a pensar en alguna relacion entre MAP y

esta enfermedad.

Actualmente para el diagnéstico y deteccion de MAP existen disponibles pruebas
serologicas y se han desarrollado técnicas moleculares altamente sensibles para la
deteccion de MAP. El cultivo sigue siendo considerado el estandar de oro para la
deteccion de MAP. Las ventajas del cultivo sobre las otras técnicas es que permite
determinar la presencia de MAP viable. El cultivo a diferencia de las otras técnicas
de diagnostico permite la deteccion de MAP viable tanto en animales como en
muestras ambientales y a obtencién de colonias para estudios gendémicos para

conocer el origen y distribucion de MAP en un area de estudio determinado.

El cultivo de MAP se realiza en medios de cultivo selectivos para micobacterias. Sin
embargo, una de las limitantes de la técnica de cultivo es el periodo de incubacion
necesario para que se produzca crecimiento de colonias. El tiempo de incubacién
en los medios de cultivo utilizados actualmente va desde 8 hasta 16 semanas para
observar desarrollo de colonias. Esto conlleva a un tiempo extendido hasta la espera

de resultados confirmatorios mediante cultivo.

Las investigaciones que buscan optimizar el proceso de cultivo de MAP sugieren el
uso de caldos enriquecidos para un aislamiento mas rapido. El cultivo en medio
liquido puede tomar de 6 a 8 semanas (Sweeney et al., 2012). El medio M7HIC
requiere entre seis a doce semanas de incubacion (Whittington et al., 2013).
Schwalm et al en 2018, reportaron cultivos positivos a la sexta semana de

incubacion.
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El presente estudio alcanzé la estandarizacion del cultivo de MAP en las
condiciones del pais. También se evaluaron dos medios de cultivo liquidos M7H9C
y Middlebrook 7H9 con adicion de ADC y Micobactina J. También se evaluaron tres
medios de cultivo sdlidos reportados en la literatura para el crecimiento de MAP. Se
utilizé una cepa MAP de referencia identificada como tipo C por PCR especifico
(Herndndez-Reyes et al., 2022). Esta cepa es la mas predominante en el ganado

bovino a nivel mundial.

En el presente estudio, para el aislamiento de MAP, los medios de cultivo liquidos
basados en 7H9 demostraron ser mas sensibles que los medios de cultivo sélido.
Con la evaluacion de medios de cultivo para el crecimiento de MAP se buscaba
identificar a los medios de cultivo que permitiesen un crecimiento mas rapido. Esto
permitiria en el contexto clinico, una deteccion temprana de animales infectados
gue diseminan MAP viable en las heces. La evaluacion semanal del crecimiento de
MAP los medios liquidos permitio identificar un mejor crecimiento de MAP en el
medio M7H9C.

El punto maximo de crecimiento de en este medio se alcanzé a las seis semanas
de incubacion encontrandose diferencia significativa en el crecimiento con en el
medio A7H9J. Estos resultados concuerdan con estudios que evidencian el efecto
positivo de la adicion de yema de huevo a los medios de cultivo (Harris et al., 2005).
Este tiempo de incubacion fue reportado en otros estudios donde. En otro estudio
donde se ha implementado este medio liquido, se ha logrado el aislamiento exitoso

de MAP con un tiempo de incubacién similar (Schwalm et al., 2019).

Esta primera evaluacion de medios de cultivo de MAP en Panama permitié
comprobar que la tasa de crecimiento de MAP depende directamente de la
formulacion del medio de cultivo. Por lo que, podemos concluir que la adiciéon de

yema de huevo al medio 7H9 influye positivamente en el crecimiento de MAP.

Los medios de cultivo solidos para MAP tienen la ventaja que permiten observar el

crecimiento de las colonias, permite la diferenciacion entre cepas dependiendo de
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su morfologia o color. Dependiendo de la cepa, se puede cultivar MAP diversos
medios de cultivo sélidos, los mas utilizados son el Agar Yema de huevo de Herrold
(HEYM), el medio Léwenstein Jensen (LJ) y Middlebrook (7H10 y 7H11). Es decir,
las cepas tipo S crecen mejor en medio LJ mientras que las cepas tipo C crecen
mejor en HEYM y en agares Middlebrook.

Debido a la lenta tasa de crecimiento de MAP y es necesario evaluar métodos mas
rapidos de cultivo. En este estudio evaluamos una nueva formula de cultivo sélido
basada en Middlebrook 7H9 al cual denominamos 7H9-OP en este estudio (Dane
et al., 2022). Este medio fue ensayado con cepas MAP de referencia y no hay datos
previos a este estudio de su capacidad de detectar MAP a partir de muestras
clinicas. Al medio se le adicion6 PANTA (Polimixina B, Anfotericina B, Acido

Nalidixico, Trimetoprima y Azlocilina) como agentes antimicrobianos.

La evaluacion del crecimiento de MAP en los medios HEYM, 7H11 y 7H9-OP
durante ocho semanas permitié observar que un crecimiento temprano de colonias
en el medio 7H9-OP a partir de la tercera semana de incubacion. Es inusual
observar desarrollo de colonias MAP en un tiempo de incubacion tan corto. El medio
de cultivo de uso mas extendido, el HEYM requiere como minimo ocho semanas de
incubacion (de Moraes Pereira et al., 2020; Ristow et al., 2006). Estos estudios

también han confirmado la dependencia de la cepa en funcion del medio de cultivo.

Los medios basados en Middlebrook permiten el crecimiento de las cepas Sy C de
MAP. Debido a esto se consider6é al medio 7H9-OP como una buena opcion a
probar. El medio 7H9-OP a diferencia de los otros medios evaluados, incorpora el
uso de Tween 80. El uso de Tween tienen efecto dependiente de la concentracion
sobre la pared celular de MAP y la morfologia de las colonias (Van Boxtel et al.,
1990a). En el medio de cultivo 7H9-OP se incorporé Tween 80 a una concentracion
de 1.0%. Esta concentracibn en combinacion con yema de huevo al 10% es

benéfica para el crecimiento de MAP (Dane et al., 2022).

Las colonias cultivadas en 7H9-OP fueron pequefias, color crema y una morfologia
lisa. Esta morfologia es atribuible a la adicion de Tween 80 en los medios de cultivo

(Van Boxtel et al., 1990). En este estudio, se establecié un periodo maximo de
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incubacion de ocho semanas para evaluar la capacidad del medio 7H9-OP para
promover el crecimiento temprano de colonias. El medio 7H9-OP permitié el
desarrollo y confirmacion de MAP en solo tres semanas, aunque solo se observo
una colonia por muestra confirmada. La tasa de crecimiento depende de la carga

bacilar que los animales se encuentren liberando en el momento del muestreo.

Estudios previos sugieren que la presencia de Tween 80 incrementa la
permeabilidad celular en bacterias del complejo Mycobacterium avium (Naik et al.,
1988), y esta relacionado con la susceptibilidad de MAP a antimicrobianos como la
penicilina G y la ciprofloxacina en presencia de Tween 80 (Van Boxtel et al., 1990).
Cabe destacar que dos de los antibioticos presentes en la formulacion PANTA, la
azlocilina y acido nalidixico pertenecen a las mismas familias que la penicilina G
(Penicilinas) y la ciprofloxacina (quinolonas) respectivamente. Esto pudo haber

tenido un efecto en el desarrollo de colonias en este medio de cultivo.

Las técnicas de diagndstico de MAP varian en cuanto a sensibilidad y especificidad.
Esto se vio reflejado en la baja concordancia en la deteccion vista entre la deteccion
de BAAR por ZN directo y ADN-MAP por PCR en muestras de heces. La técnica de
ZN permite identificar la presencia bacilos acido-alcohol resistentes, sin embargo,
es posible la tincidbn de otras micobacterias no MAP. Por la gran biodiversidad
presente en muestras ambientales como las que evaluamos, es posible que otras
micobacterias no MAP estuviesen presentes en las muestras. A pesar de
considerarse una técnica con baja sensibilidad (Zimmer et al., 1999) y altas
probabilidades de obtener resultados falsos negativos y falsos positivos (Ris et al.,
1988) es util a la hora de reconocer muestras altamente sospechosas en funcién de

la disposicion de los bacilos en la muestra (Idris et al., 2022).

El tiempo de deteccion depende de la carga bacteriana en la muestra, es decir, a
mayor carga menor tiempo de deteccién. Los animales con baja cantidad de MAP
en heces requieren una incubacion hasta 12 semanas (Whittington et al., 2013). En
base a lo anterior se pude sugerir que en aguellas muestras que detectamos a la

sexta semana de incubacién, la carga bacteriana era suficientemente alta para
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arrojar un resultado positivo. Esta deteccion temprana es crucial para identificar a

los animales que diseminan altas cantidades de MAP en las fincas.

Como se describid anteriormente, MAP es una bacteria con una tasa de crecimiento
extremadamente lento la cual también se ve influenciada por el medio de cultivo
utilizado. Decidimos evaluar la deteccion de MAP en muestras clinicas y
ambientales con los medios de cultivo que probamos permitian un crecimiento mas
rapido de MAP. El cultivo es una técnica de diagnéstico altamente sensible, se trata
de medios de cultivo altamente enriquecidos y selectivos para micobacterias, lo que
deja abierta la posibilidad que otras micobacterias no MAP se desarrollen primero,

lo que interfiere directamente con el diagnastico.

Se pudo confirmar MAP en los ambos medios de cultivo evaluados para muestras
de heces y ambientales. La mayor cantidad de muestra se logré detectar con el
medio de cultivo liquido M7H9C. En las dos técnicas de cultivo evaluadas se detecto
MAP, sin embargo, hubo crecimiento de otras micobacterias no MAP en ambos
medios de cultivo. Esto debido a que los medios de cultivo son selectivos para
micobacterias, pero no permite el cultivo diferencial de MAP. La adicion de
micobactina a los medios de cultivo es para permitir el crecimiento de MAP, pero
otras micobacterias pueden crecer estos medios. El cultivo de MAP aumenta la

sensibilidad en animales en estados avanzados de la enfermedad.

La detecciéon de MAP en medios solido como el medio HEYM ampliamente en
muchos paises, se observa crecimiento de colonias luego de ocho a 12 semanas
de incubacion en tubos tapa rosca inclinados. Esto hace que el tiempo de
diagndstico sea considerablemente largo, periodo en que los animales infectados
puedan estar diseminando la bacteria en las fincas. El medio sélido que evaluamos
permitid el crecimiento de MAP en tan solo tres semanas, en contraste con el medio
HEYM. El nimero de UFC en los medios fue menor de 10 UFC por plato de cultivo
hasta las 8 semanas. El medio 7H9-OP se realizé en platos Petri, por lo que estuvo
expuesto a una deshidratacibn mas temprana, y pudo haber afectado la tasa de
crecimiento. Aun asi, se comprob6 que MAP puede crecer en menos tiempo en este

medio, en comparacién con los otros medios sélidos disponibles.
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Los animales evaluados por cultivo bacteriolégico para MAP tradicionalmente se
han clasificado como infectado o no infectado en funcién del crecimiento de colonias
en medio de cultivo y se categorizan como bajos diseminadores si el crecimiento en
medio solido es menos de 10 UFC, diseminadores moderados si se observan de 10
a 50 UFC y en super diseminadores si se observan mas de 50 UFC por tubo de
muestra. Teniendo en cuenta esto podemos indicar que los animales identificados
con crecimiento de MAP en medio soélido fueron animales con baja carga bacilar o
bajos diseminadores, siendo que se observaron menos de 10 UFC por plato de
cultivo. Una de las principales ventajas del cultivo de MAP es que permite la
deteccion de MAP viable. En este sentido MAP puede estar presente en la muestra
como se observo en los resultados de PCR directo, pero Unicamente el cultivo

permite determinar la presencia de bacterias viables.

El manejo y la distribucion de las areas de trabajo dentro de las fincas fue distinto
entre ellas. Durante la visita se hizo una evaluacion de las condiciones de las fincas
y se identificaron posibles sitios y en base a la literatura que pudiesen ser posibles
fuentes de infeccion. Es asi de forma general en cada finca la toma de muestras de
suelo contemplaba las areas de sala de ordefio, areas de concentracion del ganado
adulto, pasillos hacia la sala de ordefio, zonas adyacentes donde hubiese evidencia
de escorrentia y el area del brete de los animales utilizados para el ordefio o las
vacunaciones y demas practicas que impliqgues inmovilizar ganado adulto. Se
considerd la toma de muestras de agua de sitios que fuesen de acceso recurrente
del ganado adulto. La deteccion de MAP en muestras de suelo dentro de las fincas
depende de la prevalencia de animales infectados, asi como, del estadio de
infeccion de estos. En muestras de suelo no observamos BAAR en muestras
directas y tampoco se detecté ADN. El cultivo detect6 MAP viable en una muestra
de suelo tomada en un area donde se suele concentrar el ganado adulto. Esta
muestra de suelo con cultivo positivo se encontro en la finca 9, siendo esta la finca
con mas animales detectados con cultivo positivo, es decir fue la finca con mas

animales que liberaron MAP viable en las heces.
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Por la supervivencia de MAP en el ambiente por largo tiempo se sospecha que
podria estar presente en el agua dentro de las fincas, asi como, moviéndose entre
fincas a través de los rios y quebradas y también llegando a los bebederos. MAP ha
sobrevivido hasta por 17 meses en muestras de agua que fueron inoculadas con
MAP. Esto apoya la hip6tesis de que el agua sea una posible ruta de transmision, a
humanos y a animales. En las muestras de agua se detect6 BAAR en todos los
sitios y AND-MAP en las muestras tomadas de quebradas y bebederos. Pudimos
detectar MAP viable en muestras de agua, comprobando que MAP puede estar

moviéndose a través del agua entre las fincas que comparten rios o quebradas.

Con los resultados obtenidos identificado que las practicas de manejo ganadero
deficiente promueven el ingreso y la prevalencia de MAP a las fincas.
Principalmente por practicas como la compra de animales, el uso de estiércol como
fertilizante de los pastos, asi como, mantener animales adultos y terneros en los
mismos corrales. Entre las practicas comunes realizadas por las fincas que
detectamos como cultivo positivo se identifico a la compra de animales, al uso de
estiércol y a mantener a animales jovenes con adultos, lo que coincide con practicas

de riesgo identificadas previamente.
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CAPITULO 6: CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES
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Conclusiones

En base a los resultados obtenidos en esta tesis podemos concluir lo siguiente:

El medio de cultivo liquido M7HOC tuvo mejor desempefio que el medio
A7H9J para el crecimiento de la cepa MAP de referencia.

El medio de cultivo so6lido 7H9-OP mostré mejor desempefio que los
medios HEYM-PS y 7H11-M al permitir un crecimiento temprano (3
semanas) de la cepa MAP de referencia.

MAP esta presente en 3.1% (17 /546) de muestras evaluadas por cultivo
(heces, suelo y agua). Del total de aislamientos confirmados el 82.4%
(14/17) fue en muestras de heces, el 11.8% (2/17) fue en muestras de
aguay el 5.9% (1/17) fue en muestra de suelo.

El medio de cultivo liquido M7HOC detecta MAP en mayor porcentaje
82% (14/17) que el medio de cultivo solido 7H9-OP con 17% (3/17).

Las practicas de manejo como la compra de animales, alojar terneros
con la madre después del parto, usar estiércol para fertilizar pastos
presentaron mayor incidencia en las fincas con cultivo positivo.

Las fincas con cultivo positivo tuvieron mayor presencia de animales con
diarrea, pérdida de peso progresivo y reduccion en la produccion.

El utilizar vehiculos compartidos para el transporte de estiércol estuvo
asociado significativamente (p = 0.02) con el estado de infeccién con
MAP de las fincas.

Las fincas con cultivo positivo tuvieron un promedio de produccion de
L/leche/dia/vaca menor (4.67+£2.55) que las fincas con cultivo negativo
(8.28+5.83).
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Recomendaciones

En base a estas conclusiones de arriba, hacemos las siguientes recomendaciones:

1. Implementar la vigilancia de MAP en fincas de produccién lechera ya que su
presencia disminuye la productividad de Leche.

2. Un programa de control de MAP adecuado para Panama debe incluir el uso
de cultivo de MAP con medio M7H9C para maximizar la detecciéon de MAP,
ya que detecta MAP en mayor porcentaje.

3. Para un abordaje completo y tomando en cuenta todos los factores que
influyen el proceso de infeccion con MAP y desarrollo de la paratuberculosis
recomendamos el uso combinado de PCR y cultivo en medio liquido M7H9C.

4. Debido a que el medio liquido M7H9C en comparacion al medio solido
M7HOC detect6 MAP tanto en muestras de heces, suelo y agua,
recomendamos su implementacion para la deteccion de MAP en estas
muestras.

5. Realizar trabajo de extension para educar a los productores en mejorar sus
practicas de manejo, y evitar practicas como el uso de estiércol y utilizar
vehiculos compartidos.

6. Los datos obtenidos de la encuesta en contraste con los resultados de cultivo
tuvieron relacion con lo reportado en otros paises, sin embargo, es necesario
ampliar el niumero de participantes, para poder obtener resultados mas
representativos.

7. Disminuir los costos de los programas de control de MAP mediante la

combinacién de pruebas moleculares y el cultivo para aislamiento de MAP.
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