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RESUMEN

La paratuberculosis es una enfermedad infecciosa que afecta al ganado bovino, su largo periodo de
incubacion y rdpida diseminacion a nivel individual y de rebafio, dificultan su control, por estas razones
ha sido dificil dimensionar la extensién de esta infeccidn en rebafios lecheros en el sur de Chile. El
objetivo del presente estudio fue conocer cuan efectiva es la transmision via leche de Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP) a terneros en los primeros 90 dias de vida. Se alimentaron 10
terneros provenientes de hatos libres de MAP con leche de vacas nodrizas infectadas confirmadas por
cultivo y serologia que fueron analizadas previamente en el laboratorio, los terneros fueron separados
en dos grupos, el primero “A” recibié leche con una carga conocida de la bacteria (10%mL) y el grupo
“B” (grupo control) recibid sustituto lacteo. A partir del primer mes de vida se analizaron muestras de
materia y suero sanguineo en los dos grupos de terneros, asf como semanalmente se estudio la leche
para confirmar la presencia de la bacteria en el grupo correspondiente. Como resultado, al tercer y
cuarto mes post inicio del estudio uno de los individuos del grupo A fue detectado como positivo al
cultivo de materia fecal de forma consecutiva, la presencia de MAP fue confirmada por PCR, uno de
los terneros del mismo grupo fue positivo a ELISA en el mes cuarto y quinto del estudio. Se pudo
concluir que, los terneros expuestos a una carga alta de MAP en leche, la transmisién de la infeccién
via leche fue 100% efectiva y el progreso de ésta fue mds rdpido de lo informado en la literatura. El
presente estudio confirma que los terneros sometidos a una alta presion de infeccidn podrian infectarse
a temprana edad y convertirse en una fuente de infeccion de otros terneros.
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ABSTRACT

Paratuberculosis is an infectious disease that affects mainly cattle; its long period of incubation and
rapid dissemination at individual and herd level makes it difficult to control; for these reasons, it has
been difficult to measure the extent of this infection in dairy herds of southern Chile. The aim of the
present study was to know how effective is the transmission via the milk of Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP) to calves in the first 90 days of life. Ten calves from MAP free herds
were fed with milk from infected nurse cows confirmed by fecal culture and serology that were previ-
ously analyzed in the laboratory; the calves were separated into two groups, the first "A" received milk
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with a load known bacterium (106 / mL) and group "B" (control group) received milk replacer. From
the first month of life, samples of fecal matter were analyzed, and blood serum in the two groups of
calves and weekly the milk was studied to confirm the presence of the bacteria in the corresponding
group. As a result, at the third and fourth month after the start of the study, one of the individuals in
group A was detected as positive to the fecal culture in a consecutive manner, PCR confirmed the
presence of MAP, one of the calves of the same group was positive to ELISA in the fourth and fifth
month of the study. It was concluded that the calves exposed to a high load of MAP in milk, the trans-
mission of the infection via milk were 100% effective, and the progress of this was faster than reported
in the literature. The present study confirms that calves subjected to a high infection pressure could

become infected at an early age and become a source of infection of other calves.
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INTRODUCCION

La Mycobacterium avium sub. paratuberculosis
(MAP) es una bacteria Gram positiva, dcido al-
cohol resistente, aerobia, que se desarrolla in-
tracelularmente; la temperatura 6ptima para su
crecimiento es de 37°C. Morfol6gicamente es
un bacilo pequefio, delgado, de desarrollo lento
y se propaga con dificultad en los medios de
cultivo; tiene una actividad metabodlica baja y
tiende a formar racimos de bacterias'. Presenta
resistencia considerable a condiciones ambien-
tales externas y agentes quimicos, como alcalis
y acidos ?'; ademads, es capaz de soportar altas
temperaturas, incluso en pasteurizacion de la le-
che comercial . Puede afectar a un sinniimero
mamiferas como los bovinos, ovinos, caprinos,
camélidos e incluso primates, también se ha re-
portado la infeccion en animales de vida silves-
tre como zorros y conejo 2! es la responsable de
la enfermedad de Jonhe en el ganado bovino,
que se caracteriza por la presencia de lesiones
intestinales granulomatosas de tipo crénico ™.
La principal manifestacion clinica es la dia-
rrea acuosa, la notable pérdida de peso y la pre-
disposicion a la eliminacion temprana de ani-
males en edad productiva. En muchos casos los
animales no presentan ningun signo clinico,
pero, la bacteria se elimina por heces o leche ),
siendo esta ultima la via que representa mayor
riesgo de transmision para el ser humano, su ca-
racter zoondtico ha sido vinculado con la enfer-
medad de Cronh que afecta al ser humano, hi-
poOtesis basada en el aislamiento del microorga-
nismo en sangre de pacientes que padecen la en-
fermedad y la similitud histopatoldgica de las
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lesiones con las manifestadas en el ganado, al
igual que el aumento de los casos de Paratu-
berculosis en rumiantes y la enfermedad de
Crohn en seres humanos.

La principal via de ingreso del patdgeno al
organismo es la oral. Los animales susceptibles
ingieren calostro o leche contaminados o suc-
cionan pezones contaminados con MAP prove-
niente de madre o de otro animal infectado. Los
bovinos también pueden infectarse por el con-
sumo de forraje o agua contaminados, lo cual
suele ser frecuente en explotaciones con una
elevada proporcién de animales infectados 7.
Ademas, se ha demostrado la transmision entre
terneros, en experimentos en donde la elimina-
cién del microrganismo es mayor cuando estos
son infectados a temprana edad '®; el principal
factor de riesgo para el contagio de terneros re-
cién nacidos era el contacto directo con heces
de vacas infectadas, mas que la ingestion de ca-
lostro de vacas positivas o leche contaminada;
sin embargo, se ha demostrado la presencia de
esta bacteria en la leche y su potencial riesgo
para la transmision de la madre a la cria.

El impacto econémico de la Paratubercu-
losis se basa en la distribucién mundial, la dis-
minucion de la produccion lactea en rebafos
afectados al igual que la reduccién de la calidad
sanitaria y la predisposicion a otro tipo de en-
fermedades metabdlicas, reproductivas o infec-
ciosas y en algunos casos la muerte de los ani-
males, ademas de costos asociados al manejo de
la enfermedad y remplazo temprano de indivi-
duos afectados lleva a buscar con urgencia vias



de diagndstico de la enfermedad, especialmente
para animales jévenes, de manera que sea posi-
ble reducir el riesgo de diseminacion en hatos
lecheros.
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Teniendo en cuenta los anteriores argumen-
tos, se plante6 como objetivo de la presente in-
vestigacion el estudio de la efectividad de la le-
che como fuente de infeccion hacia los terneros.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion animal y disefio del estudio

Para el estudio se utiliz6 10 terneros holstein
machos, procedentes de cuatro predios con an-
tecedentes de poseer baja tasa de infeccion, ubi-
cados en la Region de los Rios (Sur de Chile).
Los terneros eran hijos de madres con al menos
dos rondas de resultados negativos al cultivo de
heces para la deteccion de MAP, y de rebafios
sin antecedentes de paratuberculosis clinica. En
su mayoria, los rebafios estaban compuestos de
animales de las razas holstein y frisén negro. El
manejo del ganado en la mayoria de los rebafios
se defini6 como extensivo, caracterizado por
pastoreo directo durante todo el afio.

Luego de ingerir calostro de sus madres, fue-
ron transportados al campo experimental donde
se establecio el experimento. Paralelamente, se
adquirieron cinco vacas en lactancia que se en-
contraban infectadas e infecciosas, a partir de
un rebafo infectado. Un “pool” de leche de es-
tas vacas se utilizé para alimentar a los terneros
en estudio.

Los terneros fueron alimentados con cuatro
litros de leche y/o sustituto lacteo al dia y fue-
ron separados en dos grupos de cinco animales
por cada uno: el Grupo A recibi6 leche natural-
mente contaminada con MAP estimada en una
concentraciéon de 10%ml; el Grupo B, recibié
sustituto lacteo. Los terneros fueron manteni-
dos en corrales colectivos de acuerdo con cada
grupo segun el tratamiento. Los primeros tres
meses recibieron dieta lactea, segun trata-
miento, mas 1 kg de concentrado de creci-
miento y agua ad libitum.

El curso de la infeccion fue evaluado in vivo
mensualmente utilizando dos pardmetros: eli-
minacion de MAP por heces y presencia de an-
ticuerpos séricos contra MAP. Muestras indivi-
duales de sangre y heces fueron recolectadas

para examinar la respuesta inmune y la elimina-
ci6n de MAP en heces antes de la primera toma
de leche y en intervalos regulares luego de la
administracion de la leche y/o sustituto lacteo.

Toma y procesamiento de la muestra

Las muestras de heces fueron obtenidas direc-
tamente desde el recto de los animales, utili-
zando para ello mangas individuales de palpa-
cién, extrayendo 5 a 10 gramos de heces por in-
dividuo.

Se recolectd muestras de leche de manera in-
dividual de cada cuarto mamario para la obten-
cién de una muestra compuesta depositada en
un estanque para su tratamiento, se tomo una
muestra de aproximadamente 50 ml en tubos
falcon estériles.

Finalmente se tomaron alrededor de 3 a 5 ml
de sangre obtenida por venopuncion de la vena
yugular y coccigea, utilizando para ello tubos
Vacutainer con coagulante y agujas individua-
les para cada animal.

Todas las muestras fueron mantenidas a tem-
peratura ambiente hasta su traslado al Labora-
torio de enfermedades infecciosas, Instituto de
Medicina Preventiva Veterinaria, Facultad de
Ciencias Veterinarias, Universidad Austral de
Chile, Valdivia. En el laboratorio, sélo las
muestras de sangre fueron mantenidas a tempe-
ratura ambiente para la posterior obtencion de
suero, mientras que las muestras de heces y le-
che se mantuvieron refrigeradas a una tempera-
tura de 4°C hasta su procesamiento al dia si-
guiente del arribo al laboratorio. Las muestras
de leche fueron llevadas una vez por semana
desde el mes de octubre del 2017 hasta febrero
de 2018, las muestras de materia fecal y sangre
se tomaron una vez por mes desde noviembre
hasta abril de 2018.
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Protocolo para cultivo bacteriolégico de
MAP a partir de materia fecal

Las muestras de materia fecal se procesardn de
acuerdo a los protocolos para el cultivo de he-
ces bovino en el sistema de cultivo liquido au-
tomatizado BACTEC-MGIT 960, segun las in-
dicaciones del fabricante (Becton Dickinson,
Sparks, MD).

Protocolo para cultivo bacteriologico de
MAP a partir de leche

El cultivo de muestras de material fecal y leche
se realiz6 usando el sistema de cultivo automa-
tizado BACTEC MGIT 960. Las muestras fue-
ron sometidas a un proceso de descontamina-
cién fungica y bacteriana previo a la inocula-
cién de la muestra tratada en el medio de cul-
tivo. Todo el proceso de cultivo se realizd de
acuerdo con las indicaciones del fabricante
(Becton Dickinson, Sparks, MD).

Deteccién de anticuerpos séricos ELISA (en-
sayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas)

Para la deteccion de anticuerpos anti-MAP se
utilizé la prueba seroldgica de ELISA (Pour-
quier® ELISA PARATUBERCULOSIS, Insi-
tute Pourquier-France), siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante. La medicion y
registro de la absorbancia o densidad Optica

(DO) se realizé con un lector de ELISA (Biotek
Instrument, Inc. VT. USA) utilizando un filtro
de 450 nm. La presencia o ausencia de anticuer-
pos anti MAP se determind, de acuerdo a reco-
mendacién del fabricante, calculando la razén
DO muestra/DO control (S/P) para cada mues-
tra. Para que el ensayo sea vdlido, la razon entre
la media del control positivo y la media del con-
trol negativo (P/N) debid ser mayor o igual a 3;
ademds, la media del control positivo debid ser
mayor o igual a 0,35.

Confirmacion molecular de cultivos

Las muestras de materia fecal y leche que mos-
traron sefiales positivas, en el equipo BACTEC-
MGIT 960, antes de los 49 dias fueron someti-
das a confirmacion molecular utilizando para
ello el kit de extraccién y purificacién de ADN
(Roche), siguiendo de manera estricta las ins-
trucciones del fabricante. Se utilizé un sistema
de PCR en tiempo real para confirmar las mues-
tras que indicaron ser sospechosas de la presen-
cia de MAP.

Analisis estadistico

En el experimento se evalud las diferencias sig-
nificativas existentes en la tasa de eliminacion
de MAP y anticuerpos anti-MAP entre terneros
de los grupos A 'y B, usando la prueba exacta de
Fisher.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ningun ternero del grupo B o control (alimen-
tado con sustituto lacteo) mostro titulos de an-
ticuerpos ni eliminacién de fecal de MAP du-
rante los cinco meses del estudio. Los terneros
pertenecientes al grupo que recibi6 leche con-
taminada con MAP en una tasa de 10%ml, pre-
sentaron diferencias significativas (p<0,05) en
relacion con la tasa de resultados positivos a
ELISA y la tasa de eliminacion fecal de MAP
(Tablas 1y 2).

Las principales vias de transmision de la in-
feccion por MAP son: fecal-oral, mamaria y
congénita; los individuos mds susceptibles de
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infectarse son los terneros con edad menor de
seis meses de edad, especialmente los recién
nacidos ", principalmente por presentar una
mayor permeabilidad intestinal, ademds de la
falta de madurez del sistema inmune. Por otro
lado, MAP es capaz de evadir al sistema in-
mune de su hospedero, ya que se ha demostrado
ser capaz de sobrevivir dentro de los macréfa-
gos, lo que explica el largo periodo subclinico
(2-10 afios) con que cursa esta infeccion, lo cual
dificulta la deteccion temprana de la bacteria en
mencion 12!, especialmente en los animales mas
jovenes.
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Tabla 1. Resultados de la deteccién de anticuerpos por el método ELISA en ter-
neros alimentados con leche contaminada con una carga de 10%ml de

MAP

F.N. Nov Dic

Ene Feb Mar Abr

70817 - -
50917 - -
300917 - -
11017 - -
21017 - -

Tabla 2. Resultados de cultivo bacteriolégico de materia fecal del grupo de ter-
neros alimentados con leche contaminada con una carga de 10%ml de

MAP
F.N. Nov Dic Ene Feb Mar Abr
70817 neg neg neg neg neg neg
50917 neg neg neg neg neg neg
300917 neg neg neg neg neg neg
11017 neg neg neg neg neg neg
21017 neg neg pos pos neg neg

Debido al periodo de incubacién prolongado
que presenta la enfermedad, los signos clinicos
solo son evidenciables en edades adultas del bo-
vino, por lo que en el estudio no se observaron
cambios asociados a la enfermedad, los 10 ter-
neros fueron revisados de manera periddica,
mediante examen fisico general, medicién de
constantes fisioldgicas y peso, sin presentar
signo alguno que indicase el curso de un estado
patologico.

De lo anterior, nace la necesidad de mejorar
la capacidad diagnostica de los métodos de de-
teccion tradicionales.

Muchos rebafios mantienen a los terneros re-
cién nacidos con sus madres para que consuman
calostro, lo cual favorece la exposicion de los
terneros a materia fecal de animales adultos y la
transmision de la infeccién. Por otro lado, la
practica de alimentar a los terneros con calostro
o leche proveniente de multiples vacas incre-
menta el riesgo de transmision de MAP debido
a la posibilidad de que al menos una vaca esté

eliminando MAP, aumentando el ndmero de
terneros expuestos a la bacteria [*!. Incluso si la
carga bacteriana eliminada por calostro es alta,
los terneros podrian llegar a ser una fuente de
transmision para los otros terneros. Por lo tanto,
si los terneros recién nacidos son los individuos
mads susceptibles a una nueva infeccion dentro
de un rebaio lechero y el diagnéstico de la in-
feccion en individuos jovenes es complejo, las
estrategias de control deberian entonces estar
enfocadas en disminuir o evitar el contacto de
estos terneros con heces de animales infectados
o calostro-leche contaminados con MAP, ade-
mds de suministrar el calostro a partir de una
sola fuente 4.

Otra alternativa, podria consistir en disminuir
la carga de MAP en calostro-leche usando al-
gun protocolo descontaminante. Sin embargo,
los protocolos actualmente disponibles no son
econdmicamente rentables para la mayoria de
los predios lecheros, por lo que rara vez son
usados.

CONCLUSION

A modo de conclusion, los terneros expuestos y
desafiados con cargas altas de MAP, pueden
eliminar el patégeno al ambiente tan temprano

como a los tres meses de edad, lo que represen-
tarfa una fuente de infeccién adicional para los
otros terneros. Los programas de control de la
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infeccion deberian considerar esta situacion y  en animales jovenes en rebafios bovinos leche-
se deberia aconsejar hacer vigilancia también  ros.
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