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Deteccidon de Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis, por medio de PCR-anidada
a partir de muestras de heces de ovinos

Detection of Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis by nested-PCR of ovine fecal samples

Norma G. Jaimes* Marco Antonio Santillan Flores**  Oscar A. Hernandez Cruz*  Dionisio Cérdova Lépez**
Claudia Celic Guzman Ruiz***  Beatriz Arellano Reynoso**  Efrén Diaz Aparicio**
Victor R. Tenorio Gutiérrez**  Alfredo Cuéllar Ordaz*

Abstract

Paratuberculosis is a chronic granulomatous enteritis caused by Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (Map), which
affects wild and domestic ruminants. Map is shed in feces from infected animals. Transmission of the infection takes place by
oral ingestion of the bacterium from contaminated food and water with feces. With the objective to establish a paratuberculosis
diagnosis in ovine by nested-PCR from fecal samples, 204 fecal and serum ovine samples were studied. Feces were evaluated
by nested-PCR and bacterial culture, serum samples were analyzed by agar gel immunodiffusion (AGID). Nested-PCR yielded a
210 bp amplification product that corresponds to Map-1S900, in 61 out of 204 samples. From these, 43 were from AGID positive
animals and 18 from negative animals. Seventeen Map strains were isolated by bacterial culture and AGID detected 91 posi-
tive animals. Nested-PCR allowed to detect, sooner, greater number of animals shedding bacillus, even when they had resulted
negative to the serological test. This result is considered important because generally these animals, while remaining in the farm,
constitute the main source of infection for the herd. Nested-PCR should be considered as an alternative, when a prompt result is
required to know the health status of the herd with respect to paratuberculosis.

Key words: BACTERIAL CULTURE, SEROLOGICAL STUDY, MYCOBACTERIUM AVIUM SUBSPECIES PARATUBER-
cuLosis, OVINE, NESTED-PCR.

Resumen

La paratuberculosis es una enteritis granulomatosa de curso crénico ocasionada por Mycobacterium avium subespecie paratu-
berculosis (Map), afecta a rumiantes domésticos y silvestres. Map es excretada en las heces de animales que desarrollan la enfer-
medad, y la transmisién de la infeccion se da mediante la ingestion de alimentos y agua contaminados por heces de animales
infectados. Con el objetivo de establecer el diagndstico de paratuberculosis en ovinos por medio de la PCR-anidada a partir de
muestras de heces, se trabajaron 204 muestras de heces y sueros de ovinos; las heces se evaluaron por PCR-anidada y cultivo
bacteriolégico, las muestras de sueros fueron analizadas por medio de inmunodifusion en agar gel (IDGA). Con la PCR-anidada
se obtuvo un producto de amplificacién 210 pb que corresponde a la 1S900 de Map, en 61 de las 204 muestras. De éstas, 43 eran
de animales positivos a IDGA 'y 18 negativos. Mediante cultivo bacterioldgico se aislaron 17 cepas de Map; en este contexto, la
IDGA detecté a 91 animales como positivos. La PCR-anidada permitié detectar en menor tiempo a mayor cantidad de animales
que estaban eliminando al bacilo, aun cuando habian resultado negativos a la prueba seroldgica; este resultado se considera
importante, ya que generalmente estos animales, al permanecer dentro de la granja, constituyen la principal fuente de infeccién
para el rebafio. Se debe considerar ala PCR-anidada como alternativa, cuando se requiera el diagndstico en breve tiempo, para
conocer el estado sanitario del rebafio con respecto a paratuberculosis.

Palabras clave: CULTIVO BACTERIOLOGICO, ESTUDIO SEROLOGICO, MycoBACTERIUM Avium SUB-
ESPECIE PARATUBERcCULOSIS, OVINOS, PCR-ANIDADA.
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Introduction

aratuberculosis (ptb) or Johne’s disease is a

granulomatous enteritis that affects domes-

tic and wild ruminants."® Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis is the etiological agent, at
present, it is classified in the Mycobacterium avium-in-
tracellulare (Mai) M. avium subspecies avium, M. avium
subspecies silvaticum, M. avium subspecies paratu-
berculosis (Map), M. intracelullare complex.”® This
disease has a chronic course and mainly affects adult
animals of two to three years of age. It is characteri-
zed by progressive loss of body condition due to the
lesions produced in the ileum, ileocecal, cecum and
proximal colon mucosa and mesenteric lymph nodes;
diffuse hypertrophy of the jejunum and ileum mucosa
is developed, which acquire a rough appearance, cau-
sing low nutrient absorption.” The bacillus is excreted
by feces of sick animals. Under field conditions the
disease is transmitted by ingestion of food and water
contaminated with feces from infected animals, which
are the main source of herd infection.*®

Disease control in domestic ruminants depends on
opportune detection and elimination of infected ani-
mals, which is limited by a lack of proper diagnosis.”*
Bacterial culture from feces is considered as the defin-
itive test for clinical and subclinical detection of ptb
in herds. However, it has the problem that isolation
requires a period from eight to 16 weeks. Besides, Map
is a microorganism that needs enriched culture medi-
ums (meat extract, peptones, mycobactin) for growth.
Its disadvantage is that culture specificity is 100%, but
sensitivity is lower than 50%."*

Another alternative for ptb diagnosis is the use
of serological tests, such as immunoenzymatic assay
(ELISA) and agar gel immunodiffusion (AGID); a
restriction of these tests is that detection can only be
done when animals have the clinical presentation of
the disease.”” A new sensitive and specific alternative
for diagnosis of infectious diseases is now offered due
to the advances in molecular biology, especially those
regarding development of the polymerase chain reac-
tion (PCR) assay.”"”

Regarding ptb diagnosis by PCR, the most stud-
ied primers are those designed from the nucleotide
sequence called insertion sequence 900 (IS900), Map
specific."*?"" Erume et al.' designed a nested-PCR
from the IS900 sequence, characterized by using two
primer pairs: the design of the first one was based on
a region of the IS900, an amplification product larger
than 500 base pairs (bp) is obtained with it; the second
one was designed from an internal region of the ampli-
fied product, the amplified product obtained with it is
smaller than the original product, this increases test
sensitivity and specificity. The objective of this work
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Introduccion

aparatuberculosis (ptb) o enfermedad de Johne

es una enteritis granulomatosa que afecta a los

rumiantes domésticos y silvestres."* Mycobacte-
rium avium subespecie paratuberculosis es el agente
etiolégico, actualmente se encuentra clasificado
dentro del complejo Mycobacterium avium-intracellulare
(Mai) M. avium subespecie avium, M. avium subespe-
cie silvaticum, M. avium subespecie paratuberculosis
(Map), M. intracelullare.”” La enfermedad es de curso
crénico y se manifiesta principalmente en animales
adultos de dos a tres anos de edad; se caracteriza por
pérdida progresiva de la condicién corporal debido a
que las lesiones que produce, localizadas en la mucosa
delileon, valvulaileocecal, ciego, colon proximal y lin-
fonodos mesentéricos, desarrollan hipertrofia difusa
de la mucosa del yeyuno e ileon, que adquireren una
apariencia rugosa, lo que ocasiona mala absorcion
de los nutrimentos.! El bacilo se excreta en las heces
de animales enfermos. En condiciones de campo, la
enfermedad se transmite por la ingestiéon de alimen-
tos y agua contaminados por las heces de animales
infectados, éstos son la principal fuente de infeccion
para el rebano.*®

El control de la enfermedad en los rumiantes
domésticos depende de la deteccion oportuna y de la
eliminacion de los animales afectados. Esto ultimo se
ve limitado por falta de un diagnéstico adecuado.”® El
cultivo bacteriologico a partir de heces se considera
como prueba definitiva para la deteccion clinica y
subclinica de ptb en los rebanos y hatos, pero tiene
la limitante de que para su aislamiento se requiere de
un periodo de ocho a 16 semanas; ademds de que Map
es un microorganismo que necesita medios de cultivo
enriquecidos (extracto de carne, peptonas, micobac-
tina) para su crecimiento. La desventaja que presenta
consiste en que si bien la especificidad del cultivo es
de 100%, la sensibilidad es menor a 50%."?

Otra alternativa en el diagnoéstico de la ptb es el
uso de pruebas serolégicas, como el ensayo inmu-
noenzimatico (ELISA), y la inmunodifusion en Agar
Gel (IDGA); una de las limitantes de estas pruebas es
que detecta a los animales hasta que presentan la fase
clinica de la enfermedad.”” Con los avances en bio-
logia molecular, particularmente en el desarrollo de
pruebas como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), se ofrece una alternativa sensible y especifica
para el diagnéstico de enfermedades infecciosas.”*”

Respecto del diagnéstico de ptb por PCR, los ini-
ciadores que mds se han estudiado son los disenados
a partir de la secuencia nucleotidica llamada secuen-
cia de insercién 900 (IS900), especifica de Map."*>*"
Erume et al.' disenaron una PCR-anidada a partir de
la secuencia IS900, ésta se caracteriza por utilizar dos



was to establish paratuberculosis diagnosis in ovine by
nested-PCR from fecal samples.

Material and methods
Samples

A total of 204 fecal samples were used for bacterial
culture and nested-PCR, and 204 sera from the same
ovine, that were older than 2 years of age, from farms
located in Guanajuato, Jalisco and State of Mexico.
Fecal samples were directly taken from the animal rec-
tums. Sera were collected from the jugular vein with
Vacutainer* tubes without anticoagulant.

Serological diagnosis

Sera were evaluated by duplicate throughout the agar
gel immunodiffusion test with Map protoplasmic anti-
gen (PPA-M3*¥). Test lectures were done at 24 and 48
hours.

Bacterial culture

Bacterial culture was done by the technique described
by Payeur et al."® Samples were inoculated by duplicate
into Herrold culture medium with egg yolk enriched
with or without mycobactin [J*** (2 mg/L) and
amphotericin (50 pg/mL) Bt and incubated at 37°C
for 20 weeks. Positive Map isolation was considered by
growth time and development of bacterial colonies
in culture media with mycobactin and Ziehl-Neelsen
positive stain."

Fecal DNA obtaining
Cell obtaining

Fecal DNA obtaining was achieved by the technique
described by Garrido et al.,*> where 2 g of feces were
taken and dissolved during 15 minutes in 40 mL of
76% N-cetylpyridinium chloride* (HCP), left to rest
for 18 hours. Then 20 mL of the solution were taken,
centrifuged for 10 min at 300 g The pellet was washed
three times with 5 mL of phosphate buffer solution
(PBS) and transferred to microtubes and centrifuged
for 5 min at 14 000 g

Cell lysis and DNA extraction

Cell lysis was done by the cooling/warming method.”
The obtained pellet was transferred into cryotubes
and resuspended in 500 pL of TE-Triton 100X (50 mM
Tris, 10 mM EDTA, pH 8, 50 mM triton). Samples were
located three times at —80°C in nitrogen for 5 min and

pares de iniciadores: el primero es disenado con base
en una region de la IS900, con €l se obtiene un pro-
ducto de amplificacion mayor a 500 pares de bases
(pb); el segundo fue disenado de una regién interna
al producto amplificado, con €l se obtiene un pro-
ducto de amplificacién mds pequeno que el producto
original, ello aumenta la sensibilidad y especificidad
de la prueba. El objetivo del trabajo fue establecer el
diagnostico de paratuberculosis en ovinos mediante
la PCR-anidada a partir de muestras de heces.

Material y métodos
Muestras

Se trabajaron 204 muestras de heces para el cultivo
bacteriano y la PCR-anidada, y 204 sueros de los
mismos ovinos, que fueron mayores de dos anos, pro-
venientes de explotaciones ubicadas en Guanajuato,
Jalisco y Estado de México; las muestras de heces se
tomaron directamente del recto de los animales. Los
sueros fueron recolectados de la vena yugular con
tubos Vacutainer™® sin anticoagulante.

Diagnostico serologico

Los sueros se evaluaron por duplicado mediante la
prueba de inmunodifusién en agar gel con antigeno
protoplasmadtico de Map (por sus siglas en inglés,
PPA-M3*%*), las lecturas de la prueba se realizaron a
las 24 y 48 horas.

Cultivo bacteriano

El cultivo bacteriologico se realiz6 mediante la téc-
nica descrita por Payeur et al.,”® las muestras se inocu-
laron por duplicado en el medio de cultivo Herrold
con yema de huevo adicionado con y sin micobactina
J#** (2mg/L) y anfotericina Bt (50 pg/mL), y se incu-
baron a 37°C durante 20 semanas. Se consider¢ aisla-
miento positivo a Map por tiempo de crecimiento y
desarrollo de colonias bacterianas en medio de cultivo
con micobactina y tincién Ziehl-Neelsen positiva."”

Obtencion de ADN de heces
Obtencion de células
La obtencién del ADN de heces se llevo a cabo con

la técnica descrita por Garrido et al.* Se tomaron 2 g
de heces y se disolvieron durante 15 min en 40 mL de

*Becton Dickinson, Estados Unidos de América.
**Allied Monitor Inc., Estados Unidos de América.
***Allied Monitor Inc., Estados Unidos de América.
1tSigma Chemical Co., Estados Unidos de América.
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in oven** at 100°C for 5 min. For DNA extraction 450
pL of guanidine isothiocyanate*** (5bM) and 250 pL
of ammonia acetatet (7.5 M pH 6.3) were added and
located in ice for 15 min. Samples were transferred
into microtubes and 500 pL of chloroformj-isoamyl
alcohol (24:1), were added twice, centrifuged for 5
min at 14 000 g and the 450 pL of isopropanol® were
added to the aqueous phase and located at —20°C over-
night. Then samples were centrifuged for 15 min at
14 000 g, washed two times with 1 mL of 70% ethanol
and centrifuged for 5 min at 14 000 g. DNA was dried
at room temperature and resuspended in 100 pL of
miliQ) water.

Nested PCR

The primers®® used were those described by Erume
et al.,' ptbl (5 TGA TCT GGA CAA TGA CGG TTA
CGG A 3’) and ptb4 (5’CGC GGC ACG GCT CTT
GTT 3’) from which a 563 bp amplification product
is obtained. The ptb2 (5 GCC GCG CTG CTG GAG
TTAA3’) and ptb3 (5’ AGCGTCTTT GGC GTC GGT
CTT G 3’) primers were used for the second reaction
that yielded a 210 bp amplification product.

For the first reaction, 3 pL (10 ng/pL) of DNA
from the ovine feces were used, along with 5 pL of
PCR buffer (67 mM/pL), 3 pL of 2 mM MgCI2°°° (30
mM/pL), 1 pL. 200 mM dNTP’s" each, 1 pL (25 pMol)
of the ptb 1 and ptb 4 primers and 0.2 pL (1 U) of
DNA thermostable polymerase™ (5 U/pL) and 35.8
pL of miliQ) water, at a final volume of 50 pL. Samples
were processed in a thermocycler* with the following
program: initial denaturalization at 95°C for 5 min,
followed by 35 cycles at 95° C for 1 min, 65°C for 1 min
and 72°C for 1 min, as well as the final extension at
72°C for 5 min.

For the second amplification, 3 pL of the first
amplification were transferred to PCR microtubes
that contained the same amount and concentration of
the reactive solutions previously described, except for
the ptbl and ptb4 primers that were replaced by ptb
2 and ptb 3 primers. The same program was used in
the thermocycler** DNA from a Map strain (ATCC
19698) was include as positive control. Amplification
products were visualized in 2% agarose gels stained
with ethidium bromide ***

Results

The analyzed samples were collected form the herds
without previous ptb diagnosis. These farms had
records of cases of ovine older than two years of age
with chronic wasting without response to antibiotic
treatment, females that after lambing lost weight that
did not recovered. It was also observed the appear-
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cloruro de N-cetylpiridinio* (HCP) a 0.76%, se deja-
ron en reposo durante 18 horas, se tomaron 20 mL de
la solucioén, se centrifugé durante 10 min a 300 g A
la pastilla obtenida se le realizaron tres lavados con 5
mL de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS). La
pastilla fue transferida a microtubos y se centrifugé
por 5 min a 14 000 g

Lisis celular y extraccion de ADN

La lisis celular se realizé con el método de enfriamien-
to-calentamiento.? La pastilla obtenida fue transferida
a criotubos y resuspendida en 500 pL. de TE- Triton
100X (Tris 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8; tritén 50
mM). Las muestras se colocaron tres veces a —80°C en
nitrégeno durante 5 min y en horno** a 100°C por
5 min. Para la extraccion de ADN se agregaron 450
pL de isotiocianato de guanidina®*** (bM) y 250 pL
de acetato de amoniot (7.5 M pH 6.3), y se colocaron
en hielo durante 15 min. Las muestras se transfirie-
ron a microtubos y se les adicion6 en dos ocasiones
500 pL de cloroformo,] -alcohol isoamilico (24:1), se
centrifugé durante 5 min a 14 000 g, y a la fase acuosa
obtenida se le agregaron 450 pL de isopropanol® y se
coloc6 a —20°C durante toda la noche. Se centrifugé
durante 15 min a 14 000 g, se realizaron dos lavados
con 1 mL de etanol a 70% vy se centrifugé durante 5
min a 14000 g, el ADN se sec6 a temperatura ambiente
y se resuspendio6 en 100 pL de agua miliQ).

PCR anidada

Se utilizaron los iniciadores®® descritos por Erume
et al.,' ptbl (5 TGA TCT GGA CAA TGA CGG TTA
CGG A 3%) y pth4 (5’CGC GGC ACG GCT CTT GTT
3’) con los que se obtiene un producto de amplifica-
cion de 563 pb; para la segunda reaccion de PCR se
usaron los iniciadores pth2 (5° GCC GCG CTG CTG
GAG TTA A 3’) y ptb3 (5’ AGC GTC TTT GGC GTC
GGT CTT G 3’), con los que se obtuvo un producto de
amplificacion de 210 pb.

Para la primera reaccién se utilizaron 3 pL (10 ng/
pL) de ADN proveniente de heces de ovinos, 5 pL de
amortiguador de PCR (67 mM/pL), 3 pL MgCl2°°°
2mM (30 mM/pL), 1 pL ANTPs™ 200 mM c/u, 1 pL
(25 pMol) de los iniciadores Ptb 1 y Ptb 4 y 0.2 pL.
(1 U) de ADN polimerasa”” termoestable (5 U/pL)

*Sigma Chemical Co., Estados Unidos de América.
##Felisa HR, México.

###Sjgma Chemical Co., Estados Unidos de América.
1Sigma Chemical Co., Estados Unidos de América.
{Sigma Chemical Co., Estados Unidos de América.
°Sigma Chemical Co., Estados Unidos de América.
°°Accsesolab, S.A. de C.V., México.

°°°Sigma Chemical Co., Estados Unidos de Ameérica.
“Gibco BRL Co., Estados Unidos de América.
“"Sigma Chemical Co., Estados Unidos de América.



ance of submandibular edema, suggesting malnutri-
tion, and doughy feces in some animals. Results from
the positive animals are depicted in Tables 1 and 2.

Serology

A well defined precipitation line between the antigen
and serum wells was observed in 91 out of the 204
analyzed sera. Furthermore, identity with the positive
control serum was present, and so sera were consid-
ered as positive to GAID. Since the line formation was
not present in 113 sera, these samples were considered
as negative to the test.

Bacterial culture

Seventeen Map isolations out of 204 analyzed samples
were obtained. Bacterial colony growth was observed
since the fifth incubation week. Acid-fast bacilli (AFB)
were only seen in the medium enriched with myco-
bactin and Ziehl-Neelsen stain. These isolations corre-
sponded to 17/91 samples from seropositive animals.

Nested-PCR

A 210 bp amplification product was observed in 61 out
of 204 evaluated samples, corresponding to the one of
Map IS900 (Figure 1). From these, 43 corresponded
to GAID positive animals and 18 seronegative animals

(Tables 2 and 3).
Discussion

Several diagnostic techniques have been developed
and evaluated in order to achieve a better identifica-
tion of ptb infected animals. Here ovine fecal samples
were analyzed throughout bacterial culture, nested-
PCR and GAID. Sixty-one out of the 204 animals used
were positive by nested-PCR, and 17 Map strains were
isolated by bacterial culture. This resultagrees with the
described by Erume et al.,' and Dimareli and Sarris,"
who detected a higher amount of ptb positive animals
from feces, using nested-PCR, and lower quantity by
culture. Bacterial culture from feces is considered as
a confirmatory test for ptb diagnosis; nonetheless, it
shows several limitations since the procedure requires
media cultures enriched with mycobactin and eight to
16 weeks of incubation as minimum to achieve Map
isolation.

Another problem shown in fecal culture is sample
contamination with other microorganisms, as well as
the growth difficulty of the ovine strains.’®'® There-
fore, the amount of ovine detected by this method
was low (Tables 1 and 2), besides, since at least 103
bacilli per mL of processed sample are required to

y 35.8 pL de agua miliQQ, en un volumen final de 50
pL. Las muestras se trabajaron en un termociclador*
con el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a
95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos a 95°C por 1 min,
65°C por 1 min y 72°C por 1 min, asi como extension
final a 72°C por 5 min.

Para la segunda amplificacion, 3 pL de la primera
amplificacion fueron transferidos a microtubos de
PCR que contenian la misma cantidad y concentra-
cion de reactivos descritos anteriormente, excepto que
los iniciadores Ptbl y Ptb4 fueron sustituidos por los
iniciadores Ptb2 y Ptb3. Se utiliz6 el mismo programa
del termociclador.®* Se incluyé como testigo positivo
el ADN de una cepa Map (ATCC 19698). Los produc-
tos de amplificacion fueron visualizados en geles de
agarosa al 2% tenidos con bromuro de etidio.***

Resultados

Las muestras trabajadas procedian de rebanos en los
que no se habia realizado el diagnostico de Ptb. En
estas explotaciones se tenia como antecedente la pre-
sentacion de casos de ovinos mayores de dos anos con
adelgazamiento crénico sin respuesta al tratamiento
con antibioticos, hembras que después del parto adel-
gazaban y no recuperaban peso, ademas de que se
observo aparicion de edema submandibular sugerente
de desnutricion, y heces pastosas en algunos anima-
les. Los resultados de los animales que fueron positi-
vos a las pruebas se muestran en los Cuadros 1y 2.

Serologia

De los 204 sueros evaluados, en 91 se observé una
linea de precipitacion bien definida entre el pozo del
antigeno y el suero, ademas de que present6 identidad
con el suero testigo positivo, por lo que fueron con-
siderados como positivos a IDAG, y en 113 sueros no
se present6 la formacién de la linea de precipitacion,
por lo que fueron considerados como negativos a la
prueba.

Cultivo bacteriologico

Se obtuvieron 17 aislamientos de Map de 204 mues-
tras analizadas. Se observo crecimiento de colonias
bacterianas a partir de la quinta semana de incuba-
cién; unicamente en los medios que fueron adiciona-
dos con micobactinay con la tincion Ziehl-Neelsen se
observaron bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR).

*PCR Sprintl, Termo Electron, Co., Estados Unidos de Amé-
rica.

#**PCR Sprintl, Termo Electron, Co., Estados Unidos de
América.

###Sigma Chemical Co., Estados Unidos de América.
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Cuadro 1
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE INMUNODIFUSION EN AGAR GEL (IDAG), CULTIVO
BACTERIOLOGICO Y PCR-ANIDADO DE MUESTRAS DE HECES DE OVINOS
RESULTS OF THE GEL AGAR IMMUNODIFFUSION TESTS (GAID), BACTERIAL CULTURE
AND NESTED-PCR OF FECAL OVINE SAMPLES

Positive Negative
Map bacteriology 17/204 187/204
GAID 91/204 113/204
Nested-PCR 61/204 143/204

Cuadro 2
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE CULTIVO BACTERIOLOGICO Y PCR-ANIDADA DE
MUESTRAS DE HECES DE OVINOS DE ANIMALES QUE FUERON POSITIVOS
Y NEGATIVOS A INMUNODIFUSION EN AGAR GEL (IDAG)
RESULTS OF THE BACTERIAL CULTURE AND NESTED-PCR TESTS OF FECAL
OVINE SAMPLES FROM ANIMALS THAT WERE POSITIVE AND NEGATIVE
TO GEL AGAR IMMUNODIFFUSION (GAID)

GAID positive GAID negative
+ + -
Map bacteriology
17/91 74/91 0/143 143/143
Nested-PCR 43/91 48/91 18/143 125/143

ensure growth,'”" its sensitivity can reach 25.4%."
Nested-PCR is capable of detecting viable and non-vi-
able bacteria, which was evident in the study because
43/91(47.25%) seropositive animals and 18/113
(15.9%) negative to GAID were detected, whereas bac-
terial culture only yielded 17/204 (8.33%) isolations.
This result is attributed to the fact that throughout
bacteriology only viable bacteria, able to develop in
culture media, are detected. It must be added to the
previous statement that nested-PCR results can be
obtained in three or four days,">>%'"% which repre-
sents a time advantage when compared to bacterial
isolation.

Serological diagnosis for ovine ptb is done by
GAID test, with a sensitivity that can vary from 70% to
80% and 100% specificity.®*"*** Because GAID has
the advantage of being easy and quick to test complete
herds, itwasused to determine the presence of antibod-
ies against Map in this study, in which 44.6% (91/204)
of the evaluated animals were GAID positive. A total of
47.25% (43/91) of the animals were positive for both
GAID and nested-PCR, and in only 17/91 (18.68%)
Map isolations were achieved (Table 2). These data
reflex that ovine, besides presenting detectable anti-
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Estos aislamientos correspondieron a 17/91 muestras
de animales con serologia positiva.

PCR-anidada

Se visualizé un producto de amplificacion de 210 pb
que corresponde a la IS900 de Map (Figura 1), en 61
de las 204 muestras evaluadas. De éstas, 43 correspon-
dian a animales positivos a IDAG y 18 animales negati-
vos a la serologia (Cuadros 2y 3).

Discusion

Diversas técnicas diagnosticas se han desarrollado y
evaluado con el prop6sito de lograr mejor identifica-
cién de los animales infectados con Ptb. Aqui se pro-
baron muestras de heces de ovinos usando el cultivo
bacteriolégico, la PCR-anidada y la IDAG. De los 204
animales con los que se trabajo, 61 fueron positivos a
PCR anidada, y con el cultivo bacteriolégico se logra-
ron aislar 17 cepas de Map. Este resultado coincide con
lo descrito por Erume et al.' y Dimareli y Sarris,'* quie-
nes detectaron mayor cantidad de animales positivos
a Ptb a partir de heces, utilizando la PCR-anidada, y



Cuadro 3
PORCENTAIJE DE OVINOS POSITIVOS Y NEGATIVOS A Mycobacterium avium SUBESPECIE
paratuberculosis MEDIANTE LAS PRUEBAS DE INMUNODIFUSION EN AGAR GEL
(IDAG) Y REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR-ANIDADA)
PERCENTAGES OF POSITIVE AND NEGATIVE OVINE TO Mycobacterium avium
SUBSPECIES paratuberculosis, BY GEL AGAR IMMUNODIFFUSION (GAID) AND
POLYMERASE CHAIN REACTION (NESTED-PCR)

AGID (+) (-)
N N % Total
n-PCR (+) 43 18 159 61
=) 48 95 84.1 143
Total 91 113 100 204

Figura 1: PCR-anidada realizada a partir del ADN genémico obte-
nido de heces de ovinos. Amplificacién de fragmento de 210 pb de
la IS900 de Matp. Carril: 1) Marcador de tamano molecular 50 pb;
2) Map (ATCC 19698); 3) 15; 4) 35; 5) 868; 6) 3708; 7) 77; 8) 29.

Figure 1: Nested-PCR done from genomic DNA from ovine feces.
Amplification of the 210 bp fragment of the IS900 of Map. Lane: 1)
Molecular size marker 50 bp; 2)Map (ATCC 19698), 3) 15; 4) 35;
5) 868; 6) 3708; 7) 77; 8) 29.

bodies by GAID, are shedding the bacilli at the same
time in feces, because the presence and quantity of
antibodies against Map antigens are directly related
to the bacterial load and its elimination."%%1°

Bacillus excretion is also considered as intermit-
tent, whereas there are animals that eliminate huge
amounts of bacilli by feces, there are other animals
that are sporadic shedders.****’ Because of this,
52.75 % (48/91) of the seropositive ovine, that were
negative to nested-PCR (Table 2), could be bacterial

menor cantidad mediante el cultivo. El cultivo bacte-
riolégico de heces es considerado como prueba con-
firmatoria para el diagnéstico de Ptb, pero presenta
diversas limitantes, pues el procedimiento requiere
de medios de cultivo enriquecidos con micobactina y
ocho a 16 semanas de incubacién como minimo para
obtener el aislamiento de Map.

Otro problema que se presenta con el cultivo a
partir de heces es la contaminacién de la muestra con
otros microorganismos, asi como la dificultad con
la que crecen las cepas de origen ovino,”*'” por ello
fueron pocos los ovinos detectados con este método
(Cuadros 1y 2), ademas de requerir de por lo menos
103 bacilos por mL de muestra procesada para ase-
gurar el crecimiento,'" por lo que su sensibilidad
puede llegar a 25.4%." La PCR-anidada es capaz de
detectar bacterias viables y no viables, lo cual se hizo
evidente en el trabajo, ya que se lograron detectar
43/91 (47.25%) animales con serologia positiva y
18/113 (15.9%) fueron negativos a IDAG, mientras
que con el cultivo bacteriano s6lo se obtuvieron 17/204
(8.33%) aislamientos; este resultado se atribuye a que
con la bacteriologia solamente se detectaron las bac-
terias viables capaces de desarrollarse en el medio de
cultivo. A lo anterior se debe anadir el hecho de que
los resultados con la PCR-anidada se pueden obtener
en tres o cuatro dias,"””>*""*® lo que representa ven-
taja de tiempo en comparacién con el aislamiento bac-
teriologico.

El diagnéstico serolégico de ptb en ovinos se rea-
liza con la prueba IDAG, con sensibilidad que puede
variar de 70% a 80% vy especificidad de 100%.%*"***!
La IDAG tiene la ventaja de ser sencilla y rdpida para
probar rebanos completos, por lo que en este trabajo
constituy6 la prueba utilizada para determinar la pre-
sencia de anticuerpos contra Map, en la que 44.6%
(91/204) de los animales evaluados resultaron posi-
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sporadic shedders; considering this, when sample was
taken animals were not shedding the microorganism,
or were doing it in low amounts.>??%

Regarding 15.9% (18/113) of the ovine positive by
nested-PCR and not detected by GAID (Table 2), it is
considered that it might be caused by a lack of detect-
able antibodies, since GAID tests need the presence
of a large quantity of antibodies to express gel precipi-
tation. Sometimes GAID negative animals might be
positive by PCR or culture, due to the fact that in these
animals the humoral immune response decreases
when the cellular response increases. This occurs in
the subclinical phase of the infection. Another reason
for affected antibody production is the lost of immune
response due to the infection. This suppressing activ-
ity, called anergy, presents when animals are old or
the infection is in its final stage. However, it is consid-
ered that such animals might be shedding the bacillus
and are not detected by serological tests.”"***’

When a PCR test is used on DNA from pure bacte-
rial strains, sensitivity is 100%, but when DNA from
biological samples is used, from feces in this case, sen-
sitivity may be reduced by the presence of inhibitors,
such as epithelial cells, blood, bile salts, vegetable com-
ponents and complex carbohydrates, which removal
still represents the highest challenge to improve
sensitivity.l’2’5'7’14’17’20'27

Since obtaining DNA free from reaction inhibitors
is a key point for PCR diagnosis. Several extraction
techniques by enzymes and commercial kits have been
evaluated.”®'#%5:27 Eyen though they represent advan-
tages for obtaining good quality DNA, cost per sample
is high. The extraction technique used in this work
(Garrido et al)?® can be considered as a technique
of low cost per sample and easy to adapt and apply
in the laboratory. The first step is concentrating the
cells and breaking them by physical means, then the
genetic material is extracted and purified by a chemi-
cal method.

The aforementioned technique allowed obtaining
good quality DNA to be used in nested-PCR, achiev-
ing the identification of 61 animals that were shedding
bacilli by feces. Results confirm that ptb diagnosis by
nested-PCR should be considered as a useful alterna-
tive when quick diagnosis is required, that will allow
knowing the heard sanitary state, useful when a con-
trol program for the disease is applied inside the herd.
It is also adequate before the introduction of new ani-
mals to a farm, that represent a sanitary risk. The PCR
test used in this study makes possible to detect ani-
mals shedding bacilli by feces and that would stay in
the farm by being seronegative, becoming the main
source of infection to the herd.

Using two diagnostic techniques might be conven-
ient when disease control in herds is the objective: a
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tivos a la IDAG. El 47.25% (43/91) de los animales
resultaron positivos a IDGA y a PCR-anidada, y s6lo en
17/91 (18.68%) se logré aislamiento de Map (Cuadro
2). Estos datos reflejan que los ovinos, ademas de pre-
sentar anticuerpos detectables por IDAG, al mismo
tiempo estaban eliminando el bacilo en heces; debido
a que la presencia y cantidad de anticuerpos contra
los antigenos de Map estan directamente relaciona-
dos con el nimero de bacterias presentes y con su
eliminacién."*%1°

También se considera que la excrecion del bacilo
es de forma intermitente, asi como existen animales
que eliminan grandes cantidades de bacilos por heces,
otros animales son excretores <3sporz’1dicos,20'27'29 porlo
que 52.75% (48/91) de los ovinos positivos a serologia,
que resultaron negativos a PCR-anidada (Cuadro 2),
podrian ser excretores esporadicos de la bacteria, por
tal razon, al momento de la toma de la muestra no
se encontraban excretando el microorganismo, o lo
hacian en baja cantidad.?"**

Respecto del 15.9% (18/113) de los ovinos que
resultaron positivos a la PCR-anidada y que no fueron
detectados por la IDAG (Cuadro 2), se considera que
pudo deberse a la falta de anticuerpos detectables, ya
que las pruebas de inmunodifusiéon en agar necesitan
la presencia de gran cantidad de anticuerpos para
expresar la precipitacion en el gel. En ocasiones, los
animales negativos a inmunodifusion pueden resultar
positivos a PCR o al cultivo bacteriologico, debido a
que en estos animales la respuesta inmune humoral
disminuye cuando la respuesta celular aumenta; esto
sucede en la etapa subclinica de la infeccién. Otra
razon por la cual la produccion de anticuerpos resulta
afectada es la pérdida de respuesta inmune ante la
infeccion; esta actividad supresora, llamada anergia,
se presenta cuando los animales son viejos o la infec-
cioén esta en su etapa final. Sin embargo, se considera
que tales animales pueden estar eliminando el baciloy
no son detectados con el diagnéstico serolégico.?" >

Se sabe que cuando se utiliza una prueba de
PCR con ADN obtenido de cepas bacterianas puras,
la sensibilidad es de 100%, pero al utilizar ADN de
muestras biologicas, en este caso heces, la sensibilidad
puede verse reducida por la presencia de inhibidores,
como las células epiteliales, la sangre, las sales biliares,
componentes de vegetales y los carbohidratos comple-
jos, cuya remocion aun representa el mayor reto para
mejorar la sensibilidad.!>571417.2027

Un punto que se considera importante para el diag-
nostico por la PCR a partir de heces, es obtener ADN
libre de inhibidores de la reaccion, por lo que se han
evaluado diversas técnicas de extraccion con enzimas
y paquetes comerciales,”*'*?*?" que si bien presentan
ventajas para obtener ADN de buena calidad, el costo
por muestra es alto. La técnica de extraccion utili-



serological test, such as AGID, and another assay that
detects Mycobacterium avium subespecies paratubercu-
losis in feces, as nested-PCR. In this way animals with
paratuberculosis would be identified more efficiently.
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