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PREVALENCIA DE LA INFECCION POR Mycobacterium avium
SUBESPECIE paratuberculosis EN REBANOS DE OVINOS DE DOS
MUNICIPIOS DE SAN LUIS POTOSI, MEXICO

Prevalence of Infection by Mycobacterium avium Subspecie paratuberculosis
in Flocks of Sheep of Two Regions of San Luis Potosi, Mexico
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RESUMEN

La paratuberculosis (Ptb), también conocida como enfermedad
de Johne es causada por el Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis (Map). La enfermedad es contagiosa en bovi-
nos, ovinos, cabras y otros rumiantes; en humanos esta relacio-
nada con la enfermedad de Crohn. En ovinos se manifiesta con
pérdida progresiva de peso, y en estados avanzados, con he-
ces aglutinadas y diarrea. Para el diagnéstico de la enfermedad
existen diferentes pruebas: una en heces, de donde se obtiene
una secuencia de insercion 900 (IS900) del genoma de Map,
pudiendo identificar el organismo por la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) y otra en suero sanguineo, por medio de la
prueba de inmunodifusion en gel de agar (IDGA). Se seleccio-
naron estas dos técnicas para estimar la prevalencia de Map.
Se analizaron muestras sanguineas y fecales de 211 ovinos
asintomaticos en 32 rebafios de 10 comunidades de Salinas y
Villa de Ramos, San Luis Potosi. La prevalencia de Map por re-
bafio entre comunidades con la prueba de IDAG fluctué desde
4,35 hasta 33,33%, con promedio de 9,48%. La prevalencia con
la prueba de PCR-anidada se presentd de 4,26 a 33,33% y un
promedio entre comunidades de 7,58%. La prueba de IDGA de-
tectd 20 ovinos positivos con anticuerpos de Map. La técnica de
PCR-anidada detectd 16 ovinos que excretaban Map. Al utilizar
la prueba de PCR como prueba de oro, la prueba de IDGA tuvo
una sensibilidad de 81% y una especificidad de 96%, con una
concordancia kappa de 0,96. Con la presencia de Map en los
municipios de Salinas y Villa de Ramos de San Luis Potosi es
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necesario tomar las medidas pertinentes en su control y erradi-
cacion, para evitar la diseminacion y pérdidas econdmicas en
las explotaciones pecuarias.

Palabras clave: Paratuberculosis, prevalencia, 1S900, IDGA,
PCR.

ABSTRACT

Paratuberculosis (Ptb), also known as Johne’s disease, is
caused by Mycobacterium avium subspecie paratuberculosis
(Map). The disease is contagious in cattle, sheep, goats and
other ruminants; in humans it is associated with Crohn’s dis-
ease. Progressive weight loss is observed in sheep, and in ad-
vanced stages, clumped stools and diarrhea. To diagnose this
disease there are different tests: one is using the feces, from
which an insertion sequence 900 (IS900) Map genome is ob-
tained, making possible the organism identification through a
Polymerase Chain Reaction (PCR), and a second one in blood
serum through the Agar Gel Immunodiffusion test (AGID).
These two techniques were selected to estimate the preva-
lence of Map. Fecal and blood samples of 211 asymptomatic
sheep were analyzed in 32 flocks from 10 communities in Sali-
nas and Villa of Ramos, San Luis Potosi. The Map prevalence
per flock between communities with the AGID test ranged from
4.35 to 33.33%, with a mean of 9.48%. The prevalence with
the nested PCR test came out with a value varying from 4.26
to 33.33% and a mean of 7.58% between communities. The
AGID test detected 20 positive sheep to Map antibodies. The
nested PCR detected 16 sheep excreting Map. By using the
PCR test as the gold standard, the AGID test had a sensitivity
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of 81% and a specificity of 96%, with a kappa agreement value
of 0.96. Being Map present in the Municipalities of Salinas and
Villa de Ramos, San Luis Potosi, it is necessary to take the
relevant measures to control and eradicate it, preventing its
spread and economic losses in all livestock farms.

Key words: Paratuberculosis, prevalence, IS900, AGID, PCR.

INTRODUCCION

La paratuberculosis (Ptb), también conocida como enfer-
medad de Johne es causada por el Mycobacterium avium su-
bespecie paratuberculosis (Map). Esta enfermedad causa de-
sordenes infecciosos del tracto intestinal, principalmente en ru-
miantes domésticos, pero también en rumiantes salvajes e in-
cluso primates [15]. También se ha asociado con la enferme-
dad de Crohn, una enfermedad créonica multifactorial inflamato-
ria del intestino humano [8]. La manifestacion clinica de Ptb en
ovinos (Ovis aries) se manifiesta a edades mas tempranas que
en bovinos (Bos taurus), siendo la pérdida progresiva de peso
la primera manifestacion [19]. Se ha observado que en 10 a
20% de los casos clinicos de Ptb en ovinos se presentan he-
ces aglutinadas o diarrea [29]. La Ptb es una enfermedad co-
mun en muchos paises [28], incluyendo México. Desafortuna-
damente en México, aun se desconoce la magnitud del proble-
ma [18]. La base del control de esta enfermedad es la identifi-
cacion y eliminacién de los animales infectados. Sin embargo,
el caracter subclinico de la enfermedad y la baja sensibilidad
de los métodos de identificacion dificultan el diagnéstico [4]. La
Ptb se puede encontrar en hatos bovinos y ovinos siendo dificil
identificar un ovino con infeccién subclinica, de esta manera,
animales asintomaticos infectados pueden estar diseminando
el microorganismo mediante heces por varios afios [21]. Para
detectar la enfermedad de manera subclinica se pueden hacer
pruebas como: las serolégicas y el aislamiento del agente [20].
En ovinos, la deteccién mediante los cultivos fecales son efec-
tivos para detectar al menos 12% de los casos subclinicos, la
desventaja es que requieren de dos a cuatro meses (mes)
para incubar la bacteria [23].Una alternativa a las limitaciones
del procedimiento anterior son las pruebas serol6gicas como
son: la prueba de fijacion de complemento (FC), la técnica de
ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y la inmunodifusiéon en gel
de agar (IDGA) [1]. En Nueva Zelanda y Australia, la técnica
de IDGA en pequefios rumiantes ha demostrado una mayor
sensibilidad y especificidad que la prueba de ELISA [24]. Por
otra parte, la prueba serolégica de IDGA es sencilla y rapida,
lo que permite analizar rebafios completos en pocos dias (d),
con buena sensibilidad entre 70 a 80% y especificidad de has-
ta 100% [30]. Actualmente, los avances en biologia molecular,
como la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), ofrecen
una alternativa por ser mas sensible y especifica para la de-
teccion de enfermedades infecciosas [7]. La secuencia nucleo-
tida de insercion 900 (1S900) contiene multiples copias (14-18)
del genoma de Map, lo que facilita la identificacién de este mi-
croorganismo [9]. Aprovechando esta ventaja, Erume y col. [6]
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implementaron a partir de la secuencia 1S900, la técnica de
PCR-anidada, que se caracteriza por utilizar dos pares de ini-
ciadores. El primer iniciador es disefiado de una secuencia de
la region IS900, con él se obtiene un producto de amplificacién
mayor a 500 pares de bases (pb). El segundo iniciador fue di-
sefiado de la secuencia de la region interna del producto am-
plificado (500pb) del que se obtiene un producto de amplifica-
cion mas pequefio que el producto original lo que aumenta la
sensibilidad y especificidad de la prueba. Las ventajas que tie-
ne este método sobre el cultivo bacteriano es que, los resulta-
dos se pueden obtener en tres o cuatro d, eliminando los pe-
riodos de incubacion. También la secuencia de insercion
1IS900 es especifica para Map, lo que elimina los problemas de
contaminacién de la muestra; ademas, con la misma técnica
se puede diferenciar las bacterias viables y las no viables [5,
31]. La base del control de esta enfermedad es la identifica-
cion y eliminacion de los animales infectados; sin embargo, el
caracter subclinico de la infecciéon y escasos diagnoésticos ha-
cen que la enfermedad esté subestimada en México, causan-
do un impacto negativo en la economia de las explotaciones
ovinas. Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue estimar
la prevalencia de la infeccion por Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map) con la técnicas IDGA y PCR-anidada,
en ovinos de los municipios de Salinas y Villa de Ramos, San
Luis Potosi, México.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion del area de estudio. Esta investigacion se
realiz6é con rebafios ovinos de las comunidades: Lagunillas, La
Herradura, El Calvario, Villa de Ramos, Pinillos, El Zacatéon y
San Pedro del Saltito del municipio Villa de Ramos, localizado
geograficamente a los 22°37’'N y 101°42’0, a una altitud de
2070 m [13]. Asimismo, las comunidades: Zaragoza, Diego
Martin y Salinas de Hidalgo del municipio Salinas, localizado
geograficamente a los 22° 50’ Ny 101° 55’ O, a una altitud de
2,200 m [13]; ambos Municipios del estado de San Luis Potosi.
Por la cercania geografica, sus caracteristicas son muy pareci-
das, el clima predominante es seco templado, su temperatura
media anual es de 18,7°C y su precipitacion pluvial media
anual es de 391 mm. Predomina una vegetacion de matorral
microéfilo desértico, espinoso, izotal, pastizal, nopalera y cardo-
nal de cuyas asociaciones se tienen especies como: Larrea tri-
dentata, Prosopis laevigata, Acacia berlandieri, Flourensia cer-
nua, Opuntia spp. Yucca filiferay una variedad de pastos
como: Bouteloua gracilis, Bouteloua curtipendula, Erioneuron
pulchellum y Distichlis spicata [22].

Poblacion de estudio. Se muestrearon 211 ovinos ma-
yores de dos afos de edad, provenientes de 32 rebafios, loca-
lizados en ambos Municipios. Se seleccionaron ocho comuni-
dades para ser incluidas en este estudio de acuerdo a la dis-
posicion y cooperacion de los productores, dado que algunos
productores se mostraron poco cooperantes para proporcionar
datos y permitir tomar las muestras necesarias. La raza ovina
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predominante en el area de estudio fue Rambouillet y sus cru-
ces. Se tomaron muestras sanguineas del 10% de animales
del rebafio ovino en cada predio de cada comunidad, con una
edad mayor a dos afios, confirmada por férmula dentaria. Se
identificaron los ovinos por medio de aretes plasticos con nu-
mero, para poder dar seguimiento a los animales que pudieran
resultar positivos. En estos rebafios no se tenian antecedentes
de incidencia de la enfermedad y los ovinos no presentaban
signos clinicos de infeccién por Map.

Preparacion de las muestras. En cada rebafio se reco-
lectaron muestras de heces y sangre, de un numero represen-
tativo de animales asintomaticos, hasta reunir un total de 211
muestras de cada tipo. Se muestrearon cinco mL de sangre
por animal de la vena yugular y se colocaron en tubos de plas-
tico para suero de 13 x 100 mm x 5,0 mL (BD Vacutainer®, ta-
pén rojo Hemogard™, EUA) adicionados con activador de coa-
gulacién y cubierta interior de silicén, que fueron procesados
para separar el suero, el cual se almacen6 en un ultra conge-
lador (Thermo Scientific, Forma 7000 modelo 7320A, EUA) a
-20°C hasta procesarlos mediante la prueba de inmunodifusién
en gel de agar (IDGA) [24]. Las muestras fecales se obtuvie-
ron del recto del animal con la ayuda de un guante de plastico,
las muestras se conservaron en congelacion a -20°C hasta su
uso para la extraccion de ADN, la cual se llevd a cabo con la
técnica descrita por Garrido y col. [7] que brevemente consistio
en: tomar dos g de heces, las que se disolvieron durante 15
min en 40 mL de una solucion de cloruro de N-cetilpiridinio
(HCP) (Sigma Chemical Co., EUA) a 0,76%, después se deja-
ron en reposo durante 18 h; de esta solucién se tomaron 20
mL, los cuales se centrifugaron durante 10 min a 300 x g. El
sedimento se lavo tres veces con cinco mL de solucion amorti-
guadora de fosfatos (PBS), después se transfirié a microtubos
de un mL y se centrifugd por cinco min a 14 000 x g [14]. La li-
sis celular se realiz6 mediante enfriamiento-calentamiento [7].
Para llevar a cabo este proceso, el producto de lisis se centri-
fugo, el sedimento fue transferido a criotubos y se resuspendio
con 500 pL de TE-Tritén100X (Tris 50 mM, EDTA 10 mM, pH
8; triton 50mM). Los criotubos se colocaron tres veces en un
termo criogénico (Taylor-Wharton 3K, EUA) a -80°C durante
cinco min para luego retirarlos y colocarlos en un horno (Felisa
HR, México) a 100°C por cinco min [14] de acuerdo con el pro-
tocolo, este proceso se llevd a cabo tres veces. La extraccion
de ADN se realizd usando la técnica descrita por Jaimes y col.
[14]; que brevemente consistio en lo siguiente, a una muestra
fecal de ovino se agregé 450 L de isotiocianato de guanidina
(Sigma Chemical Co., EUA) 5M y 250 puL de acetato de amo-
nio (Sigma Chemical Co., EUA) 7,5 M pH 6,3 y se colocé en
hielo durante 15 min. Las muestras se transfirieron a microtu-
bos y se les adicioné en dos ocasiones 500 pL de cloroformo
(Sigma Chemical Co., EUA), alcohol isoamilico (24:1), se cen-
trifugdé durante cinco min a 14 000 x g. Se recuperé la fase
acuosa a la que se le agregé 450 pL de isopropanol (Sigma
Chemical Co., EUA) y se incubd en un ultracongelador (Ther-
mo Scientific Forma 7000 modelo 7320A, EUA) a -20°C duran-

te toda la noche. Después, las muestras se centrifugaron du-
rante 15 min a 14 000 x g, se realizaron dos lavados con un
mL de etanol a 70% y se centrifug6é durante cinco min a 14
000 x g. El ADN se sec6 a temperatura ambiente y se resus-
pendi6 en 100 pL de agua miliQ.

Prueba de inmunodifusién en gel de agar (IDGA).
Para la preparacion del gel se pesaron 3,75 g de agar noble
(Difcolaboratories), los cuales se disolvieron por calentamiento
en 50 mL de buffer salino de fosfatos (PBS 1X) para obtener
una concentracion final de 0,75% de agar; luego se afiadi6é un
mL de azida de sodio al 0,2% y posteriormente se adicionaron
15 mL de la solucion de agar en una placa de petri para formar
el gel. Una vez polimerizado, se realizaron las perforaciones
en forma de rosetas. En el pozo del centro se coloco el antige-
no 3065 de Map [17]. En los pozos periféricos se colocaron 30
ML de sueros problemas. La placa con las muestras se colocd
en una camara huimeda y se incubaron a 37°C por un periodo
entre 24 y 48 h. Las placas se inspeccionaron para detectar
una banda de precipitacion definida. Si la banda se presentaba
dentro del periodo de 48 h, la muestra se consideraba como
positiva; de lo contrario se consideraba negativa [26].

Procedimiento de la PCR anidada. Para la PCR ani-
dada se utilizaron los iniciadores (Accesolab, S.A. de C.V,,
México) disefiados por Erume y col. [6]; ptb1 (5" TGA TCT
GGA CAA TGA CGG TTACGG A 3’) y ptb4 (5°CGC GGC
ACG GCT CTT GTT3’), con los que se obtiene un producto
de amplificacion de 563 pb. Para la segunda reaccion de
PCR se usaron los iniciadores ptb2 (5° GCC GCG CTG
CTGGAG TTA A 3) y pth3 (5 AGC GTC TTT GGC GTCGGT
CTT G 3’), con los que se obtuvo un producto de amplifica-
cion de 210 pb. Los procedimientos de amplificacion y visuali-
zacion se llevaron a cabo de acuerdo a procedimiento descri-
to por Jaimes y col. [14]. Para la primera reaccion se utiliza-
ron 3 uL (10 ng puL~") de ADN proveniente de heces de ovi-
nos, 5 uL de amortiguador de PCR (67 mM uL™"), 3 yL MgCI2
(Sigma Chemical Co., EUA) 2mM (30 mM pL~"), 1 uL dNTP’s
(Gibco BRL Co., EUA) 200 mM c/u, 1 pyL(25 p Mol) de los ini-
ciadores Ptb 1y Ptb 4y 0,2 pL (1 U) de ADN polimerasa (Sig-
ma Chemical Co., EUA) termoestable (5 U uL™") y 35,8 uL de
agua miliQ en un volumen final de 50 pL. Las muestras se
amplificaron en un termociclador (PCR Sprint1, Termo Elec-
tron, Co., EUA) 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, y una extension final a
72°C por 5 min. Para la segunda amplificacion se usaron tres
ML de la primera amplificacion en microtubos de PCR que
contenian la misma cantidad y concentracién de reactivos
descritos anteriormente, excepto que los iniciadores Ptb1 y
Ptb4 fueron sustituidos por los iniciadores Ptb2 y Ptb3. Se uti-
lizd el mismo programa del termociclador. Se incluyé como
testigo positivo el ADN de una cepa Map (K10 19698). Los
productos de amplificacion fueron visualizados en gel de aga-
rosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio (Sigma Chemical
Co., EUA).
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Analisis estadistico. Para determinar el tamafio de la
muestra se considerd una prevalencia estimada de para tu-
berculosis ovina de 4,4% [18], para poder utilizarla en un
muestreo aleatorio simple, ya que no existen datos en la re-
gién, empleando un nivel de confianza de 95,0% y un por-
centaje de error de 5,0%, en donde segun la metodologia de
Lwanga y Lemeshow [16], se obtuvo un tamafio de muestra
de 73, pero se tuvo la oportunidad de muestrear un mayor
numero de ovinos (211) para dar mas validez al estudio.
Para calcular las diferencias de prevalencia entre comunida-
des, obtenida de cada una de las pruebas diagnéstico, se
utilizé una prueba de t-student [27]. Al utilizar dos métodos
diferentes para el diagnéstico de una enfermedad, es nece-
sario conocer el grado de concordancia entre ellos. El grado
de concordancia entre ambas pruebas de diagnostico se ex-
presa con el valor de kappa (1<). Este valor expresa el gra-
do de concordancia mas alla del azar [3].

RESULTADOS Y DISCUSION

Los ovinos no presentaban signos clinicos de infeccién
con Map, asimismo las comunidades no tenian antecedentes
de diagnostico de la enfermedad. Se encontraron 20 muestras
de suero sanguineo ovino con anticuerpos a Map por la prueba
IDGA. De acuerdo con los iniciadores disefiados por Erume y
col. [6], para reconocer secuencias contenidas en las amplifica-
ciones de un producto con 210 pares de bases en la prueba de
PCR-anidada, se presentaron bandas amplificadas en 16 de las
211 muestras de heces, lo que corresponde a la IS900 de Map
(FIG. 1) y 13 de las 211 muestras resultaron positivas en ambas
pruebas (TABLA II). Con la prueba IDGA se obtuvo una preva-
lencia global de Ptb ovina de 9,48%, oscilando entre 4,35 y
33,33% entre las comunidades estudiadas; y con la prueba de

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

250
200 —»
150
100
50

FIGURA 1. AMPLIFICACION DEL ADN GENOMICO DE HE-
CES DE OVINOS POR PCR ANIDADA. AMPLIFICACION DE
UN PRODUCTO DE 210 PB DE LA 1S900 DE Mycobacte-
rium avium SUBS. paratuberculosis (MAP). CARRIL 1:
MARCADOR DE TAMANO MOLECULAR DE 50 PB; CA-
RRIL 2: CONTROL POSITIVO K10 MAP; CARRILES 3 Y 6
MUESTRAS QUE NO AMPLIFICARON; CARRILES 4, 5, 7,
8,9, 10, 11,12 Y 13 MUESTRAS AMPLIFICADAS; CARRIL
14: CONTROL NEGATIVO.

PCR-anidada, la prevalencia fue 7,58%, teniendo una fluctua-
cion entre comunidades de 4,26 y 33,33%. No se encontro6 di-
ferencia significativa (P=0,262) para el diagnostico de Map con
las pruebas utilizadas.

En un estudio realizado en los estados de Querétaro y
Guanajuato, México, por Chavez y col. [2] reportaron prevalen-
cias en caprinos (Capra hircus) de 8,8% y en ovinos de 4,4%.
Por otra parte, Vélez-Hernandez y col. [32] determinaron sero-
prevalencias en el Valle de México de 6,39 y 4,89% en dos reba-
fios caprinos.

En este estudio, IDGA y PCR, se utilizaron comparativa-
mente con el fin de lograr una evaluacion descriptiva del nivel de

TABLA |
PREVALENCIA DE LA INFECCION POR Mycobacterium avium SUBS. paratuberculosis (MAP) POR INMUNODIFUSION
EN GEL DE AGAR (IDGA) Y REACCION EN CADENA DE POLIMERASA - ANIDADA (PCR-ANIDADA) EN OVINOS
DE COMUNIDADES DE SALINAS Y VILLA DE RAMOS, SAN LUIS POTOSI, MEX.

Comunidad Total Positivos Prev. Positivos Prev.
de ovinos con IDGA % con PCR %

Cerro Pinillos 10 0 0,00 0 0,00
Salinas 3 1 33,33 0 0,00
Diego Martin 7 1 14,29 1 14,29
El Calvario 3 1 33,33 1 33,33
El Zacatén 54 8 14,81 6 11,11
La Herradura 47 3 6,38 2 4,26
Lagunillas 23 1 4,35 0 0,00
Sn Pedro del Saltito 29 0 0,00 0 0,00
Villa de Ramos 28 3 10,71 4 14,29
Zaragoza 7 2 28,57 2 28,57
TOTAL 211 20 9,48 16 7,58
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positividad de Ptb en la poblacion objetivo. De los 20 sueros
positivos a Ptb detectados por IDGA, siete muestras fecales
fueron negativas a la prueba de PCR, representando el 35%
(7/20) de los animales (TABLA IlI). Como se observa en los re-
sultados, por la prueba de IDGA se obtuvo un nimero mayor
de animales positivos comparada con la prueba de PCR; 20
vs. 16, respectivamente. Este nimero menor de muestras po-
sitivas obtenidas por PCR, se explica porque los bacilos son
desechados de manera intermitente en las heces [25], lo que
permite sugerir que si solo se utiliza la prueba de PCR para
diagnosticar Ptb, se realicen diferentes muestreos para dar un
resultado mas certero. Los autores apoyan la hipotesis de que
estos ovinos estan infectados, a pesar de que el grupo criterio
tenia una condicién corporal clinicamente sana, pero es proba-
ble que en el momento de la toma de muestra los individuos
no estuvieran excretando un numero de organismos adecua-
dos para ser detectados por la prueba de PCR. Aun y cuando
el grupo criterio eran animales mayores de dos afios edad, ya
que la literatura reporta que en este periodo de edad es en
donde existe mayor probabilidad de encontrar anticuerpos cir-
culantes y excrecién de microorganismos en heces [5].

TABLA Il
ANALISIS DE SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD
Y CONCORDANCIA DE LA COMPARACION
INMUNODIFUSION EN GEL DE AGAR (IDGA) EMPLEANDO
PCR-ANIDADACOMO PRUEBA DEFINITIVA

IDGA PCR (1S900) Total
+ -
+ 13, 7y 20(a+b)
- 3c 1884 191 (c+q)
Total 16(a+c) 1954+4) 211,

Sensibilidad: a/ (a + ¢) x 100 = 81%
Especificidad: d / (b + d) x 100 = 96%
Concordancia: Kappa = 0,96

Con base en los resultados obtenidos, se puede decir
que IDGA presentd mayor sensibilidad al compararla con
PCR, 81 vs 65%, respectivamente (TABLA Il); de igual forma
es mayor a las sensibilidades reportadas por Gumber y col.
[10] de 8,3% y por Hope y col. [12] de 56, 0%. La sensibilidad
de la prueba IDGA esta relacionada con el tipo de antigeno uti-
lizado. En este estudio el antigeno utilizado fue el 3065 [17],
por lo que pueden diferir los resultados de otros reportes de
IDGA. La prueba de IDGA tiene capacidad de detectar un nu-
mero mayor de animales infectados, lo cual ofrece ventaja al
utilizarla como prueba de diagnéstico para esta enfermedad.

Las pruebas de IDGA y PCR coincidieron en 56,5%
(13/23) del total de animales positivos, y la amplificacion del
elemento de insercion IS900 especifico para Map en heces
esta asociada con la titulacion de los sueros reactivos detecta-
dos por IDGA en 6,2% (13/211) del total de ovinos muestrea-
dos. Esto indica que los ovinos, ademas de presentar anticuer-

pos detectables por IDGA, también eliminaban el bacilo por
heces, como lo reporta Gwozdz y col. [11]. Los resultados del
andlisis revelaron que la prueba tuvo una sensibilidad de 81%
y una especificidad de 96% (TABLA II).

Con respecto al 18,75% (3/16) de los ovinos que resulta-
ron negativos a IDGA, pero positivos a PCR, se considera que
pudo deberse a la falta de anticuerpos detectables, pues esta
prueba necesita gran cantidad de anticuerpos para expresar la
precipitacion en el gel. Esto sucede en las etapas tempranas
de la infeccién y pueden pasar varios meses o afios, antes de
que el nivel de anticuerpos circulantes sea suficiente para de-
sencadenar una reaccién positiva, permaneciendo la respues-
ta humoral bajo el limite de deteccion de las pruebas serologi-
cas actualmente disponibles [31]. Por lo tanto, los factores que
afectan la capacidad de deteccién de la infeccion como: nive-
les bajos o nulos de anticuerpos en sangre y excrecién intermi-
tente de la bacteria en heces [28], asi como la posibilidad de
una transmisién vertical de madre a feto via intrauterina y a
través del calostro en los corderos [31], es probable que los ni-
veles de infeccion encontrada en los rebafios examinados sea
mayor a la reportada en esta investigacion.

Si bien los resultados expuestos en este estudio mues-
tran que no existe diferencia entre los métodos de diagnostico
usados, se sugiere el método de inmunodifusién en gel de
agar (IDGA) por ser una técnica que no requiere equipos cos-
tosos de laboratorio para su uso. Cualquier método de diag-
néstico elegido sera valido para iniciar el diagnostico de la Ptb
y tomar las medidas para su control, como separar y eliminar
animales positivos, con el fin de disminuir la diseminacion de
la enfermedad en el rebafio, aun y cuando existe poca infor-
macioén epidemiolégica que implica la enfermedad; sin embar-
go, se conoce que un animal que conviva con el menor nume-
ro de patégenos va a tener mayor produccion.

CONCLUSIONES

Este estudio es el primer reporte epidemiolégico de la in-
feccion por Map en el estado de San Luis Potosi, México. Con
base en los resultados obtenidos en el estudio se reporta una
prevalencia de la infeccion por Map en los municipios de Villa
de Ramos y Salinas del estado de San Luis Potosi de 9,48% y
de 7,58% con las técnicas IDGA y PCR, respectivamente. Por
medio de la prueba IDGA, se obtuvo una mayor sensibilidad al
compararla con la prueba de PCR. Aunque los resultados
muestran que no existe una diferencia significativa entre los
métodos de diagnéstico utilizados.

AGRADECIMIENTO

Esta investigacion fue financiada con el proyecto LEA-
DER. Los autores agradecen al laboratorio del Centro Nacio-
nal de Investigacién Disciplinaria en Microbiologia Animal (CE-
NID-INIFAP), Palo Alto, Estado de México, por el apoyo en la
realizacion de los analisis de las muestras.

297



Prevalencia de paratuberculosis en ovinos / Morén-Cedillo, F. y col.

(1]

(2]

[3]

(4]

[5]

[6]

[7]

(8]

9]

[10]

[11]

2908

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CLARKE, C.J.; PATTERSON, I.A.; ARMSTRONG, K.E.;
LOW, C. Comparison of the absorbed ELISA and agar
gel immunodiffusion test with clinic pathological findings
in ovine clinical paratuberculosis. Vet. Rec.139:618-621.
1996.

CHAVEZ, G.G.; TRIGO, F.J.; SVASTOVA, T.P;
PAVLIK, 1. Identificacion del polimorfismo genético de
aislamientos de Mycobacterium avium subsp. paratuber-
culosis de caprinos del Centro de México. Vet. Méx. 35
(1):75-82. 2004.

COHEN, J. A coefficient of agreement for nominal
scales. Educ. Psychol. Meas. XX (1): 37-46. 1960.

COLLINS, M.T. Diagnosis of paratuberculosis. Vet. Clin.
N. Am-Small (Veterinary Clinics of North America-Small
Animal Practice) 12: 357-371. 1996.

COLLINS, M.T. Update on paratuberculosis: 2. Pathol-
ogy and diagnosis. Irish Vet. J. 56 (12): 619-623. 2003.

ERUME, J.; SPERGSER, J.; ROSENGARTEN, R. Rapid
detection of Mycobacterium avium subspecies paratu-
berculosis from cattle and zoo animals by nested PCR.
Afr. Health Sci.1:83-89.2001.

GARRIDO, J.M.; CORTABARRIA, N.; OGUIZA, J.A;
ADURIZ, G.; JUSTE, R.A. Use of PCR method on fecal
samples for diagnosis of sheep paratuberculosis. Vet.
Microbiol.77:379-386. 2000.

GHADIALI, A.H.; STROTHER, M.; NASER, A.S.; MAN-
NING, E.J.; SREEVATSAN, S. Mycobacterium avium
subsp. Paratuberculosis strains isolated from Crohn’s
disease patients and animal species exhibit similar poly-
morphic locus patterns. J. Clin. Microbiol. 42: 5345-
5348. 2004.

GREEN, E.P.; TIZARD, M.L.; MOSS, M.T.; THOMP-
SON, J.; WINTERBOURNE, D.J.; McFADDEN, J.J.;
HERMON-TAYLOR, J. Sequence and characteristics of
IS900, an insertion element identified in a human
Crohn’s disease isolate of Mycobacterium paratuberculo-
sis. Nucleic Acids Res. 17:9063-9073. 1989.

GUMBER, S.; EAMENS, G.; WHITTINGTON, R.J.
Evaluation of a Pourquier ELISA kit in relation to agar gel
immunodiffusion (AGID) test for assessment of the hu-
moral immune response in sheep and goats with and
without Mycobacterium paratuberculosis infection. Vet.
Microbiol. 115(1-3):91-101. 2006.

GWO0zDZ, J.M.; REICHEL, M.P.; MURRAY, A.; MAN-
KETELOW, W.; WEST, D.M.; THOMPSON, K.G. Detec-
tion of Mycobacterium avium subspecies paratuberculo-
sis in ovine tissues and blood by polymerase chain reac-
tion. Vet. Microbiol. 51: 233-244. 1997.

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

HOPE, AF.; KLUVER, P.F.; JONES, S.L.; CONDRON,
R.J. Sensitivity and specificity of two serological tests for
the detection of ovine paratuberculosis. Aust.Vet. J.
78(12):850-856. 2000.

INSTITUTO NACIONAL DE ESTADISTICA, GEO-
GRAFIA E INFORMATICA (INEGI). Coordenadas geo-
graficas. Anuario Estadistico del Estado de San Luis
Potosi. Ed. INEGI, México. 106 pp. 1994.

JAIMES, G.N.; SANTILLAN, M.A.;; HERNANDEZ, O.A;;
CORDOVA, D.; GUZMAN, C.C.; ARELLANO, B.; DIAZ,
E.; TENORIO, V.R.; CUELLAR, A. Deteccién de Myco-
bacterium avium subespecie paratuberculosis por medio
de PCR-anidada a partir de muestras de heces de ovi-
nos.Vet. Méx. 39 (4): 377-386. 2008.

KENNEDY, D.J.; BENEDICTUS, G. Control of Mycobac-
terium avium subsp. paratuberculosis infection in agricul-
tural species. Rev. Sci. Tech. OIE. 20: 151-179. 2001.

LWANGA, S.K.; LEMESHOW, S. Estimating a popula-
tion proportion with specified absolute precision. In:
Sample Size Determination in Health Studies. A Prac-
tical Manual. WHO Geneva, Switzerland. 80 pp. 1991.

MARTINEZ, A.G.; SANTILLAN, M.A.; GUZMAN, C.C;
FAVILA, L.C.; CORDOVA, D.L.; DIAZ, E.A.; HERNAN-
DEZ, L.A.; BLANCO, M.A. Desarrollo de un inmuno-en-
sayo enzimatico (ELISA) para el diagnoéstico de
paratuberculosis en bovinos. Rev. Mex. Cien. Pec.
3(1):1-18. 2012.

MENDEZ, G.M.; PEREA, A.R.; ENRIQUEZ, V.A.; GAR-
CIA, C.L. Analisis descriptivo de casos recibidos para
diagnostico de paratuberculosis ovina y caprina en el la-
boratorio de patologia animal de Calamanda, México.VI
Congreso Latinoamericano de la Asociacion de Es-
pecialistas en Pequefios Rumiantes y Camélidos
Sudamericanos (ALEPR y CS). Sanidad. Ciudad de
Querétaro 7 al 11 de Septiembre, México. 24 pp. 2009.

NAVNEET, K.D; JEFF, E.; WHITTINGTON, R.J;
JENNY-ANN, L.M. Risk factors for ovine Johne’s disease
in infected sheep flocks in Australia. Prev. Vet. Med.
82:51-71. 2007.

OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES (OIE),
ORGANIZACION MUNDIAL DE SALUD ANIMAL. Para-
tuberculosis (Enfermedad de Johne) In: Manual de la
OIE Sobre Animales Terrestres. Cap. 2.2.6. Pp 377-
390. 2004.

REDDACLIFF, L.A.;; McCLURE, S.J.; WHITTINGTON,
R.J. Immunoperoxidase studies of cell mediated immune
effectors cell populations in early Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis infection in sheep. Vet. Immu-
nol. Immunop. 97:149-162. 2004.

RZEDOWSKI, J. Tipos de vegetacion. En: La Vegeta-
cion de México. Ed. Limusa, México, Pp 151-158. 1978.



(23]

[24]

[25]

[26]

[27]

SATOKO, K.; DEBORAH, L.T.; YASUYUKI, M.; WHIT-
TINGTON, R.J. Detection of Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis in ovine faeces by direct quanti-
tative PCR has similar or greater sensitivity compared to
radiometric culture. Vet. Microbiol. 125:36-48. 2007.

SERGEANT, E.S.G.; MARSHALL, D.J.; EAMENSC,
G.J.; KEARNS, C.; WHITTINGTON, R.J. Evaluation of
an absorbed ELISA and anagar-gel immuno-diffusion
test for ovine paratuberculosis in sheep in Australia.
Prev. Vet. Med. 61: 235-248. 2003.

SERGEANT, E.S.; WHITTINGTON, R.J.; MORE, S.J.
Sensitivity and specificity of pooled faecal culture and
serology as flock-screening tests for detection of ovine
paratuberculosis in Australia. Prev. Vet. Med. 52: 199-
211. 2003.

SHERMAN, D.M.; MARKHAM, R.J.F.; BATES, F. Agar
gel immunodiffusion test for diagnosis of clinical paratu-
berculosis in cattle. J. Am. Vet. Med. Assoc. 185: 179-
182. 1984.

SNEDECOR, G.; COCHRAN, W. Student’s t distribution.
In: Statistical Methods. 8"Ed. lowa State University
Press, Pp 53-58. 1989.

(28]

[29]

[30]

[31]

[32]

Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XXIII, N° 4, 293 - 299, 2013

STABEL, J.R. Johne’s disease: A hidden threat. J. Dairy
Sci. 81: 283-288. 1998.

STEHMAN, S.M. Paratuberculosis in small ruminants,
deer, and South American Camelides. Vet. Clin. N. Am-
Food A. 12:441-455. 1996.

SWEENEY, R.W. Transmission of paratuberculosis. Vet.
Clin. N. Am-Food A. 12: 305-312. 1996.

TOMAN, M.; FALDYNA, M.; PAVLIK, I. Inmunological
characteristics of cattle with Mycobacterium avium sub-
species paratuberculosis infection. Vet. Med-Czech. 48
(6): 147-154. 2003.

VELEZ-HERNANDEZ, M.; DOMINGUEZ-PUNARO, M.;
CHAVEZ-GRIS, G.; SUAREZ-GUEMES, F. Control of
paratuberculosis in two goat flocks. 1999. Proceedings of
the 6th International Colloquium on Paratuberculosis.
Melbourne, Australia. On line: http://www.paratuberculo-
sis.org /pubs/proc6/section2.htm.18.02.99

299



