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RESUMEN. La paratuberculosis es causada por Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP), se caracteriza por una enteritis
granulomatosa, su presencia en producciones animales provoca pér-
didas economicas importantes, por lo que es relevante entender su
epidemiologia. El objetivo fue determinar la seropositividad de MAP en
caprinos y bovinos del Altiplano Potosino utilizando la prueba ELISA P35.
Se seleccionaron rebafios caprinos y hatos de bovinos de diferentes
municipios del estado. Se muestreo el 10% de la poblacion del hato,
131 muestras de caprinos y 191 de bovinos. Se realizé la prueba de
ELISA P35 para conocer la seropositividad, siendo en ganado caprino de
83.2%, y en bovinos del 7.3%. Se evalué por X la diferencia estadistica
entre la seropositividad y el hato de procedencia, encontrando en bovinos
diferencias estadisticas (p = 0.0002), mientras que en caprinos no hubo
(p = 0.939). Los resultados aportan informacién del comportamiento de la
seropositividad de la paratuberculosis en producciones del estado.
Palabras clave: ELISA, M. avium subsp. paratuberculosis, P35, rumiantes,
serologia.

ABSTRACT. Paratuberculosis is caused by Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP), which is characterized by granulomatous enteritis,
its presence in animal productions leads to significant economic losses,
therefore is relevant to understand MAP epidemiology. The objective was to
determine MAP seropositivity in goats and cattle from San Luis Potosi state
(SLP) Altiplano region using ELISA-P35 test. Goat and cattle herds from
different municipalities were selected. A 10% of each herd’s population were
sampled, in total 322 samples were collected, 131 goats and 191 bovine
samples. The ELISA-P35 test was carried out to determine seropositivity,
MAP prevalence was 83.2% in goats and 7.3% in cattle. The statistical
difference between seropositivity and herd provenance was evaluated by X?
test, finding a statistical difference in cattle (p = 0.0002), while there was no
difference in goats (p = 0.939). Our findings provide relevant information on
Paratuberculosis’ seropositivity behaviour in SLP animal productions.

Key words: ELISA, M. avium subsp. paratuberculosis, P35, ruminants,
serology.
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INTRODUCCION

La paratuberculosis (PTB) o enfermedad de
Johne es ocasionada por Mycobacterium avium
subespecie paratuberculosis (MAP) (Clarke 1997).
Es una enfermedad infecto-contagiosa crénica, que
afecta a bovinos, caprinos, ovinos, rumiantes sil-
vestres, y no rumiantes, provocando principalmente
enteritis granulomatosa (Carta et al. 2013). MAP se
excreta principalmente por las heces, pudiendo con-
taminar glandula mamaria, forraje, agua y suelo, lo
que favorece su transmision a los animales jovenes
y adultos, siendo los primeros mas susceptibles a la
infeccion, por lo que un adecuado manejo de excre-
tas y limpieza favorece el control de esta micobacte-
riosis, también ha sido descrito que ocasionalmente
en hembras infectadas y en lactacién se elimina MAP
en leche; con menor frecuencia se puede transmitir
durante la gestacion (Garry 2011, Whittington et al.
2019). El principal signo clinico que desarrollan los
animales infectados es la pérdida de peso y en fases
finales diarrea intermitente en bovinos (Clarke 1997)
y heces pastosas en ovinos y caprinos (Chavez-Gris
2005, Begg y Whittington 2010). La eliminacién de
MAP por heces puede presentarse antes del ano
de infeccion, y pueden no presentar signos clinicos
(Chavez-Gris 2005, Fernandez-Silva et al. 2014,
Whittington et al. 2019).

La PTB ocasiona pérdidas econémicas
considerables en los sistemas de produccién
de rumiantes alrededor del mundo, debido a la
disminucién en la produccién lactea, bajo peso de los
animales al destete, sacrificio prematuro por la pér-
dida de peso y la consecuente disminucién en el pre-
cio del animal (Over et al. 2011, Salem et al. 2013).
Ademas de las pérdidas econdmicas por concepto
de diagndstico y tratamiento (Lombard 2011, Salem
et al. 2013). En diversos paises de Europa, Canada,
Estados Unidos y Australia se realizan programas de
control; en contraste con América Latina donde se
desconoce la prevalencia real de PTB (Fernandez-
Silva et al. 2014). En América Latina se estima una
prevalencia de PTB en bovinos del 75.8%, en ove-
jas del 16% y en cabras del 4.3% (Fernandez-Silva
et al. 2014). En México, para el centro del pais se

estima una prevalencia de PTB en ovinos y caprinos
de entre el 4 y 12% (Chavez-Gris 2005); para Gua-
najuato, Jalisco y Estado de México en ovinos una
prevalencia del 29.9% (Jaimes et al. 2008) y para
esta misma especie en San Luis Potosi del 7.58%
(Morén-Cedillo et al. 2013). Por otra parte, en ganado
caprino en Veracruz se observ6 una prevalencia de
3.7% (Fernandez-Silva et al. 2014), en Puebla del
28% (Gallaga-Maldonado et al. 2017) y en Hidalgo
una incidencia del 25% (Méndez-Olvera et al. 2013).

Una de las dificultades que presenta la PTB,
es el diagnostico de animales infectados y que
no presentan cuadro clinico. Entre los métodos
de diagnéstico empleados se encuentran el ais-
lamiento bacteriano, la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y el inmunoensayo enzimatico
(ELISA) (Fernandez-Silva et al. 2014). Lo idé-
neo para tener un diagnéstico mas certero de PTB
es combinar las diferentes pruebas diagndsticas,
y realizarlas en intervalos de tiempo (Chavez-Gris
2005).

Actualmente, hay controversia entre la aso-
ciacion de MAP y el desarrollo de la enfermedad de
Crohn en humanos, ya que algunos estudios sugieren
que la presencia de la bacteria puede predisponer al
desarrollo de procesos como la enfermedad de Crohn
o sindrome de Blau (Sechiy Dow 2015), mientras que
otros estudios no son concluyentes (Waddell et al.
2015). Aunque en el pais se han realizado estudios
en algunos estados, para conocer la prevalencia y el
comportamiento de la PTB en los hatos de rumiantes
domésticos, para establecer estrategias de control
(Chavez-Gris 2005, Barkema et al. 2010), el objetivo
del presente estudio fue determinar la seropositividad
de PTB en hatos de bovinos y rebafios de caprinos
del estado de San Luis Potosi, México.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Las muestras del ganado bovino se tomaron
de las comunidades BA1 y BA2 (22° 13’ 39.78" LN y
100° 52’ 15.98" LO) del municipio de Soledad de Gra-
ciano Sanchez; de la comunidad BB (22° 14’ 56.34"
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LNy 100° 33’ 8.5" LO) del municipio San Nicolas To-
lentino y la comunidad BC (21° 54’ 14.45" LNy 101°
23’ 3.91" LO) del municipio Villa de Arriaga. Mien-
tras que las muestras de ganado caprino se tomaron
en la comunidad CA (22° 52’ 57.03" LN y 100° 28’
51.39" LO) del municipio de Matehuala; la comunidad
CB (22° 26’ 50.57" LN y 100° 40’ 22.45" LO) del mu-
nicipio de Villa Hidalgo y la comunidad CC (22° 23’
11.81" LN y 100° 12’ 24.76" LO) del municipio de
Cerritos del Estado de San Luis Potosi, México.

Caracteristicas generales de las producciones
Previo a los muestreos se realizaron visitas
a las diferentes comunidades para interactuar con
los productores e identificar las caracteristicas de
los sistemas de produccion, se identificé que son
producciones familiares (Garner y de la O Campos
2014). Durante las visitas se identificd que los pro-
ductores desconocian las caracteristicas clinicas y
etiolégicas de la enfermedad, debido a lo cual no
consideraban que MAP estuviera presente en sus
hatos y rebafios. Pero en la visita previa se identifico
que no tenian medidas sanitarias para la remocion
de heces, lo que representa un factor que favorece
la transmision de PTB. Las muestras de sangre se
obtuvieron de ganado bovino de la raza Holstein, en
11 hatos. Las unidades de produccidon son represen-
tativas de los sistemas productivos imperantes en la
region como, animales alimentados en pesebre con
forraje de la region, acceso a agua e instalaciones no
tecnificadas. Ademas, los diferentes hatos presenta-
ban rezago tecnolégico y de sanidad, con marcada
heterogeneidad, considerados como una forma de
subsistencia para los productores de manera general.
Para el ganado caprino se tomaron muestras de cinco
rebafios familiares no tecnificados de las razas Saa-
nen, Boer, Alpina, Nubia, Toggenburg y sus cruzas
cuyo fin productivo es la venta de cabrito a inter-
mediarios y el doble propésito produccion de queso
o0 venta para carne. Las condiciones en que se
mantienen es pastoreo de dia y por la noche en res-
guardo, ocasionalmente se les da suplemento.

Muestreo
Se realizd un muestreo no probabilistico del

10% de la poblacion incluida en el estudio para bovi-
nos (n = 191) y caprinos (n = 131), para determinar la
tasa de seropositividad de los diferentes rebafios. Los
criterios de inclusién fueron animales que formaran
parte del hato o rebafo y estuvieran clinicamente
sanos.

Obtencion de suero

Las muestras de sangre se colectaron por pun-
cién de vena yugular en tubos de tipo vacutainer de
tapén rojo de 6 mL (BD Vacutainer®) y con agujas
para toma multiple 21G x 32 mm (BD Vacutainer
EcIipseTM). Las muestras se mantuvieron en hielo
durante su transporte, hasta la separacién del suero
por centrifugacion por 10 min a 1 500 rpm, se tomaron
alicuotas de 100 uL y se mantuvieron en congelacién
a -20 °C hasta su uso.

Inmunoensayo enzimatico con P35

Esta técnica posee una sensibilidad y especi-
ficidad del 100% y 92.31%, respectivamente; se
realiz6 de acuerdo al procedimiento y protocolo es-
tablecido en el Método de Diagnéstico de Paratu-
berculosis a partir de suero, plasma y leche, de la
Unidad de Servicios de Diagnéstico y Constatacion
(USEDICO), de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM) y registrado ante el
Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial con Ex-
pediente: MX/a/2017/016447. Para realizar la prueba
se empledé como antigeno la proteina recombinante
de 35 kDa (P35) de MAP, obtenida por la técnica
despliegue en fago, mediante el cual se expresa
la proteina P35 unida a la proteina pVIII del fago
filamentoso M13. Como controles positivos se em-
plearon sueros de cabras positivas a PCR 1S900 en
sangre, heces y tejidos, aislamiento de MAP en medio
de Léwenstein-Jensen adicionada con micobactina
J (Allied, Mo.) vy que presentaron lesiones tanto
macroscopicas como microscroscopicas compatibles
a PTBy positivas a Ziehl-Neelsen; y sueros controles
negativos de cabras que fueron negativas a las prue-
bas antes mencionadas. Se sensibilizaron las placas
de poliestireno (Sarstedt AG & Co KG.), con la pro-
teina P35 a una concentracién de 20 ug mL~!, diluida
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con solucion amortiguadora de carbonato (Merck &
Co Inc.), con pH 9.6 y 0.05 M. Se depositaron 100
L en cada pozo de la placa, se incub6 toda la noche
a temperatura ambiente, y después se realizaron
tres lavados con solucion amortiguadora de fosfatos
(Merck & Co Inc.) méas Tween 20 (Merck & Co Inc.).
Posteriormente, se colocaron 150 uL de PBS-gelatina
(Becton Dickinson) al 1% a cada pozo, la placa se in-
cub6 90 min a temperatura ambiente, y se realizaron
tres lavados con PBS-Tween 20; las placas se man-
tuvieron a -20 °C hasta el momento de su utilizacién.
Posteriormente, se realiz6 una dilucion 1:1600 con
PBS de cada uno de los sueros control y problema,
se colocaron 100 uL de cada suero diluido por pozo,
se tapéd la placa e incub6 por 90 min a temperatura
ambiente. Después las placas se lavaron y se les
adicionaron 100 uL por pozo del anticuerpo anti IgG
conjugado con peroxidasa (Invitrogen & Co.) diluido
1:1000, incubandose una hora y media a temperatura
ambiente. Se realizaron cinco lavados y se coloco el
sustrato 4acido-2,2-acido-di-(3-etil) benzaiazolina-6-
sulfonico (ABTS) (Sigma-Aldrich, Inc.) y peroxido
de hidrégeno (Invitrogen & Co.) a una dilucién 1/25
en solucion amortiguadora de citratos (Merck & Co
Inc.) pH 4. Se incubd durante 40 min a temperatura
ambiente y se realizaron las lecturas de absorban-
cia a una longitud de onda de 405 nm en un es-
pectrofotometro (Elx 800, BioTek Instruments, Inc.),
donde los valores de las muestras con densidad 6p-
tica mayor a 0.639 fueron consideradas como positi-
vas.

Disefo estadistico

Para comparar entre la seropositividad de los
hatos y rebanos del estudio, se analizaron los valores
positivos 0 negativos de la prueba de ELISA de
cada localidad por medio del paquete estadistico
SPSS® versién 15.0, utilizando una prueba de X?
para evaluar el nivel de significancia que se estable-
cié con una p < 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los cinco rebafios caprinos y los 11 hatos
de bovinos estudiados presentaron al menos un

animal seropositivo, lo que corresponde al 100%
de positividad de los rebafios y los hatos. En to-
tal se muestrearon 131 caprinos, de los cuales 109
fueron positivos a MAP lo que representa el 83.2%
de seropositividad de las muestras con una X*> mayor
a 0.5 (p = 0.939), lo que indica que los resulta-
dos son similares en los diferentes rebafos de capri-
nos de los municipios Villa Hidalgo (81.8%), Cerritos
(82.0%) y Matehuala (84.2%) (Tabla 1). Por lo que
no hay diferencias estadisticas significativas entre
la seropositividad de la prueba de ELISA y el mu-
nicipio de procedencia. En el caso de los bovi-
nos, de las 191 muestras totales, solo 14 presen-
taron anticuerpos contra MAP, lo que representa
un 7.3% de seropositividad. Al aplicar la prueba
de X? se obtuvo diferencias estadisticas significati-
vas (p = 0.0002) entre los animales del municipio
de San Nicolas Tolentino (30%) y aquellos de los
municipios de Villa Arriaga (3.7%) y Soledad de Gra-
ciano Sanchez (5%), lo que indica diferencias sig-
nificativas entre la seropositividad y el municipio de
procedencia.

Los resultados del presente estudio permiten
aportar datos sobre seropositividad de paratubercu-
losis en sistemas de produccion familiar, en ganado
caprino y bovino en la region del Altiplano del es-
tado de San Luis Potosi, México. Los reportes indi-
can evidencias serolégicas, bacteriologicas y anato-
mopatoldgicas de la enfermedad en el estado en
ganado caprino (Estévez-Denaives et al. 2007) y
ovino (Morén-Cedillo et al. 2013). La seropositivi-
dad observada en el presente estudio en ganado
caprino (83.2%) es superior a lo descrito en México
para ganado caprino (4%) y ovino (12%) (Chavez-
Gris 2005). Asi como lo reportado para la regién de El
Caribe y América Latina, que es de 4.3% (Fernandez-
Silva et al. 2014). La elevada seropositividad obser-
vada en el presente estudio se puede deber a que, en
las unidades de produccién familiar se carece de asis-
tencia técnica, medidas preventivas como programas
de sanidad basicos que incluyan limpieza, manejo de
excretas, separacion de animales por edad, factores
que disminuirian los riesgos de transmision de MAP
(Garry 2011, McAloon et al. 2019, Whittington et al.
2019). Otro factor que puede favorecer la disemi-
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Tabla 1. Seropositividad de paratuberculosis mediante la prueba de ELISA en ganado caprino y
bovino en diferentes Municipios del Altiplano en San Luis Potosi, México.

Municipios Poblacion de  Numerode Numerode  Seropositividad
Animales Muestras Positivos (%)
Caprinos
Villa Hidalgo 110 11 9 81.8¢
Matehuala 700 70 59 84.2¢
Cerritos 500 50 4 82.0¢
Total 1310 131 109 83.2
Bovinos
Villa Arriaga 530 53 2 3.7
San Nicolas Tolentino 200 20 6 30¢
Soledad de Graciano Sanchez 1180 118 6 5.0
Total 1910 191 14 7.3

Valores con letras diferentes en columna indican diferencias estadisticamente significativas (X2, p

> 0.05)

nacién de PTB, es la practica de pastoreo comuni-
tario donde los animales excretores de MAP contami-
nan los pastizales, por lo que se infectan o re-infectan
a otros animales. Aunque no se evalud el nivel in-
munoloégico en los animales estudiados, se conoce
que la desnutricién incrementa la susceptibilidad de
infeccion a MAP, asi como a otras enfermedades
(Chavez-Gris 2005, McAloon 2019, Whittington et al.
2019).

Los resultados observados en los bovinos,
muestran que todos los hatos tuvieron evidencias
seroldgicas de PTB, con seropositividad del 7.3% que
se encuentra en el rango detectado en un estudio
de 29 hatos de bovinos productores de leche bajo
sistema intensivo en el centro de México con sero-
prevalencias entre 1.82 y 24.07% (Castillo-Velazquez
et al. 2015). De manera similar, se ha descrito sero-
prevalencias en bovinos lecheros en EUA entre el 1
y 20% (Lombard 2011); aunque otros estudios men-
cionan una seroprevalencia del 68%, en hatos con
gran numero de individuos (USDA 2008). Por otra
parte, para la regién del Caribe y América Latina se
reporta una prevalencia del 16.9%, con una afeccion
del 75.8% de los hatos bovinos (Fernandez-Silva et
al. 2014). Si bien en los hatos del estudio se obser-
varon malas condiciones sanitarias y un programa de
medicina preventiva que solo considera la despara-
sitacién, la seropositividad del 7.3% en la deteccién
de paratuberculosis, podria estar relacionado con el
tamario pequero de los hatos muestreados. Susten-
tando la propuesta anterior, existen investigaciones

que describen que en los hatos mas grandes un au-
mento de individuos facilita la transmisiéon e insta-
lacion de las enfermedades en la poblacion suscep-
tible y por lo tanto a mayor identificacion de positivi-
dad (USDA 2008, McAloon et al. 2019). También, el
bajo porcentaje de seropositividad se podria deber a
que la infeccién en los hatos estd iniciando y por lo
tanto los animales no estan produciendo la cantidad
de anticuerpos detectables por pruebas seroldgicas
(Whittington et al. 2019). Se ha descrito que en
paratuberculosis la prueba de ELISA tiene una mejor
deteccioén en la etapa final de la incubacién de la en-
fermedad donde se produce mayor cantidad de an-
ticuerpos, siendo menor la deteccion en etapas tem-
pranas (Vilar et al. 2015, Whittington et al. 2019),
también es importante contemplar que para detectar
a animales en fases iniciales de la infeccién se re-
comiendan pruebas basadas en la deteccién de la
inmunidad celular como el interferon gama, también
para evaluar el desarrollo de la PTB en un hato o re-
bario es recomendable realizar pruebas al menos una
vez al afo (Chavez-Gris 2005, Fernandez-Silva et al.
2014). Por lo que se recomienda continuar con las
pruebas para conocer el comportamiento de esta in-
feccion en los hatos y rebafios del presente estudio.
Cabe mencionar, que los sistemas de produccién del
presente trabajo, no llevan registros que permitieran
contar con datos como la edad de los animales, la
fecha de ingreso al hato, o si han mostrado signos
clinicos compatibles con paratuberculosis, y por lo
tanto, no es posible conocer si la baja seropositividad

E. ISSN: 2007-901X
OO

www.ujat.mx/era

5


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

COSISTEMAS
Y
CURSOS
ROPECUARIOS

Vega-Manriquez et al.

Seropositividad de paratuberculosis en el Altiplano
Ecosist. Recur. Agropec. 7(2): e2486, 2020
https://doi.org/10.19136/era.a7n2.2486

mostrada en los hatos de los municipios de Soledad
de Graciano Sanchez y Villa de Arriaga, con serologia
positiva de 5.0 y 3.7%, respectivamente; pudiera de-
berse al ingreso reciente de animales que pudieran
haber introducido la infeccién en el hato y que se en-
cuentre en etapa inicial de diseminacion. Llama la
atencion que en el hato del municipio San Nicolas To-
lentino donde se muestrearon 20 individuos se obtuvo
una seropositividad de 30.0%, lo que puede sugerir
que el hato tenia antecedentes de la infeccién desde
hace tiempo o bien que el desarrollo de la infeccion
se encuentra en fases avanzadas que permitié una
mayor produccion y deteccién de anticuerpos (Vilar
et al. 2019, Whittington et al. 2019).

Se debe de considerar que PTB es una enfer-
medad infecto-contagiosa, que se encuentra amplia-
mente distribuida y que su contagio entre el hato o
rebafo puede ocurrir con facilidad, y de esta forma
aumentar de manera gradual su prevalencia (Garry
2011, Fernandez-Silva et al. 2014), y en conse-
cuencia ocasionar pérdidas econémicas importantes
para los ganaderos (Chavez-Gris 2005, Garry 2011).
Si bien en los animales del presente estudio no
se observaron signos clinicos sugerentes a PTB,
es recomendable que para evitar el aumento en la
seropositividad de la PTB en el mismo rebafo o hato
y su diseminacion a otros sistemas de produccién se
lleven a cabo medidas de control y prevencion de la
infeccién, como las propuestas por Garry (2011): 1)
tomar medidas que eviten que los animales suscepti-
bles se expongan a MAP como pueden ser eliminar
el contacto con las heces contaminadas y aumen-
tar la limpieza de todas las areas; 2) llevar a cabo
el diagnéstico periédico del hato al menos una vez
al ano, identificar a los positivos y eliminarlos en la
medida de lo posible; y 3) evitar que animales infec-
tados sean introducidos al hato y reemplazarlos con
animales libres de MAP.

En el caso de caprinos, la vacunacién también

puede ser una opcion para el control y disminucién
de la eliminacion de MAP en heces para el control
de la PTB (Chavez-Gris 2005, Fectau et al. 2010,
Lombard 2011), pero en México no se cuenta con
vacuna (Whittington et al. 2019). Adicionalmente, en
los animales bajo condiciones de pastoreo como en
los sistemas caprinos de este estudio se recomienda
la introduccion a las praderas primero de los animales
jovenes y al dia siguiente adultos, para evitar que los
jovenes tengan contacto con heces contaminadas du-
rante el pastoreo (Fecteau et al. 2010). Con la in-
tencion de facilitar el éxito de las estrategias de con-
trol y mejorar los sistemas de produccién se debe
llevar a cabo un plan de capacitaciéon para los pro-
ductores que permitiria evitar el incremento de casos
clinicos en los hatos (Chavez-Gris 2005, Garry 2011).
Aunque la participacién de MAP en salud publica no
es clara (Sechi y Dow 2015, Waddell et al. 2015), se
recomienda realizar el diagnéstico y control de PTB
para evitar su diseminacién tanto en el rebafo como
en hatos con el fin de disminuir el probable impacto
que pudiera tener sobre la salud humana.

El presente estudio aporta datos de la
seropositividad de paratuberculosis en bovinos y
caprinos de comunidades del Altiplano Potosino, lo
que permite tener un diagndstico del comportamiento
de la enfermedad en la zona, esta informacién puede
ser de utilidad como herramienta para tomar medidas
sanitarias que controlen la enfermedad para disminuir
su impacto en produccién, salud animal y eventual-
mente en salud publica.
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