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ABREVIACIONES

DNA: Acido desoxirribonucleico.

ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas.

FC: Fijacion del complemento.

FCM: Citometria de flujo.

IDGA: Inmunodifusion en gel de agar.

LP5: lipopentapeptido.

Map: Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis.
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

PFGE: Electroforesis en gel con campo pulsante.

PPA: Antigeno protoplasmatico.

QPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.
RFLP: Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion.
Se: Sensibilidad.

Sp: Especificidad.



RESUMEN

La paratuberculosis es una enteritis granulomatosa de curso crénico en
rumiantes ocasionada por Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis
(Map). En Baja California se han detectado problemas severos de
paratuberculosis en algunos rebafios de ovinos de Mexicali y Tecate. Hemos
utilizado distintas herramientas de diagnéstico para las actividades de
investigacion tanto para servicios, sin embargo no se ha validado ninguna
prueba para usarse con animales en la region. El objetivo del presente estudio
fue desarrollar y estandarizar pruebas serolégicas propias de nuestro
laboratorio y evaluar su capacidad diagnostica en un rebafio de ovinos de
Mexicali. Se obtuvieron muestras de suero del grupo control positivo (n=40)
provenientes de un rebafio del Valle de Mexicali con antecedentes de casos
clinicos de paratuberculosis. Estos animales no presentaron signos clinicos
visibles y fueron positivos a PCR fecal de 1S900. Muestras del grupo control
negativo (n=43) fueron obtenidas del rebafio del IICV-UABC, de corderos
menores a 3 meses de edad con o0 sin seronegatividad de madres. Se
determino la capacidad diagnéstica de la prueba comercial de ELISA, ELISA
propia con PPA, e Inmunodifusion de gel de agar (IDGA), que fue de 5%
(2/40), 20-40% (8/40 -16/40, dependiendo del punto de corte empleado;
promedio+3SD, promedio+2SD) y 0% (0/40), respectivamente. No se logro
estandarizar la prueba de ELISA propia con antigeno lipidico debido a
reacciones no especificas intensas en sueros controles negativos. En el
analisis de la curva ROC de la ELISA propia con PPA, el area bajo la curva
(AUC) de funcién relativa=0,798 (95%CI, 0.695-0.878, p < 0.0001). EIl analisis
de kappa para las dos pruebas de ELISA comercial y ELISA propia con PPA no
encontré la correlacion entre las dos pruebas (kappa=0.024). La serologia es
una prueba rapida economica para la confirmacion de casos clinicos o
animales en etapa terminal, mientras, se propone el uso de PCR fecal para la
deteccién rapida de animales excretores de Map los cuéles son significativos

en el programa de control pero comunmente son seronegativos.
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ABSTRACT

Paratuberculosis is a chronic granulomatous enteritis in ruminants
caused by Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (Map). In Baja
California, we have detected severe problems of paratuberculosis in several
sheep herds in Mexicali and Tecate. Although we have used different diagnostic
tools for research activities and for public diagnosis services, the diagnostic
performance of those tests for animals in Baja California has never been
validated. The aim of this study was to develop and standardize in-house
serological tests and evaluate their diagnostic capabilities in a sheep flock in
Mexicali. Positive control sera were obtained from animals (n=40) of a sheep
flock in the Mexicali Valley with a history of clinical cases of paratuberculosis.
These animals did not show clinical signs and were positive by fecal 1IS900 PCR
assay. Negative control sera were obtained from lambs (n=43) in the herd of
[ICV-UABC, with or without of negative test results of mothers by ELISA. The
diagnostic capability of the commercial ELISA test were determined, own ELISA
with PPA, and agar gel Immunodiffusion (AGID) was 5% (2/40), 20-40%
(8/4016/40). depending on cut-off points;(mean negative+3SD, mean negative
promedio+2SD) and 0% (0/40), respectively. In-house ELISA with Map lipid
antigen could not be standardized due to strong non-specific reactions in
negative control sera. The ROC curve analysis of in-house ELISA test with PPA
antigen resulted the area under the curve (AUC) of relative function = 0, 798
(95% CI 0.695-0.878, p < 0.0001). The analysis of kappa for two commercial
ELISA and in-house ELISA with PPA found no correlation between two tests
(kappa = 0.024). Serology is rapid economic test for confirmation of clinical
cases or animals in the terminal stage, while we propose the use of the fecal
PCR for rapid detection of animals shedding Map, those are significant in the

control program but are mostly seronegative.
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l. INTRODUCCION

La paratuberculosis es una enfermedad crénica de los rumiantes
producida por Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (Map), que
afecta a bovinos, ovinos, caprinos y animales silvestres, provocando enteritis
cronica granulomatosa, actualmente asociada a la enfermedad de Crohn en los
humanos (Sechi y col., 2001), esta infeccion ocurre principalmente en animales
jovenes por via fecal-oral aunque se ha demostrado la via intrauterina. La
paratuberculosis bovina es reconocida en algunas regiones de nuestro pais,
pero en términos generales existe desconocimiento general del problema. Esta
enfermedad causa pérdidas econdmicas a los productores e industria carnica y
lactea. Se ha sefalado, el riesgo potencial de infeccidn inter-especies,
destacando el hallazgo de una cepa no descrita antes a nivel mundial, asi
como encontrar diversas cepas en pequefias areas geograficas que sugiere la
contaminacién de varios origenes mediante el ingreso no regulado de

animales a los hatos o rebafios en el pais.

Debido a las pérdidas econdémicas causadas por esta enfermedad en el
pais, es necesario el diagnostico oportuno de laboratorio. En la practica se
disponen de métodos basicos y técnicas de biologia molecular, sin embargo
debido a que M. paratuberculosis constituye un grupo homogéneo de
bacterias que no son posibles identificar claramente por métodos basicos, los
métodos moleculares son de gran utilidad para estudios epidemiol6gicos de
esta especie. Para el diagnostico de la PTB no es posible utilizar un solo
meétodo, dado los diferentes estadios del agente en el huésped (Jorge y col.,
2000). El cultivo a partir de heces en medio sélido es capaz de detectar entre el
30 y el 40% del ganado infectado, ya que Unicamente detecta animales que
excretan mas de 100 unidades formadoras de colonias por gramo de heces
(Whitlock y col., 2000), es decir, éste método Unicamente identifica a los
animales en un estadio clinico de la enfermedad avanzado (donde alcanza un

100% de sensibilidad) siendo detectados tan s6lo unos pocos animales en los
1



estadios iniciales (Whitlock y col., 2000). La deteccion de Map mediante PCR
en muestras fecales ha mejorado vastamente en afos recientes, conduciendo
a un incremento en la sensibilidad de deteccibn de bajos excretores,
incluyendo un reporte a un nivel de deteccion de 1 unidad formadora de colonia
por gramo de heces (Stabel y col., 2004). Por otra parte se ha reportado que la
sensibilidad de ELISA Pourquier en ovinos y cabras fue de 34.9% y 56.4%,
con una especificidad de 98.8% y 100.0%, respectivamente y la sensibilidad de
IDGA fue de 13.8% para ovinos y 39.5% para cabras, con especificidad de
100.0% para ambas especies, por lo tanto, la sensibilidad de ELISA en ovinos
depende de la categoria de las lesiones histologicas segun ( Gumber y col.,
2006), en contraste, segun reporta (Robbe-Austerman y col.,, 2006) las
sensibilidades para ELISA fueron 8.0% (6.0-10.4%), 10.6% (8.3-13.1%), y
16.3% (13.5-19.4%) usando puntos de corte de 0.20, 0.15, y 0.10
respectivamente y para IDGA las sensibilidades estimadas fueron de 8.3%
(6.2-10.7%). Por otro lado, segun (Eda y col., 2006) encontraron que
utilizando antigeno de superficie de Map extraido mediante vortex y etanol,
fue posible obtener una sensibilidad de 94.7% y una especificidad de 100%
para etanol-vortex-ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (EVELISA) en
el diagnostico de paratuberculosis en ganado bovino.

Por lo anterior el objetivo de este estudio fue la evaluacion de tres
pruebas ELISA y una prueba Inmunodifusion gel de agar para la deteccion de
la paratuberculosis ovina en un rebafio de Mexicali, baja california, utilizando
antigeno lipidico y protoplasmatico, para el diagnostico de la paratuberculosis

en un rebafno de ovinos en Mexicali B.C.



IIl. ANTECEDENTES

El control de la paratuberculosis es dificil, debido a la naturaleza de la
infeccion por Map donde los animales llegan a ser infectados tempranamente
en su vida pero la enfermedad clinica se desarrolla en la etapa adulta
(Lilenbaum y col., 2007), por lo tanto, los animales permanecen en una etapa
de excrecion peubacilar y subclinica por un periodo de tiempo bastante largo,
excretando bajo numero de bacilos o ninguno en heces y leche. En estos
animales la respuesta inflamatoria es muy caracteristica de infeccién por Map,
pero los organismos son dificiles de demostrar (Lilenbaum y col., 2007; Pérez y
col., 1997). Los estadios o fases de la paratuberculosis segun (Whitlock y
Buergelt, 1996; Committee on Diagnosis and Control of Johne's Disease,

2003), son descritas a continuacion:

Fase I. Infeccion silente, caracterizada por ausencia de signos clinicos,
se encuentra presente principalmente en terneros y novillas, aunque en
ocasiones se ha descrito en ganado adulto.

Fase Il. La fase subclinica se encuentran principalmente animales adultos
portadores de Map. Durante esta fase los animales no presentan signos
clinicos algunos de la enfermedad, pero en ocasiones pueden presentar
anticuerpos circulantes o respuestas inmunes celulares alteradas, el cultivo de
heces de la mayoria de estos animales resulta negativo, a pesar de esto los
animales excretan intermitentemente una carga microbiana baja en heces.
Fase lll. La fase clinica s6lo se desarrolla tras varios afios de infeccion por
Map. Los signos clinicos iniciales y caracteristicos de esta fase son: caida de la
produccion lactea, pelo hirsuto, pérdida de peso y diarrea.

Fase IV. La fase clinica avanzada se presenta solo unas pocas semanas,
durante las cuales los animales entran en un estado de letargo, debilidad y
emaciacion, se presenta edema inter-mandibular debido a hipoproteinemia,

ademas de caquexia, diarrea profusa y deshidratacién severa.



Cabe mencionar que los signos clinicos de la enfermedad en ovejas y cabras
son similares a los descritos en vacas, aunque la presencia de diarrea es
menos frecuente que en vacas y la aparicion de la enfermedad se presenta en
animales mas jovenes (Stehman, 1996). A pesar de que las pruebas
diagnosticas disponibles cuentan con una sensibilidad relativamente baja y
son incapaces de detectar la enfermedad subclinica, puede realizarse el
diagnostico acompafiado de buenas practicas de manejo, mediante las cuales
se excluirdn del establo los animales positivos y reducird el riesgo de

transmision de la enfermedad.

2.1. Diagnostico

2.1.1. Cultivo bacteriolégico

Una de las pruebas diagnosticas disponibles es el cultivo fecal, que aun
se reconoce como el estandar oro, con una sensibilidad aproximada de 38%
en ganado infectado, debido a que solamente detecta animales que excretan
mas de 100 unidades formadoras de colonias por gramo de heces (Whitlock y
col.,, 2000; Committee on Diagnosis and Control of Johne's Disease, 2003).
Este método, es el que presenta 100% especificidad, no dando lugar a falsos
positivos (OIE, 2008). Asimismo puede diagnosticar aproximadamente el 80%
de excretores medios en un hato, en los animales en un estadio clinico de la
enfermedad avanzado, alcanza un 100% de sensibilidad, siendo detectados
tan s6lo unos pocos animales en los estadios iniciales de infeccion y al igual
gue la deteccién de un fragmento de 1S900 mediante PCR para DNA extraido a
partir de heces, estas pruebas no distinguen entre la excreciéon por el paso del
bacilo a través de tubo digestivo y la que se produce por su colonizacion
(Whitlock y col., 2000). La principal desventaja que presenta el cultivo, es el
crecimiento lento caracteristico de Map que ya que se requieren de 5 a 16
semanas para obtener resultados (especialmente en el caso de las cepas del

tipo | y Illl), ya que se han clasificado Cepas de M. avium subsp.
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paratuberculosis dentro de tres grupos, basadas en las caracteristicas de
cultivo y caracterizacion molecular por PFGE e IS900-RFLP (tipos I, Il y III)
(Collins y col., 1990, de Juan y col., 2005, Pavlik y col., 1999, Stevenson y col.,
2002), ademas de la presencia de formas no cultivables de Map (Gunnarsson y
Fodstad, 1979; Whittington y col., 2000). Los dos medios solidos que se
recomiendan para el aislamiento de cepas tipo | / Ill de M. avium subsp.
paratuberculosis en ganado vacuno y cabras son Lowenstein Jensen con
micobactina y Middlebook 7H11 con micobactina. En cuanto a las cepas de
tipo Il, Herrold’s egg yolk con piruvato de sodio y micobactina fue el medio en
el que mas cepas se aislaron (De Juan y col., 2006). El cultivo se considera la
Unica técnica definitiva y fundamental para el diagnostico de la enfermedad de
Johne (Chiodini y col., 1984, Whittington y col., 1999, Motiwala y col., 2005,), y
es un paso esencial para la posterior aplicacion de técnicas de tipificacion
molecular estandarizadas como polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion de 1S900 (IS900-RFLP) (Pavlik y col., 1999) y electroforesis en gel
de campo pulsado (PFGE) (Stevenson y col., 2002). La caracterizacion de las
cepas es necesaria para entender la patogenicidad y epidemiologia de esta

bacteria fastidiosa.

2.1.2. Necropsia e Histopatologia

Para diagnosticar la presencia de la paratuberculosis en un animal
individual clinicamente sospechoso, pueden utilizarse varias pruebas de
laboratorio dentro de las cuales estan incluidas la necropsia e histopatologia.
En la necropsia se inspeccionan los nddulos linfaticos mesentéricos que se
encuentran habitualmente prominentes y edematosos y la mucosa intestinal,
especialmente la del ileon terminal, para detectar el plegamiento y el
engrosamiento patognomonicos. Las lesiones histologicas en intestino tipicas
de la paratuberculosis consisten en la infiltracion de la mucosa y submucosa
intestinal, las placas de peyery el cortex de los nédulos linfaticos mesentéricos
con grandes macréfagos, también conocidos como células epiteloides, y

5



células multinucleadas gigantes, en las que se encuentran habitualmente, pero
no invariablemente, bacilos acido-resistentes en agregados o de forma
aislada.( OIE. 2008b.) Las lesiones asociadas con la enfermedad en pequefios
rumiantes han sido categorizadas sobre la base de su localizacién en relacion
al tejido linfoide intestinal, intensidad, tipos de células inflamatorias y numero
de micobacterias presentes segun reporta (Pérez y col., 1996; Corpa y col.,
2000), vy relacionadas al estatus clinico. En animales que muestran signos
clinicos de la enfermedad, las lesiones difusas con dos principales formas
patolégicas fueron descritas como peubacilares o de primer grado en las
cuales el infiltrado inflamatorio estuvo compuesto de linfocitos con algunos
macréfagos con pocas o0 ninguna micobacteria y forma multibacilar o grado 2
en la cual se observaban macréfagos como la principal célula inflamatoria con
numerosas micobacterias presentes segun (Carrigan y Seaman, 1990; Pérez y
col., 1996; Clarke y col., 1997; Corpa y col., 2000). En ovejas o0 cabras sin
signos clinicos o sin lesiones macroscopicas, las lesiones intestinales focales,
estaban formadas por granulomas pequefios bien delimitados localizados
exclusivamente en el tejido linfoide intestinal como lo describe(Pérez y col.,
1996; Corpa y col.,, 2000). estas clasificaciones de lesiones han sido
exitosamente empleadas como referencia para la evaluacion de pruebas
seroldgicas (Clarke y col., 1996; Pérez y col., 1997, 1999).

2.1.3. ELISA

En general las ELISAs comerciales son capaces de identificar
aproximadamente el 50% de los animales encontrados positivos por cultivo
fecal, mostrando una sensibilidad de 8.9 a 32.1% para animales excretores
bajos y 47.1 a 62.9% para animales excretores medios (Sockett y col., 1992).
Sin embargo un reciente estudio longitudinal sugiere que las ELISAs
comerciales pueden tener un nivel aun bajo de sensibilidad de 13.5%
(Sweeney y col., 1996). Entre las principales ventajas de esta técnica destacan

la automatizacion, la repetitividad, el elevado nimero de muestras que es
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capaz de analizar y la objetividad de los resultados (Manning y col., 2001;
Sergeant y col., 2003; OIE, 2008). En la actualidad es una de las pruebas que
méas se emplea para la determinacion del nivel de infeccién en los rebafios
(Nielsen y col., 2001). Debido a lo anterior se ha enfatizado en desarrollar una
prueba rapida y econdmicamente viable ademas de mayor sensibilidad y
especificidad tal como ELISA para detectar animales excretores bajos medios
y altos (National Research Council, 2003). Varios kits comerciales de ELISA
para PTB bovina estan disponibles, y mdultiples estudios han comparado su
precision (Fry y col., 2008; Collins y col., 2005). Sin embargo la principal
limitante de estas pruebas serologicas es su incapacidad de identificar con
precision animales en etapas tempranas de infeccion (Sugden y col., 1997).
Ademas reacciones cruzadas de anticuerpos han sido observadas en bovinos
con otras micobacterias diferentes de Map (Bannantine y col., 2008). por otra
parte la serologia para el diagnostico de Map utilizando antigenos totales
obtenidos de bacterias afines a Map pueden inducir reaccién cruzada debido a
la sensibilizacion de animales con estas bacterias (Leroy y col., 2009).

Recientemente, ha sido encontrado que cepas de Map producen LP5, un
lipopentapeptido que es un blanco de respuesta humoral especifica en
animales infectados por Map (Biet y col., 2008), ademas estudios mencionan
una sensibilidad de 37%, y especificidad de 100% para ELISA que utiliza
anticuerpos contra L5P, teniendo la capacidad de diferenciar animales con PTB
y TB asi como animales naturalmente expuestos a otras micobacterias y
animales sanos(Costanzo y col.,, 2012) Una mezcla de proteinas como la
preparacion del antigeno protoplasmético(PPA-3) ha sido usado en varios
reportes en el diagnostico de la paratuberculosis, y ELISA-PPA-3 ha sido
recomendado como una prueba de screening para identificar hatos infectados
(Nielsen y Toft, 2008; Ferreira y col., 2002). El diagnostico de PTB donde
ELISA basado en antigeno PPA-3 (Allied Monitor) para la deteccion de vacas
afectadas, tiene un rango de sensibilidad de 0.40 a 0.80 con una de
especificidad de 0.90 a 0.95 en la mayoria de los estudios donde se evalué
(Nielsen and Toft, 2008). Varios investigadores han tratado de buscar dicho

7



antigeno, y han concluido que la prueba diagnostica mas eficaz sera obtenido
con una combinacién de antigenos purificados.(Bannantine y col., 2008; Leroy
y col.,, 2009). ELISA ha mostrado la méas alta sensibilidad en pruebas
serolégicas para Map (Harris y Barletta, 2001). Sin embargo, la
inmunoreactividad depende de de la union de antigeno a la superficie de los
pocillos de la placa. Varias proteinas de Map han sido identificadas y probadas
por su inmunogenicidad, pero su diagnostico potencial aun esta por validarse
con el apropiado tamafio de muestra (Mikkelsen y col., 2011a). Los resultados
de ELISA (Pourquier, France) detectaron la excreciéon ovinos con infeccion
multibacilar destacando su valor en el diagnostico de los casos clinicos donde
se detectaron 77.7% de todos los casos, con un 100% de deteccién en
infeccion multibacilar y 25% en ovinos con infeccion peubacilar (Sonawane,y
Tripathi, 2013) que concuerda con estudios reportados con sensibilidades de
10 a 87% (Clarke y col., 1996; Pérez y col., 1997; Tripathi y col., 2006). Se ha
reportado 48% de ovinos positivos de 62 con paratuberculosis en ELISA con
absorcién y defiende la cercana relacion existente entre los hallazgos
patoldgicos y la respuesta serolégica.( Pérez y col., 1997).

Recientemente se ha descubierto que el método de citometria de flujo (FCM)
puede ser usado para el diagnostico de la enfermedad en etapas tempranas
asi como las croénicas a través de los anticuerpos en suero contra Map (Eda y
col., 2005), la FCM ha diagnosticado a niveles de sensibilidad y especificidad
mayores de 95% y fue capaz de detectar la Paratuberculosis 6 a 44 meses de
edad mas temprano que el cultivo y de 17 a 67 meses de edad mas temprano
que ELISA.

Después de encontrar que los antigenos de superficie son la clave de la alta
sensibilidad y especificidad de subespecie, para la deteccidén de la infeccién de
Map Mediante FCM, estos antigenos fueron extraidos con formalina y
sonicacion corta y usados para el diagnostico de la paratuberculosis en una
ELISA que tuviera niveles de especificidad y sensibilidad similares a FCM
(Speer y col., 2006). A partir de lo anterior (Eda y col., 2006) Desarrollaron una
prueba ELISA donde antigenos de superficie de Map fueron extraidos
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mediante etanol y vortex (EVELISA). Reportaron que el mas alto nivel de
unién de IgG en muestras de suero control positivo a Map fue observado
cuando se utilizo etanol al 80 % en la extraccion del antigeno de superficie de
Map, asimismo encontraron que bajos niveles de uniones no especificas
ocurren cuando el antigeno es agitado mediante vortex durante 30 segundos.
También encontraron que EVELISA identifico 96.6% de bajos excretores y
100% de medios y altos excretores mientras ELISA(Biocor) detecto solo el
13.7% de bajos excretores, 25% de medios excretores y 96.2 % de altos
excretores cuando se probaron 64 sueros de vacas positivas a cultivo de
heces, categorizadas como bajos( < 10 colonias; n = 29), medios ( 10 a 50
colonias; n= 8) y altos (> 50 colonias; n= 27) excretores segun (Rankin, J.D.,
1961). Por lo tanto EVELISA cuenta con rangos de 96.9 % de sensibilidad y
100% de especificidad ademas pueden las placas con el antigeno conservarse
hasta durante 7 semanas sin que afecte la viabilidad de la prueba (Eda y col.,
2006). Las pruebas disponibles en la actualidad para el diagnéstico de
paratuberculosis no son adecuados para la detecciébn de todas las vacas
infectadas en un solo punto en tiempo.(Collins y col., 1996, Sockett, D.C.,
1994, Whitlock y col., 1999), la Identificacion de excretores MPTB se logra mas
eficazmente mediante el cultivo de muestras fecales, 25 pero esta técnica es
costosa y requiere por lo menos 16 semanas para obtener resultados.(Collins y
col., 1996, Jorgensen, J.B.,1984, Kalis y col., 1999, Whittlock y col., 1999, De
Juan y col., 2005). Las pruebas serolégicas son menos costosos, mas rapidos
y mas faciles de realizar, pero en general los resultados se consideran menos
fiables debido a resultados. de falsos positivos y falsos negativos,
(Aalund,0.,1984, Benedictus,G.,1984, Jorgensen, J.B.,1984, Rankin, J.D.,
1961 ). Las pruebas seroldgicas mas frecuentemente utilizados son el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas con Mycobacterium phlei-absorbida
(ELISA absorbida) y prueba de fijacion de complemento (CFT). (Kalis y col.,
2002,



2.1.4. Inmunodifusion en gel de Agar (IDGA)

La principal prueba seroldgica utilizada para evaluar rebafios de ovinos
en Australia es el ensayo de Inmunodifusidon en gel de agar (IDGA). Las
pruebas serolégicas son menos costosas, rapidas y de facil desarrollo
comparadas con el cultivo fecal pero también, la edad y el nivel de excrecion
de bacilos influye sobre ellas (Kalis y col., 2002). Se ha reportado que la
sensibilidad de ELISA y IDGA fue significantemente alta en animales con
estatus conocido de enfermedad gue en cabras expuestas a M.
paratuberculosis, pero de estatus desconocido de infeccidn. La sensibilidad de
AGID fue de 13.8 % para ovejas y 39.5 % para cabras, con una especificidad
de 100 % para ambas especies (Gumber y col., 2006). Otros tres notables
hallazgos fueron que la sensibilidad de la prueba fue mas alta cuando las
ovejas fueron preseleccionadas por baja condicion corporal, existi6 solo
moderada concordancia entre pruebas serologicas y no existieron resultados
falsos positivos en la prueba de IDGA (Hope y col., 2000). Segun(Clarke y col.,
1996 y Pérez y col., 1997), observaron que las ovejas con lesiones difusas o
multi-bacilares de paratuberculosis fueron mas probables de ser positivas en
la prueba de IDGA que las ovejas con lesiones localizadas conteniendo pocos

0 ningun bacilo.

2.1.5. PCR

Las pruebas moleculares desde el descubrimiento del gen 1S900 (Green
y col.,, 1989) han sido una gran promesa como ensayos diagnoésticos
sensibles y especificos para la deteccion de la infecciéon por Map. Mientras los
ensayos de PCR convencional proveen rapido método de evaluacion
cualitativa, el PCR en tiempo real cuantitativo (qPCR) cuenta con una alta
sensibilidad y ayuda a determinar la carga de infeccion en muestras
ambientales, heces, leche y cultivos de Map (Kawaji, y col.,. 2007; O'Mahony y
Hill 2004).
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2.2. Control y prevencion

Las medidas de control comprenden buenas practicas sanitarias y de
gestién, en los animales nuevos para identificar y eliminar a los animales
infectados y una vigilancia constante de los animales adultos (Meyer, 1994). La
implementacion de un conjunto de medidas enérgicas y continuas que se
detallan en seguida, son necesarias para tener éxito en el control de la
paratuberculosis.1) Realizar un manejo separado de los terneros y animales
jovenes. Los animales adultos pueden compartir pasturas e instalaciones con
los animales jovenes a partir del afio de edad. Nunca antes. 2) Evitar la entrada
de animales infectados a la explotacion. 3) Identificar a los animales infectados
por la prueba de ELISA tomando una muestra estratificada por edad. De cada
estrato se toma un numero de animales de acuerdo con la prevalencia
esperada y el tamafio del hato. 4) Confirmar el diagnostico clinico o serologico
por cultivo fecal. La implementacién de estas medidas sanitarias y de manejo
no solamente contribuyen a controlar la paratuberculosis, sino que evitan la
transmision de otras enfermedades causadas por micobacterias principalmente
la tuberculosis (Whan y col., 2001). La vacuna contra la paratuberculosis ha
estado comercialmente disponible por muchos afios, pero por desgracia no es
completamente eficaz en la prevencion de la enfermedad. Estudios realizados,
demuestran una reduccion significativa en el nimero y la gravedad de lesiones
intestinales, namero de cultivos fecales positivos y la severidad de signos
clinicos en animales vacunados. Por lo tanto, mas ensayos clinicos con
parametros bien definidos son necesarios para confirmar los resultados

positivos mas recientemente sobre los efectos de la vacunacion.
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. JUSTIFICACION

Las pruebas de ELISA comercial han mostrado ser de rapido desarrollo
para evaluar la prevalencia de la paratuberculosis en el ganado. La sensibilidad
y especificidad han mostrado ser diferentes por regién geogréfica y especie y
se ha observado que la sensibilidad ha sido baja, por lo tanto es necesario el
desarrollo de nuevas ELISA's que sean estandarizadas en laboratorio propio,
mas economicas que las pruebas comerciales y con una mayor sensibilidad

para el diagnostico de la paratuberculosis en el ganado.

IV. HIPOTESIS

Si el diagnostico de la paratuberculosis con ELISA comercial en un
grupo de animales es de facil desarrollo disminuyendo costos, obteniendo
resultados en un periodo de tiempo corto y si EVELISA ha mostrado alta
sensibilidad para el diagnostico paratuberculosis en bovinos, entonces es
posible que la estandarizacion de ELISA propia de laboratorio utilizando
antigeno protoplasmatico, resulte ser mas eficiente, disminuyendo
considerablemente costos de produccion, obteniendo resultados comparables
con las pruebas comerciales. También es posible que estandarizando
EVELISA propia de laboratorio utilizando antigeno lipidico, se obtenga una
sensibilidad alta para el diagnostico de paratuberculosis en ovinos con

significativa reduccién de costos .
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V. OBJETIVO

5.1. Objetivo general

Evaluar la sensibilidad de cuatro pruebas seroldgicas para la deteccion de
la paratuberculosis como herramienta de diagnostico econdmica en un rebafio

de ovinos de Mexicali Baja California.

5.2. Objetivos especificos

e Describir el antecedentes de la paratuberculosis asi como evidencias de
casos clinicos en un rancho comercial en Mexicali.

e Crear un registro de animales y realizar muestreo de heces y sangre.

e Seleccionar los animales subclinicos excretores de Mycobacterium avium
subespecie paratuberculosis (Map) mediante el analisis de heces.

e Con los sueros de animales subclinicos realizar 4 pruebas seroldgicas:
una ELISA comercial, dos ELISAs desarrolladas en nuestro laboratorio,
e Inmunodifusion de gel de agar (IDGA).

e Determinar la capacidad de las 4 pruebas en la deteccién de anticuerpos
especificos a Map en suero.

e Evaluar el comportamiento de pruebas propias de nuestro laboratorio

utilizando gPCR fecal como prueba de oro.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Area de estudio

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular y de
Patologia del Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la
Universidad Autbnoma de Baja California.

6.2. Animales

Se estudiaron ovinos de un rebafio de 200 cabras y ovinos, cruza de
Kathadin-Dorper, siendo el objeto la venta para cebadero y considerados
infectados naturalmente con paratuberculosis. El rebafio esta ubicado en
Parcela # 177, CP 21229 en el gjido Tula, con coordenadas 320° 35' 18",
N115°10'30"W, en Mexicali B.C. El rebafio presentd historial de
paratuberculosis desde 2007 y cuenta con aproximadamente 150 animales en
existencia hasta 2014. 192 animales fueron identificados mediante implante
de arete numerado en la oreja, posteriormente se elaboro un registro para su
monitoreo. En el registro se anot6 el numero de arete, edad en base a
dentadura, las fechas de toma de muestras las cuales fueron el 6 de octubre
de 2012, 3 de Noviembre de 2012, 2 de Febrero de 2013 y 25 de Agosto de
2013. Los resultados de las pruebas de ELISA, cultivo, y necropsia,
desparasitaciones y vacunaciones que se realizaron al rebafio también fueron
registrados. Como el grupo control negativo se utilizaron 15 corderos cruza de
Kathadin y Dorper cuyas madres fueron negativas a la enfermedad mediante
ELISA IDEXX y 27 ovinos raza Kathadin menores de 6 meses de edad,
provenientes de la unidad de produccién ovina del Instituto de Investigaciones
en Ciencias Veterinarias de la UABC, la cual esta certificado libre de
enfermedades por SAGARPA sin historial de la paratuberculosis.
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6.3. Criterio de inclusién

Ovinos hembra de 6 meses de edad en adelante del rebafio estudiado
de Valle de Mexicali. De estos animales se seleccionaron animales del grupo
control positivo, mediante como Unicamente fueron seleccionados animales
subclinicos excretores de Map mediante cultivo bacteriolégico de heces y/o

PCR en tiempo real.

6.4. Criterio de exclusion

Se excluyeron los ovinos menores a 6 meses de edad ovinos en etapa

de engorde, y ovinos con signos clinicos de la paratuberculosis.

6.5. Muestras de heces

Las muestras de heces de 192 animales se obtuvieron mediante la
colecta manual directamente del recto del ovino, utilizando un guante de latex
por cada animal, posteriormente cada muestra se transfirio a tubo falcon de 50
ml, y se conservaron a 4°C para su procesamiento para el cultivo no mas
tardar 1 semana. El resto de muestra de heces para la deteccion por PCR se
almacenaron a -20 °C hasta la extraccion de ADN (Ver anexo 1).

6.6. Muestras de suero

El muestreo de sangre en cada ovino para la obtencion del suero, se
realizo mediante puncién de la vena yugular utilizando tubos para colectar

sangre sin anticoagulante (BD Vacutainer ). Se enumero el tubo con el nimero
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correspondiente al arete del animal. Se separaron sueros inmediatamente
llegar al laboratorio (o0 después de incubar a 4°C por una noche para completar
la coagulacion) mediante la centrifugacion durante 10 minutos a una velocidad
de 3200 g. El suero sobrenadante se conservo a -20°C para las posteriores

pruebas serologicas.

6.7. Necropsia e histopatologia

Para ovinos con signos sugerentes a paratuberculosis tal como
emaciacion y caquexia, se llevo a cabo en el laboratorio de patologia del
Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la UABC, donde se
realizaron cortes histologicos de ileo, especificamente de vélvula ileocecal,
posteriormente se realizaron tinciones Hematoxilina-Eosina y Ziehl-Neelsen
para el diagnostico mediante histopatologia, con el objeto de obtener controles

positivos de campo provenientes del mismo rebafio .

6.8. Cultivo bacteriolégico fecal

Se realizo esta técnica mediante el protocolo descrito en el Manual para
aislamiento e identificacion de M. paratuberculosis USDA-APHIS- VS-NVSL
v3.0 2009 ( ver anexo 2) como sigue: Se pesaron 2 gramos de heces, se
colocaron en un tubo falcon de 50 ml y se afiadi6 35 ml de agua destilada,
después se agito manualmente o con vortex rigurosamente durante 5 minutos
y se dejo reposar 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se
transfirieron 5ml de sobrenadante (liquido) a un nuevo tubo falcon de 50 ml y
agrego 25 ml de HPC (1-hexadecylpyridinium chloride) al 0.9 % y agito
mediante vortex durante 15 segundos, finalmente se colocaron los tubos a 37
°C durante toda la noche o 24horas. Se centrifugaron los tubos a 900 g
durante 30 minutos a 27 °C luego se descarto el sobrenadante (liquido) y
agrego 1ml de antibiético VAN (100 pg/ml de vancomicina, 100 pg/ml de
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anfotericina B y 100 pg/ml de acido nalidixico) después se mezclo con vortex
vigorosamente durante 15 segundos y se colocaron los tubos a 37 °C durante
toda la noche o 24 horas. Se mezclaron mediante vortex vigorosamente
durante 15 segundos e inocularon los tubos con medio de cultivo Middlebrook
7H10 (CAT # 262710) modificado con yemas de huevo (ver anexo 2), OADC
CAT # 211886 (10% v/v) y micobactina J (2ug/ml) con 100 a 200 pul de la
resuspension y se conservaron los tubos con medios de cultivo a 37 °C hasta
gue evaporo el agua con la tapa rosca floja y se dejo el tubo inclinado,
finalmente después de una semana aproximadamente, se cerrd

completamente la tapa rosca e incubaron nuevamente.

6.9. Extraccién de DNA a partir de muestras de heces

La extraccion de DNA se realizo mediante el método de lisis-

Guanidina, descrito por (Zhangy col., 2011), ( ver anexo 1).

6.10. Deteccion del fragmento de IS900 de MAP mediante QPCR

Los oligonucleétidos mencionados por (Kawaji y col., 2007 fueron los
siguientes:
MP 10-1 5° ATGCGCCACGACTTGCAGCCT-3
MP 11-1 5° GGCACGGCTCTTGTTGTAGTCG-3 (MWG OPERON Inc.).
El volumen de la mezcla para cada muestra de DNA fue de 25 pl totales, entre
los cuales incluye; 2.5 pl de ADN extraido a partir de heces, 12.5 ul de 2x
BioRad SYBR supermix (CAT # 170-8882), 0.125 ul del oligonucleo6tido MP 10-
1 a una concentracion de 100 pmol/ pl, 0.125 pl del oligonucle6tido MP 11-1 a
una concentracion de 100 pmol/ pl y 9.75 ul de agua grado molecular. Las
condiciones para la amplificacion descritas por (Kawaji y col., 2007) fueron
95°C durante 15 minutos como desnaturalizacion inicial y 45 ciclos a

temperaturas de 95°C durante 30 segundos para desnhaturalizacion, seguido
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por una temperatura de 68°C durante 60 segundos para alineamiento y
extension. Se utiliz6 ADN extraido de cultivo de cepa ATTC de Map sin diluir y

diluido en serie de; 1: 10, 1:100, 1:1000 como controles.

6.11. ELISA (Pourquier)

Adsorcion de las muestras a probar por M. phlei: Se diluyeron los
controles y suero 1:20 con buffer No.12 en tubos eppendorf y agitaron e
incubaron durante 15 minutos a 21 °C. Se depositaron las muestras diluidas y
los controles en su pocillo respectivo, después de homogenizar el contenido
de los pozos agitando suavemente la placa, se cubrio la placa con aluminio e
incubo durante 45 minutos a 21 °C. Se diluyo un frasco de solucion de lavado
20X en 1900ml de agua destilada, que fue la solucion de lavado de trabajo.
Después se vacio el contenido de la placa por sacudida manualmente o
automaticamente, luego se agrego 200 ul de la solucion de lavado a cada
pozo y se vacioé de nuevo, y se repitié este paso dos veces mas. Se diluyo el
conjugado a 1:100 con la soluciéon buffer 1 y distribuyo 100 pl de este
conjugado diluido por pozo, después se cubrié la placa con papel aluminio e
incubo durante 30 minutos a 21 °C. Se vacio el contenido de la placa por
sacudida e introdujo 200 pl de solucion de lavado a cada pozo y se vacié por
sacudida y se repiti6 este paso 2 veces mas. Después se coloco 100 pl de
solucién de revelado No.2 por pozo e incubo la placa fuera de la luz a 21 °C
durante 10 minutos, posteriormente se coloco 100 pl de solucién fijadora por
pozo y agito suavemente la placa hasta que la solucibn quedo de color
homogéneo. finalmente se realizo la lectura de la placa de poliestireno a una
densidad o6ptica de 450 nm. El punto de corte se ajusto mediante el control
positivo suministrado con el kit. Para las pruebas se incluyeron sueros
controles positivos y negativos de los kits comerciales de ELISA de diferentes

laboratorios (Pourquier, Allied Monitor y Kyoritsu).
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6.12. EVELISA

Para la preparacion del antigeno de superficie de Map, la bacteria fue
cosechada de cultivos liquidos en fase estacionaria y se centrifugo a 1575 g
durante 10 min, El sedimento se lavo 3 veces con 20 ml de PBS (CAT # 1000-
3, SIGMA Inc.) por lavado, centrifugando a 1575 g durante 10 minutos, se
calculo el peso del sedimento y se ajusto a una densidad celular de 80 mg/ml
resuspendido en etanol al 80% , se agito con vortex a temperatura ambiente
durante 1 min, y se centrifugo a 12857 g durante 10 min, el sobrenadante se
transfiri6 a un tubo nuevo y se conservo a -20 °C hasta su uso, 50 pl de
sobrenadante (50 pg/ml) de antigeno de ATCC de Map, se agrego en cada
pocillo de una placa de poliestireno CAT # 25801. La placa fue incubada
durante la noche en una campana de extraccion a temperatura ambiente, para
permitir que el antigeno extraido se fijara por adhesion a la superficie de los
pocillos mediante evaporacion del etanol. Se almacenaron las placas a 4°C

sellada por una membrana plastica hasta la realizacion de la prueba.

Para la realizacion de EVELISA se incubo la placa durante la noche bajo
campana de seguridad biologica, agregando a cada pocillo 200 pl de buffer B
(4.4 g de PBS -CAT # 1000-3, SIGMA Inc., 450 ml de agua destilada, 50 ml de
Superblock -CAT # 37516 y 225 ul de Tween 20 -CAT # 9005-64-5), se lavo
cada pocillo 4 veces con 200 pl de PBST (PBS 1X y 0.05% de tween 20),
posteriormente se agrego 50 ml de suero diluido con buffer B 1:100, luego se
incubo durante 1 hora temperatura ambiente, después se lavo 4 veces cada
pocillo con 200 pl de PBST. Después se agrego 50 pul de anticuerpo de conejo
anti-lgG ovino (CAT # 14-23-06) diluido 1:2000 con buffer B y se Incubo
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después se lavo 5 veces con 200 ul de
PBST cada pocillo y se agrego 100 pl de TMB (substrato peroxidasa) CAT#
T0440 por pocillo y se realizaron lecturas en un lector de placas ELISA a una

OD de 655 nm a los 2, 4, 8, 16 y 30 minutos, finalmente se afiadié solucién de
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stop (H2SO4 1 N) y realizo lectura a una OD de 450 nm en el lector de placas
ELISA modelo 3550.

6.13. ELISA con antigeno protoplasmaéatico (PPA)

Se realizaron experimentos previos para optimizar esta prueba, en base
a protocolo de literatura (Juste et. al., 2005) y se logro estandarizar el siguiente
protocolo: Se diluyo el antigeno protoplasmatico 10 mg/ml (Allied Monitor Inc.
CAT # 65-0020) a una concentracion de 1: 250 con buffer carbonato( CAT #
C3041) 0.05 M a un pH de 9.6 y agrego 100 pl por pozo en la placa de
poliestireno CAT # 25801 y conservo a 4°C toda la noche, posteriormente se
lavo 1 vez la placa con buffer B (PBS 0.05% tween 20) y se bloqueo la placa
durante una hora con 100 pl por pozo de buffer B. Se incubo suero con
antigeno de M. phlei CAT # 67-0100 (5mg/ml) en proporcién 1:1 (25ul de cada
uno) e incubo durante 2 horas a temperatura ambiente agitando mediante
vortex cada 10 minutos, se centrifugo a 1157 g durante 1 minuto y se
recupero sobrenadante después se diluyo nuevamente el suero a una
proporcion final de 1:600 con buffer B, se deposito 100 ul por pozo e incubo
durante 2 horas a temperatura ambiente, se lavo la placa con 200 ul PBST
(0.05%) por pozo, tres veces, enseguida se agrego 100 upl por pozo de
conjugado KPL diluido 1:1000 con buffer B, nuevamente se incubo a
temperatura ambiente durante 2 horas, se lavo 3 veces con 200 pl PBST
(0.05%) por pozo, se agrego 100 pl de TMB, se realizaron lecturas a 650 nm,
se agrego 100 pl de solucion stop y realizaron lecturas a 450nm en lector de
placas ELISA modelo 3550.

6.14. Inmunodifusion en gel de agar (IDGA)

Se realizo segun el método descrito por (Paolicchi y col., 2003). Para la

preparacion de una caja petri con gel de agar al 1% para la prueba se
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necesitaron 20 ml de PBS 1X pH 7.5-8 y 0.2 g de agar noble y 1 ml de Azida
de sodio (opcional). Se disolvié la suspensién en microondas, y se colocaron
15- 20 ml de la solucion del gel en la caja petri y se dejo solidificar, se
realizaron hoyos con sacabocado para 7 pozos, se colocaron 30 pl de
antigeno protoplasmatico (10 mg/ml) en el orificio central, el control positivo y
las muestras en los orificios periféricos al del antigeno, finalmente, se Incubo
la placa a 37° C en una camara hiumeda y se realizo lectura a las 24 y 48
horas posteriores ( antes de 48 horas). la interpretacion de la prueba se realizo
de la siguiente manera: Ausencia de lineas de precipitacion = Negativo ; Una
linea de precipitacion claramente definida = 1+; Dos lineas = 2+ ; Tres lineas =
3+.

6.15. Analisis de datos

Se compar6 la sensibilidad diagnostica de las pruebas propias y la
prueba ELISA comercial utilizando PCR fecal como prueba de oro (grupo
positivo). Se realizo el andlisis ROC y de correlacién con el paquete estadistico
MedCalc.
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VIl. RESULTADOS

7.1. Antecedentes de la paratuberculosis ovina en el rebafio

La observacion de muertes por causas desconocidas en ovinos dentro
del rebafio de ovinos en Mexicali, se comenzaron a presentar en el afio 2007,
segun menciono el productor. Se sospechaba que el factor causante de las
muertes fue la entrada de ovinos de otro rebafio que fueron encomendados
cuidar. A partir de este acontecimiento, las muertes de ovinos se manifestaban
frecuentemente. Los esfuerzos por minimizar las muertes mediante la
administracion de antibiéticos no fueron de utilidad y estas continuaron de
forma intermitente. En 2010 académicos del Instituto de Investigaciones en
Ciencias Veterinarias realizaron diagnostico de paratuberculosis en ovinos y
bovinos mediante serologia y cultivo fecal en bovinos del rancho. Desde 2012
técnicas diagnosticas tal como necropsia, histopatologia, serologia, PCR y
cultivo fecal de ovinos, han sido realizadas, incluso se han implementado
medidas de control y prevencion de la enfermedad en el rancho, con la
consecuente disminucién de la incidencia y prevalencia de la enfermedad

disminuyendo las perdidas econémicas al productor.

En la figura 1, se muestran corrales y animales del rancho en agosto de
2012. Se observan animales perteneciente al rebafio estudiado y los hallazgos
de la necropsia de los ovinos con emaciacion, a partir de los cuales se utilizo
el tejido intestinal para realizar cortes histolégicos que posteriormente se
procesaron con tinciones Ziehl-Neelsen y Hematoxilina-Eosina, figura 2. La
figura 3 muestra resultados confirmatorios de una animal en la fase final de

paratuberculosis.
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Figura 1. Casos de Paratuberculosis en ovinos en el rancho estudiado.

1. Ovino mostro emaciacion grave y debilidad (15/Agosto/2012),
correspondientes a la fase IV de la enfermedad. 2. Ovinos en fase IV de la
enfermedad en corral de cuarentena. 3. Condiciones generales de
instalaciones en las cuales se alojaron los ovinos. A.B. Ejemplo del intestino de
animales clinicos del rancho con lesiones habituales de paratuberculosis como
edema, inflamacién y corrugacién de la mucosa (flechas). B. Se observa

pequefias hemorragias.
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Figura 2. Cortes histol6gicos de intestino de un animal clinico

A.B. Tincién Ziehl-Neelsen de valvula ileocecal con objetivos 10x (A) y 40x (B).
Se observa una enteritis granulomatosa difusa o lesibn multibacilar difusa,
asociada a la lamina propria con macréfagos repletos de enorme cantidad de
micobacterias (coloracibn morada). C.D. Tincion Hematoxilina-Eosina de otro
blogue del valvula ileocecal con objetivos 10x (C) y 40x (D). Se observa
infiltracion de macréfagos con destruccion de vellosidades intestinales. La

cantidad de linfocitos es menor que tejidos normales (no mostrado).
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Figura 3. Cultivo y Tincién. A. Aislamiento de Map a partir de muestra de
heces de un animal clinico. El periodo general de la incubacién en medio solido
Middlebrook 7H10 suplementado con micobactina J fue de 4meses o mas. B.
Confirmacion de aislados del cultivo mediante te Tincion Ziehl-Neelsen. Baar

positivo, fueron observados con objetivo de 100x,
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7.2 Seleccion de animales subclinicos excretores de Map.

Para la evaluacion de pruebas serologicas se necesita obtener
inicialmente paquetes de muestras de suero del grupo positivo y negativo
identificados por pruebas que no se van a evaluar (ej. prueba de oro o
combinaciones de pruebas no seroldgicas). En el presente estudio la definicién
del grupo positivo fue animales subclinicos con evidencias de la excrecion de
Map en heces. Inicialmente se emplearon dos herramientas de diagnostico
para detectar Map en heces: cultivo bacteriolégico y PCR tiempo real de 1S900

(ver anexo 3), para poder identificar mayor nimero de animales excretores.

En el Cuadro 1. se presenta resumen de resultados del cultivo
bacterioldgico fecal. En el primer muestreo en la etapa inicial de este estudio se
recolectaron heces de 78 ovinos hembra reproductoras mayores a 6 meses
para el cultivo bacteriolégico y PCR fecal. Sin embargo, se perdieron
aproximadamente 85% (66/78) de cultivos por accidentes en el laboratorio por
causas ajenas de autores. De los 12 cultivos concluidos se confirmaron 58%
(7/12) de animales como excretores de Map. Considerando el tiempo para
obtener resultados de cultivos bacteriologicos (4-6 meses o mayor), VY la
dificultad de evitar la contaminacién en cultivo durante incubacion prolongada,
se decidié no continuar los cultivos bacterioldgicos para el fin de la seleccién de
animales subclinicos. El criterio de seleccion de animales del grupo positivo de
este estudio fue la amplificacion del fragmento de IS900 de Map en heces
mediante PCR tiempo real. | grupo positivo en este proyecto (ver anexo 5). En
el Cuadro 1, de 12 cultivos fecales, 42% (5/7) fueron negativos. Estos 5
animales posteriormente fueron confirmados como positivos mediante PCR

fecal.

La PCR de IS900 con los oligonucleétidos empleados (Kawaji et. al.,
2007) amplificaron un fragmento de 183pb a partir de muestras de DNA
extraido de heces. La amplificacion fue confirmada en la grafica del analisis de

disociacion de productos de PCR como el pico en la temperatura de
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disociacion (Tm) de 90 °C (Figura 4). Todas las reacciones de PCR fueron por
duplicado. Muestras que confirmaron la presencia del pico de 90 °C en dos
tubos se clasificaron como positivos a Map. Las muestras que no confirmaron
la amplificacién en uno o dos pozos se repitieron en PCR por triplicado. Con la
evidencia de la amplificacion intensa (arriba de la linea del punto de corte) en
un tubo acompafados con la amplificacion en uno o dos mas tubos, finalmente

se seleccionaron 40 muestras como positivos (Cuadro 2).
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Cultivo fecal inicial Resultados

(n=78) Positivo Negativo
Incubacion interrumpida 66 ND ND
Incubacién concluida 12 7 5
Total 78

Cuadro 1. Resumen de resultados del cultivo bacterioldgico fecal.

*Se realizaron todos los cultivos por duplicado.

Heces procesadas Resultados
(n=71) Positivo Negativo
PCR tiempo real realizado 63 40 23
Muestras excluidas 8 ND ND
Total 71

Cuadro 2. Resumen de resultados de PCR de IS900 con muestras fecales.
Se identificaron 40 animales subclinicos excretores de Map mediante la técnica
de PCR fecal.
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Figura 4. Patrones de amplificacion del fragmento 1IS900 de Map de 183 pb.
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7.3. Determinacion de la capacidad diagnostica de 4 pruebas seroldgicas.

7.3.1. ELISA comercial.

La aplicacion de ELISA comercial (marca Pourquier-IDEXX) resulto
clasificar 5% (2/40) de animales del grupo subclinico como positivos a la
paratuberculosis (ver anexo 4). 90% (36/40) del grupo subclinico se
interpretaron como negativos por esta prueba y 5% (2/40) se clasificaron como

sospechosos.

7.3.2. ELISA propia con PPA

Figura 5. Muestra resultados de la aplicacion de ELISA propia de
nuestro laboratorio con antigeno PPA (ver anexo 6). Se analizaron muestras
del grupo negativo (n=43) y del grupo subclinico (n=40). En el grafico de Dot
plot, cada punto representa una muestra con el valor de S/P, donde
S/IP= [(ODeso-muestra—  ODeso-blanco)/(ODeso-ctripostivo,  promedio  —  ODegso-blanco)]-
Para el célculo de S/P se utilizo el suero de un animal clinico de mismo rancho
como el control positivo con previa verificacion de su alta reactividad con
antigenos de Map. Se muestra el punto de corte 6ptimo (0.2995) de acuerdo al
analisis de ROC (Caracteristica Operativa del Receptor) con sus respectivos
valores de Sensibilidad (77.5%) y Especificidad (79.1%).

Figura 6. muestra resultados del andlisis ROC. Se y Sp de la prueba en
funcién de S/P se presenta en la Figura 6A. La curva ROC de la Figura 6B
indica la calidad de la prueba con valores del area bajo la curva ROC (AUC) de
funcién relativa=0,798 (95%CI, 0.695-0.878, p < 0.0001). Area bajo la curva
ROC de PCR=0,685.
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Experimento Positivo Negativo Sospechoso

1 (n=15) 1 14 0
2 (n=19) 1 16 2
3 (n=6) 0 6 0

Total (n=40) 2 36 2 40

Cuadro 3. Resultados de ELISA comercial

La aplicacion del ELISA comercial (marca Pourquier-IDEXX) resulto clasificar
5% (2/40) de animales del grupo subclinico como positivos a paratuberculosis.
90% (36/40) del grupo subclinico se interpretaron como negativos por esta

prueba y 5% (2/40) se clasificaron como sospechosos.
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Figura 5. Resultados de ELISA con PPA propia.

Resultados de la prueba de muestras del grupo negativo (n=43) y del grupo
subclinico (n=40). En el gréfico de Dot plot, cada punto representa una muestra
con el valor de S/P, donde
S/IP= [(ODeso-muestra—  ODeso-blanco)/(ODeso-ctripostivo,  promedio  —  ODegso-blanco)]-
Para el célculo de S/P se utilizé el suero de un animal clinico de mismo rancho
como control positivo con previa verificacibn de su alta reactividad con
antigenos de Map. Se muestra el punto de corte 6ptimo (0.2995) de acuerdo al
analisis de ROC (Caracteristica Operativa del Receptor) con sus respectivos
valores de Sensibilidad (77.5%) y Especificidad (79.1%).
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Figura 6. Andlisis de ROC de ELISA con PPA propia.

A. Se muestra comportamiento de la sensibilidad (Se) y la especificidad de la
prueba en funcién del valor de punto de corte (S/P). B. Curva ROC de la
sensibilidad y especificidad de ELISA propia con PPA. Area bajo la curva ROC
(AUC) de funcion relativa=0,798 (95%Cl, 0.695-0.878, p < 0.0001). Area bajo la
curva ROC de PCR=0,685.
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Figura 7. Punto de corte propuesto para ELISA con PPA propia.

Punto de corte propuesto por el promedio de S/P y la desviacién estandar en el
grupo negativo (n=43, M=0.2458 95%CI 0.2223-0.2692, SD=0.07616). A. La
aplicaciéon del punto de corte 0.4745 (M+3SD) resulté clasificar 20% (8/40) del
grupo subclinico como positivo, con Se y Sp de 20% y 100%, respectivamente.
B. La aplicacion de punto de corte 0.3979 (M+2SD) resultd clasificar 40%
(16/40) del grupo subclinico como positivo con Se y Sp de 40% y 97.7%.
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ELISA PPA ELISA Comercial Total
Negativo Positivo

Negativo 30 2 32(80.0%)
Positivo 8 0 8(20.0%)
Total 38 (95.0%) 2 (5.0%) 40

Cuadro 4. Clasificacion cruzada de resultados de ELISA PPA y ELISA

Comercial con punto de corte de 0.4745

ELISA PPA ELISA Comercial Total
Negativo Positivo

Negativo 23 1 24(60.0%)

Positivo 15 1 16(40.0%)

Total 38 (95.0%) 2 (5.0%) 40

Cuadro 5. Clasificacién cruzada de resultados de ELISA PPA y ELISA
comercial con punto de corte de 0.3979
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7.3.3. ELISA propia con antigeno lipidico de Map (EVELISA)

En la evaluacion de la prueba de EVELISA se utilizo el protocolo
anteriormente mencionado, sin embargo, se realizaron modificaciones al
mismo, tales como cambios en la concentracion de Buffer B, solucion de
lavado, conjugado anti-ovino y anti-bovino en sueros de bovino negativos la
enfermedad, controles negativos sin suero de ovino, ademas se utilizaron dos
soluciones de revelado, placas de poliestireno de union alta y media, antigeno
lipidico extraido de cepas ATCC y V23 de MAP (cuadro 6), a pesar de el
desarrollo en la estandarizacion de la prueba, en toda ocasion, se observaron
reacciones de unidn antigeno-anticuerpo inespecificas (figura 8) evitando de
esta manera, establecer un punto de corte para la validacion de la prueba. Por
lo anterior se sospecha de una modificacibn en antigenos de superficie
utilizados, que causa reacciones inespecificas con componentes del suero de

ovinos, asi como bovino utilizados.

7.3.4. Inmunodifusion del gel de agar (IDGA)

En la Figura 9 se muestran los resultados de esta prueba, se observo
gue solo los altos titulos de anticuerpos en suero de animales, precipitan con el
antigeno protoplasmatico desafiado, observandose una banda de precipitacion
claramente visible. Las causas por las que no se observo precipitacién en los
sueros problema puede ser debido a que los animales se encuentran en una
etapa silente o subclinica de la de la enfermedad. Aunque exista excrecion
intermitente del bacilo a través de heces y el diagnostico mediante técnicas
moleculares tal como PCR fecal fuera positivo, hasta que no se establezca una
respuesta humoral, la presencia de anticuerpos en suero sera nula o
indetectable. Por lo tanto la deteccibn de animales seropositivos a
paratuberculosis mediante Inmunodifusion en gel de agar es recomendable
cuando los animales se encuentren en etapas avanzadas de la enfermedad, de

lo contrario los resultados pueden ser insatisfactorios.
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Cuadro 6. Parametros de EVELISA optimizados

Parametros optimizados Variables Condicion optima
Buffer de lavado -PBS1x- tween 20 0.05% PBS1x-tween 20 0.5%
-PBS1x-tween 20 0.5%
Buffer de bloqueo Superblock 10% Superblock 10%
Superblock 100%
Tipo de conjugado Rabbit anti sheep IgG- KPL- | Rabbit anti sheep IgG-
HRP KPL-HRP
Concentracion de 1:1000 1:2000
conjugado 1:2000
1:3000
1:4000
Tipo de placa Fondo plano CAT# 25802 Fondo plano CAT#
Fondo redondo CAT # 25802
25801
Maxisorp fondo plano
Cepa de Map ATCC ATCC
V23
Dilucién de sueros 1:100 1:100
1:200

Figura 8. Ejemplo de reacciones no especificas de EVELISA, en sueros
controles negativos de ovinos (1, 3,4, 5y 6) y bovinos (7, 8,9, 10, 11y 12),
control positivo (2).
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Figura 9. Resultados de IDGA En Ay B se observan lineas de precipitacion
solo entre el antigeno protoplasmatico (Ag, flechas blancas) y el control
positivo (+) de la roseta 1-3 (flechas), mientras otros sueros no resultaron con
bandas de precipitacion visibles; en C se observan lineas de precipitacién entre
el antigeno protoplasmatico (Ag 1:1) y control positivo (+), suero 182466, suero
182431, mientras dos sueros restantes resultaron sin bandas de precipitacion

visibles.
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VIIl. DISCUSIONES

En el presente estudio se evalu6é el comportamiento de una prueba
ELISA comercial y tres pruebas seroldgicas (2 ELISAs y IDGA) desarrolladas
en nuestro laboratorio con antigeno proteico comercial (PPA) y antigeno
lipidico preparado en nuestro propio laboratorio. Se logré estandarizar una
ELISA propia y la prueba IDGA, ambas con antigeno PPA, mientras la
estandarizacion de la prueba ELISA con antigeno lipidico (EVELISA) no se
logré por las reacciones no especificas intensas por causas desconocidas.
ELISA propia con PPA obtuvo mayor sensibilidad (40%) que la ELISA
comercial (5%) con un punto de corte establecido, mientras la prueba IDGA no
detectd ningun animal del grupo positivo, resultando una sensibilidad de 0%.
Considerando que el suero control positivo del mismo rebafio obtuvo la
precipitacion del complejo Antigeno-Anticuerpo intensa, este prueba podria
utilizarse en la deteccion o confirmacidon de animales clinicos mas que
subclinicos. La sensibilidad de la prueba comercial ELISA fue
sorprendentemente baja (5%), pero razonable, por la definicion del grupo
control positivo de este estudio, donde no se incluyeron animales clinicos con
altos titulos de anticuerpos.

El nimero de animales de ambos grupos controles negativos (43) y
positivos (40) estudiados fueron suficientes para la aproximacion inicial, sin
embargo, para la estimacion de Se y Sp con mayor precision se requiere
analizar mayor cantidad de animales, alrededor de 100 o idealmente 200 por
grupo, provenientes de mudltiples rebafios (Gardner y col.,, 2000) . La Se
determinada en este estudio con animales subclinicos excretores es
sobreestimada, debido a que la excrecion fecal de Map es intermitente y la
definicion del grupo positivo subclinico fue sesgada por la excrecion fecal. Por
lo tanto no se puede explorar la Se obtenida en este estudio para ovinos en

todas las etapas de la paratuberculosis. La verificacion del estatus libre de
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infeccion en todos los animales del grupo negativo es un proceso sumamente
importante en este tipo de estudio para evitar la subestimacion de la Sp. Es
posible que nuestros animales del grupo negativo pudiesen estar infectados o
expuestos a Map, gue es el escenario mas probable en México, con
antecedentes de alta prevalencia de paratuberculosis. Sin embargo ELISA
propia con PPA mantuvo alta Sp (97.7-100%) con valores de punto de corte

establecidos en este estudio.

Greiner y col., (2000), reportaron que la precision ELISA es mas alta
gue la de IDGA en ovinos. El resultado del analisis de curva ROC de ELISA
propia con PPA (AUC=0.787) fue comparable con el resultado de ELISA de
Greiner y col., 2000), con (AUC=0.807) y mayor en IDGA de estos autores
(AUC=0.569). En Australia, la Se y Sp de ELISA oscila de 21.9-41.5% y 99-
95% respectivamente en ovinos, dependiendo de punto de corte (Sergeant y
col., 2003). En otros estudios reportaron un rango mas amplio de Se de 30%
hasta 80% (Clarke y col., 1996, Dubash y col., 1995, Hilbink y col., 1994, Perez
y col.,, 1997). Una explicacion probable para estos hallazgos seria que los
ovinos de estos estudios incluyeron animales en etapa avanzada de
enfermedad con signos clinicos. Gumber y col., (2006) utilizaron animales
predominantemente subclinicos como en nuestro estudio y reportaron Se 'y Sp
de 31.5% y 99.0%, respectivamente, los cuales son similares a los valores
obtenidos en nuestra ELISA con PPA (Se 40%, Sp 97.7%).

La baja sensibilidad de la serologia en la paratuberculosis nos dificulta
utilizar estas herramientas en la estrategia de control mediante la deteccién y
eliminacién, particularmente por su incapacidad de identificar animales en
etapa temprana de infeccion (Sugden y col., 1997). Ademas las reacciones
cruzadas de anticuerpos pueden ser observadas en animales infectados con
otras micobacterias diferentes a Map (Bannantine y col., 2008). También las
pruebas de ELISA dependen de la inmunoreactividad de unién del antigeno

sobre la superficie plastica de las placas. Varias proteinas de Map han sido
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identificadas y probadas para inmunogenicidad, pero su diagnostico potencial
permanece para ser validado con apropiado tamafio de muestras. (Mikkelsen y
col., 2011a). Estudios comparativos para las pruebas de FC, IDGA y ELISA,
repetidamente mostraron discrepancias para identificar todos los animales
infectados (Darcel, 1995; Darcel y Logan-Handseame, 1998; Hilbink y col.,
1994; McNab y col.,, 1991; Sockett y col., 1992). Sugden y col., (1997)
discutieron que las variaciones genéticas en los animales individuales o la
carencia de antigenos inmunodominantes comunes en todas cepas de Map
son factores que disminuyen la capacidad diagnodstica de las pruebas

seroldgicas para el diagnostico de la paratuberculosis.

41



IX. CONCLUSIONES

Se evalud la capacidad diagnostica de 4 pruebas serologicas en la
deteccion de ovinos subclinicos a paratuberculosis, obteniendo valores de
sensibilidad y especificidad como parametros importantes en estudios
epidemiologicos de esta enfermedad en Baja California.

La prueba ELISA desarrollada en nuestro laboratorio con el antigeno
PPA comercial obtuvo mayor sensibilidad, demostrando su potencial en la

reduccion de costos de diagndstico futuro.

De acuerdo a las caracteristicas de esta enfermedad el rango de
sensibilidad de las pruebas seroldgicas determinadas en este estudio fue baja
(0-40%), por lo que se recomienda seleccionar herramientas de diagndstico
eficaces para el propdsito de prueba; la serologia es una prueba rapida y
econdmica para la confirmacion de casos clinicos o animales en etapa terminal
de la enfermedad, mientras que PCR fecal es ideal para la deteccion rapida de
animales excretores de Map, los cuales son significativos en el programa de

control, pero comunmente son seronegativos.
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ANEXO 1.

Protocolo de extraccion de DNA por el método lisis —Guanidina

(modificado de Zhang y Zhang, 2011)
Se mezcla 1 a 1.2 gramos de heces con 25 ml de NaOH a 0.02N en un tubo
Falcon de 50 ml. Agitar vigorosamente mas de 30 segundos.
Reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos para la sedimentacion.
Transferir 20 ml de sobrenadante a un tubo nuevo de Falcon 50ml.
Centrifugar a 1800 g durante 30 minutos a 25° C.
Descartar el sobrenadante.
Lavar el pellet 2 veces con 25 ml de agua destilada, centrifugando a 1800 g
durante 30 minutos a 25° C, descartando el sobrenadante.
Resuspender el pellet en 800 ul de buffer de lisis (0.01 M Tris- HCI, 5mM
EDTA, 4M Tiocinato de guanidina, SDS al 0.25% y 0.5% de citrato de sodio)
(opcionalmente detener el paso y guardar a -20°C o -80°C, para futura
extraccion de DNA)
Transferir la suspension a un microtubo nuevo de 2ml con fondo coénico para
bead beater que contiene 400 ul de Fenol saturado con Tris (pH7.5-8.0), 400l
de cloroformo y 0.5g (o 0.2mL) de perlas de zirconio de didmetro 0.1 mm
(Biospec Inc.)
Agitar el tubo con un bead beater a velocidad maxima (4800 rpm) durante 45
segundos y enfriar en hielo.
Centrifugar a 8000 g durante 5 minutos.
Transferir 500l de sobrenadante en un micro tubo nuevo con 500ul de Chelex
100 matrix (Bio-Rad, Inc.) al 5% (preparado con 2.5gr de Chelex100 en 50 ml
de agua destilada)
Incubar a 56°C durante 30 minutos después a 100°C durante 10 minutos.
Centrifugar a 13000 g durante 10 minutos a 4° C
Transferir 800ul de sobrenadante en un micro tubo nuevo con 400 pl de etanol
al 100%
Aplicar todas en una columna de purificacion de DNA con membrana de silicio.
Lavar 2 veces con 700 ul de buffer de lavado (2mM Tris-HCI, pH7.5, 150mM
NacCl, en Etanol al 80%) centrifugando a 8000 g durante 1 minuto.

Eluir DNA con 50 pl de agua libre de DNasa y RNasa. Almancenar a -20°C.
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ANEXO 2.

Protocolo de preparacion de medios de cultivo bacterioldgico

2.1. Agar Middlebrook 7H10 Modificado Con Mycobactin J

Agar Middlebrook 7H10 9.5¢
Agua destilada 450 ml
Glicerol (70 0100 %) 2.5 ml
Vancomicina 300 pl
Acido nalidixico 300 pl
Anfotericina B 150 pl
OADC 125¢g
Yema de huevo 125 ml
Mycobactin J (0.5 mg/ml) 1200 pl

1. Combinar dentro de un matraz el agar Middlebrook 7H10 (BD Inc) con el
glicerol y el agua destilada y esterilice en autoclave a 121°C durante 30
minutos.

2. Sumergir en bafio Maria a 58°C para evitar la solidificacion.

3. Mezclar los antibiéticos VAN (100 pug/ml de vancomicina, 100 pg/ml de
anfotericina B y 100 pg/ml de acido nalidixico) a 1:10 y la micobactina
(concentracion final en medio a 2 ug/ml) dentro de un tubo falcon bajo la
campana de seguridad biolégica antes de agregarlos.

4. Dentro de la campana de seguridad biolégica agregar la mezcla de
antibidticos y micobactina dentro del material que se esterilizo
previamente que ha sido colocado en bafio Maria y mezclar
vigorosamente con un agitador estéril.

5. Bajo las mismas condiciones asépticas agregar las yemas de huevo
(anexo 2.2.) y vuelva a agitar hasta que la mezcla sea homogénea.

6. Dispensar 10 ml de medio dentro de tubos de cultivo con tapa rosca

(diametro 17.5-20.0mm) estériles.
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7.

Inclinar los medios (a 10 grados aproximadamente), evitando salpicar
las paredes del tubo con el medio, asegurandose de agitar durante el

llenado de tubos.

8. Permitir que el medio solidifique.

9. Confirmar la esterilidad mediante incubacion a 37 °C durante 48 horas.

2.2. Preparacion de los huevos

w0 NP

Deben ser huevos frescos y libres de antibidticos.

Lavar bien cada huevo con agua y jabon.

Escurrir.

Sumergirlos en isopropanol al 75 % durante 15 minutos minimo
(depende de cuan contaminados estén).

Antes de usarlos se deben secar muy bien bajo la campana con papel

esterilizado previamente.
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ANEXO 3.
Resultados de PCR-IS900 de heces

Resultados de 60 muestras presentados en siguiente, se clasificaron 40

muestras positivos como grupo control positivos en la evaluacién de pruebas

serolégicas.

# Arete Resultado #Arete Resultado
36 Positivo 115 Positivo
45 Positivo 117 Positivo
48 Negativo 118 Positivo
49 Positivo 121 Positivo
51 Positivo 122 Positivo
55 Positivo 123 Negativo
60 Positivo 124 Positivo
61 Negativo 125 Positivo
62 Positivo 126 Sospechoso
63 Positivo 127 Positivo
66 Positivo 128 Sospechoso
68 Positivo 130 Positivo
71 Positivo 133 Positivo
72 Positivo 143 Negativo
73 Positivo 144 Negativo
90 Positivo 146 Negativo
92 Positivo 147 Negativo
94 Positivo 151 Negat?vo

. 152 Negativo
95 Positivo 153 Negativo
97 Negativo 155 Negativo
99 Positivo 158 Sospechoso
101 Positivo 161 Positivo
102 Positivo 164 Sospechoso
105 Negativo 168 Positivo
106 Positivo 170 Positivo
107 Negativo 171 Positivo
108 Negativo 173 Negativo
111 Positivo 177 Positivo
113 Positivo 191 Positivo
114 Positivo
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ANEXO 4.

Resultados de ELISA comercial (Pourqguier/ IDEXX)

# Arete OD,5 S/P Interpretacién

EXpi:;T:TO L Ctrlneg. 0171
24/0ct/2012 Ctrl. pos. 2.424
Ctrl. pos. 2.371

36 0.214 1.931 NEGATIVO

45 0.363 8.623 NEGATIVO

48 0.213 1.886 NEGATIVO

49 0.345 7.815 NEGATIVO

51 0.247 3.413 NEGATIVO

55 0.278 4.806 NEGATIVO

60 0.233 2.785 NEGATIVO

61 0.321 6.737 NEGATIVO

62 2.356 98.136 POSITIVO

63 0.382 9.477 NEGATIVO

66 0.23 2.650 NEGATIVO

68 0.231 2.695 NEGATIVO

71 1.167 44.734 NEGATIVO

72 0.221 2.246 NEGATIVO

73 0.237 2.964 NEGATIVO

90 0.23 2.650 NEGATIVO

92 1.107 42.039 NEGATIVO
Experimentol o hee 0171

placa2

24/0ct/2012 Ctrl. pos. 2.521
Ctrl. pos. 2.681

94 0.547 15.473 NEGATIVO

95 0.218 1.934 NEGATIVO

97 0.241 2.881 NEGATIVO

99 0.704 21.934 NEGATIVO

101 0.167 -0.165 NEGATIVO

102 1.741 64.609 DUDOSO

105 0.248 3.169 NEGATIVO

106 0.194 0.947 NEGATIVO

107 0.302 5.391 NEGATIVO

108 0.175 0.165 NEGATIVO

111 0.193 0.905 NEGATIVO

113 0.619 18.436 NEGATIVO

114 0.219 1.975 NEGATIVO
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115 0.227 2.305 NEGATIVO
117 0.807 26.173 NEGATIVO
118 1.664 61.440 DUDOSO
121 0.302 5.391 NEGATIVO
122 3 116.420 POSITIVO
123 1.948 73.128 POSITIVO
124 0.467 12.181 NEGATIVO
125 0.712 22.263 NEGATIVO
126 0.273 4,198 NEGATIVO
127 1.527 55.802 NEGATIVO
128 0.209 1.564 NEGATIVO
130 0.257 3.539 NEGATIVO
133 0.246 3.086 NEGATIVO
143 1.63 60.041 DUDOSO
Experimento 2 Ctrl. pos 0.928 0.000
27 /Mayo/ 2014 Ctrl. pos 1.047 0.000
Ctrl. neg. 0.055 0.000
Ctrl. neg. 0.057 0.000
144 0.08 0.026 NEGATIVO
146 0.375 0.342 NEGATIVO
147 0.084 0.030 NEGATIVO
151 0.096 0.043 NEGATIVO
152 0.06 0.004 NEGATIVO
153 0.085 0.031 NEGATIVO
155 0.059 0.003 NEGATIVO
158 0.07 0.015 NEGATIVO
161 0.091 0.038 NEGATIVO
164 0.118 0.067 NEGATIVO
168 0.061 0.005 NEGATIVO
170 0.063 0.008 NEGATIVO
171 0.404 0.374 NEGATIVO
173 0.064 0.009 NEGATIVO
177 0.096 0.043 NEGATIVO
191 0.09 0.037 NEGATIVO
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ANEXO 5.

Animales grupo control positivo seleccionado por la excrecion fecal de

Map (cultivo bacteriolégico o qPCR-1S900) y resumenes de resultados.

#Arete Cultivo QPCR ELISA AGID Signos
clinicos
PPA Pourquier/ID EVELISA
EXX
36 + + - - ND - -
45 ND + - - ND - -
49 ND + - - ND - -
51 + + - - ND - -
55 ND + - - ND - -
60 ND + + - ND - -
62 ND + - + ND - -
63 ND + - - ND - -
66 + + _ _ ND - -
68 ND + - - ND - -
71 ND + + - ND - -
72 ND + - - ND - -
73 ND + - - ND - -
90 ND + - - ND - -
92 ND + - - ND - -
94 ND + - - ND - -
95 + + - - ND - -
99 ND + - - ND - -
101 ND + - - ND - -
102 ND + - -+ ND - -
106 ND + - - ND - -
111 ND + - - ND - -
113 ND + - - ND - -
114 ND + - - ND - -
115 ND + + - ND - -
117 ND + + - ND - -
118 ND + - -/+ ND - -
121 ND + + - ND - -
122 + + - + ND - -
124 ND + - - ND - -
125 ND + - - ND - -
127 ND + - - ND - -
130 ND + - - ND - -
133 + + - - ND - -
161 - + - - ND - -
168 - + - - ND - -
170 - + - - ND - -
171 + + + - ND - -
177 - + - - ND - -
191 - + - - ND - -

ND: No disponible ; (-/+): sospechoso; (+): positivo 0 se observo crecimiento en

cultivo; (-): negativo.
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ANEXO 6.

Resultados de ELISA propio con antigeno protoplasmaéatico (PPA)

# Arete Promedio
(Positivos) oD 1/2 0D 2/2 Promedio ajustado S/P

Placal

ODg5o Ctrl Positivo 0.622 0.562 0.592 0.523 1.000
Blank 0.076 0.063 0.070 0.000 0.000
133 0.288 0.274 0.281 0.212 0.405
92 0.185 0.162 0.174 0.104 0.199
113 0.285 0.247 0.266 0.197 0.376
114 0.313 0.286 0.300 0.230 0.440
115 0.401 0.365 0.383 0.314 0.600
49 0.248 0.207 0.228 0.158 0.302
71 0.404 0.361 0.383 0.313 0.599
60 0.395 0.350 0.373 0.303 0.580
68 0.286 0.224 0.255 0.186 0.355
66 0.294 0.243 0.269 0.199 0.381
122 0.306 0.267 0.287 0.217 0.415
130 0.339 0.300 0.320 0.250 0.478
36 0.295 0.251 0.273 0.204 0.389
118 0.254 0.207 0.231 0.161 0.308
90 0.283 0.265 0.274 0.205 0.391
73 0.294 0.270 0.282 0.213 0.407
101 0.258 0.219 0.239 0.169 0.323
55 0.294 0.248 0.271 0.202 0.386
72 0.300 0.266 0.283 0.214 0.409
94 0.300 0.281 0.291 0.221 0.423
124 0.293 0.244 0.269 0.199 0.381
45 0.196 0.160 0.178 0.109 0.208
121 0.409 0.388 0.399 0.329 0.630
95 0.247 0.228 0.238 0.168 0.322
62 0.253 0.212 0.233 0.163 0.312
51 0.162 0.156 0.159 0.090 0.171
63 0.341 0.309 0.325 0.256 0.489
106 0.241 0.230 0.236 0.166 0.318
177 0.231 0.185 0.208 0.139 0.265
170 0.167 0.160 0.164 0.094 0.180
168 0.177 0.163 0.170 0.101 0.192
161 0.303 0.306 0.305 0.235 0.450
171 0.380 0.332 0.356 0.287 0.548
191 0.176 0.169 0.173 0.103 0.197
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102 0.204 0.162 0.183 0.114 0.217
99 0.276 0.257 0.267 0.197 0.377
125 0.240 0.212 0.226 0.157 0.300
164 0.179 0.157 0.168 0.099 0.189
158 0.276 0.239 0.258 0.188 0.360
111 0.288 0.300 0.294 0.225 0.430
117 0.420 0.375 0.398 0.328 0.628
127 0.189 0.164 0.177 0.107 0.205
#Arete Promedio
(Negativos) oD 1/2 OD2/2 Promedio ajustado S/P

Placa2

ODgso Ctrl. Positivo 0.568 0.563 0.566 0.498 1.000
Blank 0.074 0.062 0.068 0.000 0.000
#2-234 0.266 0.235 0.251 0.183 0.367
#2-282 0.208 0.207 0.208 0.140 0.280
#2-245 0.141 0.162 0.152 0.084 0.168
#2-223 0.156 0.135 0.146 0.078 0.156
#2-200 0.190 0.174 0.182 0.114 0.229
#2-289 0.165 0.160 0.163 0.095 0.190
#2-259 0.205 0.198 0.202 0.134 0.268
#2-205 0.246 0.234 0.240 0.172 0.346
#2-207 0.229 0.233 0.231 0.163 0.328
#2-215 0.172 0.201 0.187 0.119 0.238
#2-292 0.126 0.139 0.133 0.065 0.130
#2-201 0.236 0.164 0.200 0.132 0.265
#2-261 0.255 0.260 0.258 0.190 0.381
#2-287 0.112 0.110 0.111 0.043 0.086
#2-188636 0.194 0.204 0.199 0.131 0.263
#2-89 0.188 0.183 0.186 0.118 0.236
#2-208 0.190 0.184 0.187 0.119 0.239
#2-236 0.176 0.164 0.170 0.102 0.205
#2-188635 0.221 0.213 0.217 0.149 0.299
#2-202 0.158 0.217 0.188 0.120 0.240
#2-232 0.152 0.143 0.148 0.080 0.160
#2-211 0.170 0.163 0.167 0.099 0.198
#2-293 0.149 0.126 0.138 0.070 0.140
#2-128 0.150 0.171 0.161 0.093 0.186
#2-218 0.187 0.173 0.180 0.112 0.225
#2-291 0.128 0.130 0.129 0.061 0.123
#2-283 0.244 0.252 0.248 0.180 0.362
#3-40 0.287 0.258 0.273 0.205 0.411
#3-36 0.231 0.231 0.231 0.163 0.328
#3-27 0.167 0.202 0.185 0.117 0.234
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#3-37
#3-53
#3-42
#3-46
#3-41
#3-39
#3-45
#3-44
#3-9

#3-52
#3-38
#3-50
#3-47

0.264
0.222
0.190
0.160
0.215
0.223
0.177
0.170
0.181
0.165
0.242
0.176
0.237

0.155
0.199
0.176
0.150
0.192
0.211
0.173
0.156
0.196
0.154
0.248
0.167
0.240
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0.210
0.211
0.183
0.155
0.204
0.217
0.175
0.163
0.189
0.160
0.245
0.172
0.239

0.142
0.143
0.115
0.087
0.136
0.149
0.107
0.095
0.121
0.092
0.177
0.104
0.171

0.284
0.286
0.231
0.175
0.272
0.299
0.215
0.191
0.242
0.184
0.356
0.208
0.343
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