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Resumen

La paratuberculosis (PTB) ovina o enfermedad de Johne es una enteritis cronica y
granulomatosa que produce importantes pérdidas econdmicas a nivel mundial. Se
caracteriza por emaciacion progresiva de los animales afectados, la mayoria de los
cuales no presenta signos clinicos, pero porta el agente causal, Mycobacterium
avium subespecie paratuberculosis (MAP). Las cepas de MAP infectan rumiantes y
animales silvestres que mantienen y diseminan al patdgeno entre los rebanos.
Aunque en la actualidad la enfermedad de Johne no se considera una zoonosis, se
ha vinculado a MAP con la enfermedad de Crohn en humanos. El objetivo de este
estudio fue determinar la presencia seroldgica de PTB en 13 municipios de las tres
regiones con mayor vocacion para la ovinocultura en el estado de Veracruz. La
region del Totonacapan en el norte, incluye los municipios de Gutiérrez Zamora,
Papantla, Tihuatlan y Coatzintla; la region de Capital, en el centro comprende los
municipios de Altotonga, Jalacingo, Perote, Ayahualulco y Emiliano Zapata; la
region de Los Tuxtlas, en la zona sur abarca los municipios de Santiago Tuxtla, San
Andrés Tuxtla, Catemaco y Angel R. Cabada. El tamafio minimo de muestra se
calculd con el programa en linea Win Episcope para una prevalencia de 50%. Los
criterios de inclusion fueron hembras mayores a 3 meses de edad y los machos
utilizados como sementales. Los animales fueron seleccionados al azar para la
obtencion de las muestras por puncion de la vena yugular con tubos sin

anticoagulante al vacio, se transportaron a la Posta Zootécnica Torredn del Molino
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para la separacion del suero y su posterior analisis en serie por medio de kits

comerciales de ELISA indirecta. Se muestrearon 414 animales distribuidos en 55
unidades de produccion (UP). Las seroprevalencias general, de municipio y de
rebano fueron 0.9, 23.07 y 5.45%, respectivamente. Se concluye que, aunque estas
seroprevalencias son menores que las observadas en otras entidades de México y
otros paises donde se practica la ovinocultura, las caracteristicas y el impacto de la
enfermedad en el ganado ovino requieren profundizar en la situacion

epidemiolodgica de esta patologia en la entidad Veracruzana.

Palabras clave: ovinocultura, enteritis granulomatosa, ELISA

Introduccién

Se estima que alrededor de 33 millones de personas en Latinoamérica se dedican al
sector agropecuario, y por ello también es importante investigar enfermedades que
ademas de tener impacto negativo en la economia al disminuir la produccion,
pueden afectar la salud publica (Espeschit et al., 2017). La paratuberculosis (PTB) o
enfermedad de Johne es una enteritis granulomatosa y contagiosa de distribucion
mundial, que ocasiona importantes pérdidas econdmicas como consecuencia de
emaciacion progresiva en ganado bovino, ovino y caprino (Kawaji et al., 2011,
Marqguetoux et al, 2018). Esta enfermedad es causada por la bacteria
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP), que se ha especulado
desarrolla la enfermedad de Crohn en el humano (Rathnaiah et al., 2017) pese a que
en la actualidad no se ha establecido una asociacion definitiva entre el agente y esa
patologia (Chiodini et al., 2012; Richi et al., 2016; Garvey, 2018, Hamid et al., 2018).

Las pérdidas econdmicas por enfermedad de Johne en Estados Unidos se
estimaron en 1.5 billones de dolares para el ano 2010 (Everman et al., 2015). La
prevalencia de PTB en unidades de produccion se ha estimado en 66.8% para
Canada (Bauman et al., 2017),y entre 5-15% para Australia (Gillan et al., 2010). En este

ultimo pais se han implementado inclusive programas de vigilancia epidemioldgica
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qgue permiten a los productores comercializar ovejas libres de PTB, asi como

reemplazar animales infectados en UP que se encuentran en fase de erradicacion
(Sergeant et al.,2002). Para aceptar la comercializacion de animalesy sus derivados,
muchos paises requieren de una certificacion libre de PTB (Kalis et al., 2004); sin
embargo, la falta de conocimiento de la enfermedad y de la aplicacion de medidas
zoosanitarias adecuadas imposibilita la exportacion de productos pecuarios
provenientes de naciones que carecen del control de PTB, como es el caso de los
paises latinoamericanos, entre los que se encuentra México, en donde no existe
registro de las pérdidas econdmicas ocasionadas por ésta, ni de las cepas de MAP
mas frecuentes (Espeschit et al., 2017).

Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis fue identificado por primera
vez en células de una vaca con gastroenteritis cronica (Garvey, 2018) y desde
entonces, se ha comprobado que no solo afecta a rumiantes domeésticos (ganado
bovino, ovejas y cabras), sino también a diversas especies silvestres como conegjos,
zorros y venados (Stevenson, 2015). En la actualidad, las cepas de MAP se clasifican
de acuerdo con sus caracteristicas de crecimiento, hospedador y patogenicidad: las
Tipo I/lll o S (del inglés sheep-oveja) y las Tipo Il o C (del inglés cattle-ganado bovino)
(Bauman et al., 2017). El aislamiento de las cepas Tipo /Il sugiere afinidad por ovejas
y cabras (pueden presentarse en otras especies); por otro lado, las cepas Tipo Il se
han sido identificado en ganado bovino, aunque también afectan ovejas y cabras
(Fernandez et al., 2014). La mayoria de los antibidticos tienen escaso o nulo efecto
sobre MAP, por lo que no existe un tratamiento efectivo para hacerle frente (McNees
et al., 2015; Garvey, 2018). La via de contagio mas comun de PTB es la fecal-oral,
donde el bacilo se excreta en las heces de los animales enfermos y se transmite a
otros animales al ingerir agua, alimentos y pastura contaminadas (Jaimes et al.,
2008), También puede transmitirse por el calostro y la leche (Rathnaiah et al., 2017).
El diagnostico temprano de la enfermedad de Johne es fundamental para prevenir
su diseminacion y, a pesar de que existen diferentes herramientas como el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA por sus siglas en inglés), en la actualidad el aislamiento
bacterioldogico a partir de heces continda aun como la “prueba de oro” para

identificar al patédgeno, pero tiene la desventaja de que el tiempo de incubacion
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recomendado para el cultivo es demasiado prolongado, porque toma hasta 8 meses

(Bauman et al., 2017, Rathnaiah et al.,, 2017). En el presente, existen pocos estudios
acerca de PTB en México: MAP se ha identificado en unidades de produccion ovina
en Guanajuato, Jalisco y México (Jaimes et al., 2008) y |la seroprevalencia de PTB en
San Luis Potosi se ha estimado en 9.48% (Morodn, et al., 2013); no obstante, no hay
informacion publicada acerca de las condiciones de la enfermedad en el estado de
Veracruz. El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de PTB a través de
serologia en 3 zonas principales que agrupan a 13 municipios de la entidad

veracruzana donde se practica la ovinocultura.

Materiales y métodos

Sitio de estudio

El muestreo se realizd en 13 municipios de cuatro Distritos de Desarrollo Rural (DDR)
de la Delegacion estatal de |la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER)
en Veracruz distribuidos en tres regiones de la entidad veracruzana, por
considerarse los de mayor vocacion en la produccion de ovinos. La Regidon Totonaca
se ubica en los DDR 02 Tuxpan y DDR 03 Martinez de la Torre, en el norte del estado
de Veracruz, se integra por los municipios de Gutiérrez Zamora, Papantla, Tihuatlan
y Coatzintla y cuenta con 6.1% de la poblacion ovina estatal, un rango de altitud de
20 a 180 msnm y temperatura promedio que oscila entre 20.8 y 25.5 °C.

La Region Capital corresponde al DDR 04 Coatepec en el centro del estado e incluye
los municipios de Altotonga, Jalacingo, Perote, Ayahualulco y Emiliano Zapata,
contiene 151% del inventario ovino en Veracruz, cuenta con un rango de
temperatura promedio de 10.0 a 25.2 °C y altitud que varia entre 180 y 2,060 msnm.
La Region, Los Tuxtlas se encuentra en el area de influencia del DDR 09 San Andrés
Tuxtla, en la zona sur del estadoy comprende los municipios de Santiago Tuxtla, San
Andrés Tuxtla, Catemaco y Angel R. Cabada, con 2.1% del inventario ovino estatal y

una altitud que varia de 10 hasta 340 msnm y temperatura de 23 a 25.3 °C. En
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conjunto, las tres areas de estudio representan 23% del total de los rebanos en
Veracruz (SIPROVER, 2014).

Diseno de estudio y tamafo de muestra

El tipo de estudio fue transversal polietapico y estratificado. Las UP fueron
seleccionadas al azar por conglomerados con el uso de las tablas de Cannon y Roe
(1982), y como resultado se obtuvo un minimo de 55 UP a muestrear. El tamano de
muestra se estimo con el programa en linea Win Episcope (Thrusfield et al., 2018)
bajo la modalidad de "estimar porcentajes", a partir de 50% de seroprevalencia, 95%
de confianza y 5% de error, se obtuvo un tamano minimo de muestra de 385

animales.

Muestreo y recolecciéon de datos

El muestreo se llevd a cabo entre agosto de 2018 y mayo de 2019. Los animales
incluidos fueron ovejas de mas de tres meses de edad, carneros y prospectos a
sementales. Las muestras se obtuvieron por punciéon de vena yugular con tubos al
vacio sin anticoagulante y se transportaron al Laboratorio de Microbiologia de la
Unidad de Diagndstico de la Posta Zootécnica Torredn del Molino de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Veracruzana, donde se centrifugaron a 1,000
g durante 15 minutos para separar el suero que se almacend a -20 °C hasta su

analisis seroldgico.

Analisis serolégico

Las muestras de suero sanguineo se probaron en serie con kits comerciales de
ELISA indirecto que puede usarse para suero, plasma y leche (“Institut Pourquier,
POURQUIER® ELISA Paratuberculosis Antibody Screening and Antibody
Verification”, Francia). Esta modalidad de pruebas en serie tiene una sensibilidad
absoluta entre 40.8 y 66% y una especificidad absoluta entre 99 y 99.8%, porque se
basa en el principio de proveer el antigeno de M. avium paratuberculosis revestido

a pocillos de microplacas de poliestireno y eliminar las reacciones cruzadas de las
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muestras a probar diluyéndolas e incubandolas en una solucion bufer que contiene

un extracto de M. phlei.

Se realizd la adsorcion de las muestras por M. phlei, mismas que fueron diluidas
hasta una concentracion de 1:20 para controles y sueros; se incubaron a 21 °C
durante una hora. Después, se transfirieron a las microplacas de poliestireno de 96
pocillos revestidos del antigeno del M. avium paratuberculosis, a razon de 100 pyL de
controles y sueros. Se incubaron durante 45 minutos a 21 °C, para después lavarlas
tres veces con solucion bufer. Transcurridos 10 minutos, la reaccion se detuvo con
100 uL de solucion de frenado. De acuerdo con la metodologia del ensayo, la lectura
de absorbancia fue a 450 nm por medio de un lector de placas (ELx800 BioTek®) y

la interpretacion de los resultados se realizo con el programa XChek®.

Andlisis estadistico

Las seroprevalencias general, por municipio y de UP se calcularon con la formula
propuesta por Thrusfield et al. (2018), en la cual se divide el numero de sujetos
reactores confirmados por la prueba de ELISA entre el nimero total de sujetos
muestreados con el programa en linea Vassarstats bajo la modalidad de

proporciones, para obtener también los 1Casy.

Resultados y discusion

Se muestrearon 414 ovinos que cumplieron con los criterios de inclusion del estudio,
en las regiones Totonacapan, Capital y Tuxtlas del estado de Veracruz (Cuadro1). La
seroprevalencia general observada fue de 0.9% (ICos%. 0.03-2.82), que es menor a la
identificada en San Luis Potosi por Mordn et al., (2013) de 9.48%, sin embargo, es
importante resaltar que la prueba seroldgica utilizada en este ultimo estudio fue
Inmunodifusion en Gel de Agar (IDGA), que si bien es cierto que podria tener una
sensibilidad mayor, adolece también de la capacidad para discriminar reacciones
cruzadas contra otras micobacterias, como es el caso de |la prueba de ELISA, que

posee mucho mayor especificidad y mas si se usa en serie (OIE, 2018).
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Cuadro 1. Seroprevalencia general de paratuberculosis ovina, por municipio y
por rebano en las principales cuencas de produccién de Veracruz.

. Animales Seroprevalencia
Seroprevalencia Muestreados positivos (%) ICos%
General 414 4 0.9 (0.31-2.62)
Municipio 13 3 23.07 (6.16-54)
Rebafio 55 3 545 (1.41-16)

Asimismo, la seroprevalencia general observada en este estudio es menor al 15.1%
+7.3% determinada en las regiones productoras de ovinos en Italia (Attili et al., 2011).
Esta variacion podria estar influida por el disefo de ese estudio en el que se
incluyeron muestreos sistematicos en las diferentes estaciones del ano, y a que en
esta infeccion existe un efecto “tempano”; es decir, solo algunos animales se pueden
identificar a través de pruebas diagnodsticas, pero el hacerlo es indicativo de que
podrian existir muchos que actian como eliminadores de MAP (OIE, 2018). Aunado
a esto, Nielsen y Toft (2009) sugieren que la prueba ELISA no identifica animales que
tengan menos de dos anos infectados, debido a que no desarrollan anticuerpos
contra MAP antes de ese lapso, y ello explicaria también porqué se observd una
seroprevalencia baja en los municipios de las tres regiones del estado de Veracruz.
Lo anterior apunta a que la paratuberculosis ovina podria representar una amenaza
potencial, no solo para la produccidn, sino también para la diseminacion del agente
debido a la forma de presentacion de la enfermedad, asi como por las dificultades
gue entrana su rapida identificacion, ademas de la posible implicacion de riesgo de
MAP en la salud publica. Aunque de manera restringida, se identificaron animales
seropositivos en las tres regiones consideradas en el estudio: la seroprevalencia fue
de1.27% para los Tuxtlas, 1.47% para Totonacapan y 0.52% en Capital (Cuadro 2). Estas
variaciones se pueden relacionar con diferencias climaticas y geograficas, entre
estas, el rango entre la temperatura minima (que en algunas zonas es de 10 °C), en
contraste con la temperatura maxima (que es de 254 °C en algunas). Estas
diferencias son similares a las observadas por Kumthekar et al. (2013) en distintas
UP de ovinos en Granada (isla localizada en el mar Caribe) en las cuales se
encontraron seroprevalencias de 0, 1.3y 3.2%; sin embargo, ese estudio no describe

las caracteristicas de las regiones evaluadas.
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Cuadro 2. Seroprevalencia de paratuberculosis ovina en las regiones Tuxtlas,
Totonacapan y Capital del estado de Veracruz.

Regién Animales Muestreados Animales positivos Seroprevalencia (%) 1Cos
Tuxtlas 157 2 127 (0.22-5)
Totonacapan 68 1 1.47 (0.07-9)
Capital 189 1 0.52 (0.02-3.36)

Se encontraron ovinos seropositivos solo en tres de los 13 municipios analizados:
5.71% en San Andrés Tuxtla, 6.25% en Tihuatlan y 2.77% en Jalacingo (Cuadro 3). Esta
informacion es relevante, porque es la evidencia de la exposicion al agente en los
rebanos y esto se hace imprescindible para determinar si es conveniente aplicar
medidas de control y erradicacion (Barkema et al., 2010). Por otro lado, el periodo de
incubacion de la enfermedad de Johne puede ser hasta de dos anos, en los que los
animales no presentan signos clinicos (Coelho et al., 2007), pero eliminan al agente
con las heces de manera intermitente y, asi, contagian otros animales que
consumen agua o pastura contaminada (Dukkipati et al., 2016); estas condiciones
refuerzan el efecto “iceberg o témpano”, porque cuando un animal presenta signos
O resulta seropositivo a MAP, lo mas probable es que la mayoria del rebano esté

contagiado y curse la fase subclinica de la enfermedad (OIE, 2018).

Cuadro 3. Seroprevalencia (%) de paratuberculosis ovina en 13 municipios del
estado de Veracruz.

Municipio Animales Anima!I?s Seroprevalencia ICosy
muestreados seropositivos (%) i
San Andrés Tuxtla 35 2 571 (0.99-20.52)
Tihuatlan 16 1 6.25 (0.32-32.28)
Jalacingo 36 1 2.77 (1.45-16.20)
Angel R. Cabada 44 0 - -
Ayahualulco 41 0 - -
Santiago Tuxtla 40 0 - -
Perote 38 O - -
Catemaco 38 O - -
Altotonga 37 0 - -
Emiliano Zapata 37 0 - -
Papantla 32 0 - -
Gutiérrez Zamora 13 0 - -
Coatzintla 7 0 - -
Total 414 4 0.9 (0.31-2.62)
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La seroprevalencia en sistemas de produccion estabulados y de pastoreo fuede 5y

0.83%, respectivamente (Cuadro 4), esta ultima es menor a 1.23% encontrado por
Gianitti et al. (2018) en pastoreo extensivo en Colonia, Uruguay, en donde se
identificaron animales con signos clinicos compatibles con enfermedad de Johne
(emaciacion, edema submandibular y diarreas intermitentes). La seroprevalencia
encontrada también es menor al 48.6% identificado en sistemas de pastoreo de
Apulia, Italia (larussi et al., 2019); sin embargo, cabe resaltar que esta region es
considerada la segunda mayor productora ovina de ese pais y que el tamano de

muestra fue de 16,903 ovinos distribuidos en 419 unidades de produccion.

Cuadro 4. Seroprevalencia de paratuberculosis ovina por sistema de
produccion del estado de Veracruz.

Sistema de Animales Animales Seroprevalencia Ic
produccién muestreados positivos (%) 5%
Estabulado 40 2 5 (0.87-1.82)
Semiestabulado 134 0 - -
Pastoreo 240 2 0.83 (0.14-3.30)

Conclusiones

1. La seroprevalencia general de PTB en ovinos del estado de Veracruz es 0.9% y se
encontro presente en las tres regiones en estudio; 2. Si bien la distribucion aparenta
ser baja entre municipios y rebanos, podria ser indicativa de que en ellos existen

muchos animales portadores de MAP, |lo cual implica realizar mayor investigacion.
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