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GENÉTICA A  LA PARATUBERCULOSIS OVINA (Mycobacterium 

avium subs. paratuberculosis)  

Felipe de Jesús Morón Cedillo, M.C. 

Colegio de Postgraduados, 2014 

 

Resumen 

La paratuberculosis (Ptb) es una afección crónica del intestino causada por 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), que afecta principalmente a 

rumiantes. Es una enfermedad de difusión mundial y provoca importantes pérdidas 

económicas en el sector ganadero. A pesar de no haber sido demostrado de manera 

concluyente, Map  también parece estar involucrado en la enfermedad de Crohn en 

humanos. En esta tesis doctoral se han abordado distintos aspectos relacionados con 

la paratuberculosis ovina, principalmente difundir la importancia de prevalencia de la 

infección en ovinos de la zona del altiplano potosino, asi como evidenciar los factores 

de manejo que influyen sobre la presencia del Mycobacteriym avium subs. 

paratuberculosis (Map) y la caracterización molecular y su aplicación práctica en la 

susceptibilidad / resistencia de la enfermedad. 

Este trabajo consta de tres estudios cuyos objetivos están relacionados con el 

conocimiento, diagnóstico y transmisión de la enfermedad. 

En el primer estudio el objetivo fue el diagnóstico de la prevalencia de la 

enfermedad en ovinos por dos métodos: la prueba de Inmunodifusion en Gel de Agar 

(IDGA) en sangre y la prueba de Reacción en Cadena de la Polimerasa anidada (PCR-

anidada) en heces. Con la prueba IDGA se obtuvo una prevalencia de Ptb ovina de 

9.48 %, con rangos de 4.35 a 33.33 % entre las comunidades estudiadas; y con la 

prueba de PCR-anidada, la prevalencia fue 7.58 %, teniendo prevalencias entre las 

comunidades en estudio desde 4.26 a 33.33 %. No se encontró diferencia significativa 

(p = 0.262) para el diagnóstico de Map con las pruebas utilizadas.  
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En el segundo estudio el objetivo fue identificar prácticas de manejo como: 

sanidad, tamaño del rebaño, edad de los animales, y componente racial entre otros, 

asociadas con la seroprevalencia de paratuberculosis en ovinos. Se diagnosticaron 

242 muestras sanguíneas de ovejas usando la prueba de inmunodifusión en gel de 

agar (IDAG). Se encontró que la edad es un factor de riesgo para diagnosticar ovinos 

enfermos (OR = 3.57). La raza Rambouillet presentó mayor riesgo de contraer la 

enfermedad (OR = 1.11). Al no llevar prácticas de manejo sanitario en los rebaños 

ovinos, resultó un factor de riesgo para la enfermedad (OR = 9.49). La compra de 

animales fuera de la localidad, también puede ser un factor de riesgo (OR = 4.51 y 

5.86). Los resultados sugieren que existe más riesgo de paratuberculosis, por el 

contagio fecal-oral propio de esta enfermedad, en cuanto más grande sea el total de 

animales y más intensivo sea el manejo en el predio. 

En el tercer estudio, el objetivo fue detectar polimorfismos en la región 3'UTR 

del gen SLC11A1 en ovinos, y estimar su relación con los resultados de diagnóstico 

serológico y fecal a la paratuberculosis. Los resultados de este estudio indican una 

posobible asociación de polimorfismos encontrados dentro de la región 3’UTR del gen, 

con la resistencia a la paratuberculosis en ovinos al mostrar una diferencia (p < 0.001) 

entre las frecuencias alélicas encontradas. Los alelos encontrados con mayor 

frecuencia (A22, A23 y A24), sugiere pueden ser utilizados como marcador para 

asociar la resistencia de la paratuberculosis ovina en región A polimórfica, de los siete 

alelos polimórficos encontrados (A19, A20, A21, A22, A23, A24 y A25). 

Palabras clave: Paratuberculosis, Prevalencia, IDGA, PCR, Diagnóstico, 

polimorfismos, SLC11A1.  
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DIAGNOSIS, EPIDEMIOLOGY STUDY AND GENETIC RESISTANCE TO 

OVINE PARATUBERCULOSIS (Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis)  

FELIPE DE JESÚS MORÓN CEDILLO 

Colegio de Postgraduados, 2014 

 

Abstract  

Paratuberculosis is a chronic condition of the intestine caused by 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), which mainly affects ruminants. 

It is broadcast worldwide and causes significant economic losses in the livestock 

sector. Despite not having been conclusively demonstrated, Map also appears to be 

involved in Crohn's disease in humans, and the detection of the bacterium in potential 

vehicles of transmission to humans has raised concerns in public health.  

This survey consists of three studies whose objectives are related to the 

understanding, diagnosis, transmission and control of disease.  

In the first study by GAID and PCR was diagnosed in blood and feces, respectively, 

samples of sheep. AGID test with a prevalence of 9.48% Ptb sheep was obtained, 

ranging between 4.35 and 33.33% among the communities studied; and test-nested 

PCR, the prevalence was 7.58%, with a fluctuation between communities of 33.33% 

and 4.26. No significant difference (p = 0.262) for diagnostic tests used with Map found.  

In the second study objective was to identify herd management practices 

associated with paratuberculosis seroprevalence in sheep. Two hundred and forty two 

sheep blood samples were diagnosed using the test agar gel immunodiffusion (GAID). 

It was found that age is a risk factor for diagnosing sick sheep (OR = 3.57). The 

Rambouillet breed had a higher risk of contracting the disease (OR = 1.11). By not 

carrying health management practices proved to be a risk factor for the disease (OR = 

9.49). The purchase of animals outside the resort, may also be a risk factor (OR = 4.51 

and 5.86). The results suggest that there is more risk of paratuberculosis by fecal-oral 

transmission of the disease itself, in the larger animals and the total is more intensive 

management on the farm.  
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In the third study objective was to detect polymorphisms in the 3'UTR region of 

the SLC11A1 gene in sheep, and estimate its relationship with the results of serological 

and fecal paratuberculosis diagnosis. The results of this study indicate a possible 

association of polymorphisms found in the 3'UTR region of the gene, with resistance 

to ovine paratuberculosis to show a difference (p <0.001) between the allelic 

frequencies encountered. The most frequently found alleles (A22, A23 and A24) 

suggests can be used as a marker to associate the resistance of ovine paratuberculosis 

in A polymorphic region of the seven polymorphic alleles found (A19, A20, A21, A22, 

A23, A24 and A25).  

Keywords: Paratuberculosis, Prevalence, IDGA, PCR, Diagnosis, Polymorphisms, 

SLC11A1. 
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I. INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

A más de 100 años de que fue descrita por primera vez, la paratuberculosis 

(Ptb) es aun considerada un problema importante en la salud animal (Kennedy y Be-

nedictus, 2001). La paratuberculosis también llamada enfermedad de Johne,  es una 

enteritis granulomatosa que afecta a los rumiantes domésticos y silvestres (Erume et 

al., 2001). También ha sido relacionada con la enfermedad de Crohn en humanos 

(Chiodini et al., 1984b). Es una enfermedad causada por la bacteria Mycobacterium 

avium subsp. paratuberculosis (Map). Clínicamente se manifiesta con diarrea progre-

siva, pérdida de peso y eventualmente la muerte, pero esto se observa solamente en 

5 a 10% de los animales infectados. Esta enfermedad se encuentra distribuida en el 

ámbito mundial, ocasionando grandes pérdidas económicas para los productores de-

bido al descenso en la producción láctea, menor peso de venta, menor número de 

crías, costos de tratamiento y por reemplazo de animales eliminados (Dhand et al., 

2007). El número de casos clínicos que aparece cada año en un hato es un indicativo 

de la tasa de infección, ya que por cada caso clínico es probable que existan 5 ó 10 

casos subclínicos (Stehman, 1996).  

 

Además, Map podría jugar un papel relevante como agente zoonótico ya que 

actualmente está en estudio su implicación como posible agente etiológico de la en-

fermedad de Crohn que afecta al hombre (Hermon-Taylor et al., 2000). La posible vía 

de transmisión del agente de los animales al hombre podría ser la leche y sus deriva-

dos. En concreto ya se ha identificado Map mediante PCR en leche de cabras en Reino 

Unido, Noruega y Suiza (Grant et al., 2000; Djonne et al., 2003;). Por lo tanto, la Ptb  

podría tener también especial importancia en la Salud Pública. En los últimos años, la 

producción animal presenta cambios y retos dados por un cambio en el consumidor, 

que exige cada vez más productos de origen animal inocuos, provenientes de rebaños 

certificados libres de enfermedades zoonóticas que afectan  la salud pública, lo que 

tiene un fuerte impacto económico en el mercado. 
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La prevalencia de Ptb  en México está poco documentada; sin embargo, un gran 

número de cabezas de bovinos, ovinos y caprinos han sido introducidos recientemente 

de Estados Unidos, Europa, Canadá, Nueva Zelanda y Australia, y en estos países se 

tienen reportes de la presencia de la enfermedad, por lo que se deben tener las con-

sideraciones debidas para sospechar que existe en nuestro País. Como la Ptb  no es 

una condición importante para la importación, algunos animales pueden llevar el mi-

croorganismo y subsecuentemente transmitir la infección a la población ganadera en 

México. Resultados serológicos obtenidos de casos en los estados de San Luis Potosí, 

Guanajuato, Querétaro, Distrito Federal, Estado de México y Veracruz, confirman la 

presencia de Ptb  en cabras y borregos (Estévez-Denaives et al., 2007) 

 

La falta de éxito en la erradicación de enfermedades infecciosas con enfoques 

tradicionales, indica la necesidad de nuevas estrategias como base a resistencia ge-

nética natural a las enfermedades (Templeton et al., 1988), que es la capacidad inhe-

rente de un animal previamente expuestos a resistir a la enfermedad. Aunque el am-

biente de consolidación influye la variabilidad en la expresión de la enfermedad, la 

resistencia natural se ha encontrado ser heredable y se transmite de padres a hijos 

(Adams y Templeton, 1998). El gen Nramp1 (resistencia natural asociada a proteínas 

de macrófagos) actualmente denominado SLC11A1 (portador de solutos de la familia 

11 miembro A1) parece ser uno de estos factores genéticos. La proteína se encuentra 

en el fagolisosoma de la membrana de los macrófagos y participa en la muerte de las 

bacterias (Bellamy, 2000). Se ha reportado que la susceptibilidad a la infección por 

Map, está determinada en parte por factores genéticos, así que la selección asistida 

por marcadores, podría ayudar a obtener poblaciones bovinas, ovinas o caprinas, cada 

vez más resistentes a la infección (Ruiz-Larrañaga et al., 2010). Por lo que se deben 

instrumentar prácticas de manejo que reduzcan al mínimo o eviten completamente la 

aplicación de químicos, fármacos, vacunas y hormonas a los animales, con sistemas 

de manejo que no comprometan su bienestar. Con base en lo expuesto, y derivado de 

la necesidad de poder evaluar animales resistentes a la enfermedad desde temprana 
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edad, se pretende estudiar el gen SLC11A1 en rebaños de ovinos naturalmente infec-

tados, con o sin signos clínicos. 

 

 

1.1. Objetivo General 

 

Estudiar la situación actual de la paratuberculosis en ganado ovino del Altiplano 

Potosino, debido a la importancia tanto sanitaria como económica, y a la poca infor-

mación de esta enfermedad en México. Por lo que es importante establecer la tasa de 

prevalencia, de acuerdo a un método de diagnóstico práctico y relacionar la prevalen-

cia con las prácticas de manejo empleadas en cada rebaño. Con estos datos relacio-

nar una posible resistencia genética con el diagnóstico de la enfermedad. 

Para lograr el objetivo general nos planteamos los siguientes: 

 

1.2. Objetivos Específicos 
 

1. Estimar la prevalencia de la infección por Mycobacterium avium subsp. pa-

ratuberculosis (Map) en ovinos del Altiplano Potosino.  

  

2. Identificar aquellas prácticas de manejo asociadas con la seroprevalencia 

de Ptb en ovejas infectadas naturalmente de rebaños en el Altiplano Poto-

sino.  

 

3. Evaluar la asociación de polimorfismos del gen SLC11A1 con ovinos pro-

bados sanos  e infectados con Map.  

 

1.3. Hipótesis 

 

1. La paratuberculosis esta presente en ovinos del Altiplano Potosino. 
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2. Las prácticas de manejo no influyen en la seroprevalencia de paratubercu-

losis en ovinos del Altiplano Potosino. 

 

3. No existe asociación entre los polimorfismos del gen ovino SLC11A1 y el 

estado de infección en ovinos. 
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II. REVISION DE LITERATURA 

  

2.1. La Ganadería Ovina 

 

El ovino doméstico (Ovis aries) produce tres productos principales: carne, lana 

y leche, en algunas ocasiones también es apreciada la producción de pelo (raza Ka-

rakul). Los ovinos contribuyen a la alimentación del hombre y a proveerle fibras o pieles 

para su vestido y otros usos industriales. El ovino, junto con el bovino y el caprino, son 

animales rumiantes; carecen de dientes incisivos superiores y caninos; tienen, en opo-

sición a los incisivos inferiores, un rodete dentario contra el que prensan los alimentos 

fibrosos que son digeridos por los microorganismos que viven en simbiosis en los com-

partimentos ruminales. También les permite utilizar otras fuentes simples de nutrientes 

como los compuestos nitrogenados no proteicos o utilizar proteína de mala calidad. El 

peso y tamaño de los ovinos es más bien bajo, aunque variable entre razas; junto con 

la cabra se le clasifica entre los “pequeños rumiantes”. 

 

El territorio nacional cuenta según cifras preliminares a 2012 con 8’375,656 ca-

bezas de ovinos siendo los seis estados con mayor número de cabezas de ovinos: 

Estado de México con 1’326,982 (15.84%), Hidalgo con 1’162,556 (13.88%), Veracruz 

con 664,258 (7.93%), Oaxaca con  527,369 (6.29%), Puebla con 486,786 (5.81%) y 

San Luis Potosí con 388,006 (4.63%). La ganderia ovina tuvo un crecimiento durante 

los últimos 5 años (de 2008 a 2012) del 1.8 % anual.  

 

El estado de San Luis Potosí cuenta con 58 municipios, de los cuales los diez 

con mayor producción en toneladas de ovinos en pie son: Villa De Arriaga 

(746,975), Santo Domingo (267,053), Villa De Ramos (264,184) Charcas (207,601), 

Moctezuma (167,670) Mexquitic De Carmona (142,926), Venado (131,155), San Vi-

cente Tancuayalab (122,465), San Luis Potosí (109,203) y Salinas (98,736) (SIAP, 

2014). 
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Por otra parte la industria pecuaria nacional no es ajena a los problemas eco-

nómicos por los que atraviesa el país; siendo la especie ovina una de las más afecta-

das a partir de una sensible baja del precio de la lana, comenzando en la década de 

los noventa con la desintegración de la ex URSS y la recisión económica de China, 

los principales países consumidores de lana, posteriormente en el nuevo siglo la reci-

sión económica mundial liderada por Estados Unidos de América da como consecuen-

cia la caída e inestabilidad del precio en la venta de ovinos, representado una caída 

en la producción mundial ovina de 40 % entre 1990 y 2007 (TWCo., 2012). Estos fac-

tores son la causa de la reducción en el rebaño ovino en general, pero particularmente 

el explotado en forma extensiva, dando lugar a sistemas de explotación intensiva (es-

tabulado), aunado a estos factores influye también el  aumento en los costos de pro-

ducción. (Ochoa, 2001).  

  

2.2.  Situación Sanitaria del Ganado Ovino en México 

 

Debido a la globalización, la calidad sanitaria de los animales o de los productos 

derivados de los mismos es actualmente un tema donde debe tomarse en cuenta la 

sanidad animal y la inocuidad alimentaria. Deben existir, criterios técnicos para evitar 

el ingreso de enfermedades, restringir la movilización y comercialización de animales 

que padezcan o sean posibles portadores asintomáticos de las enfermedades. La Bru-

celosis causada por una bacteria del genero Brucella, el ectima contagioso causado 

por un virus de la familia Poxviridae y la paratuberculosis, podrían tener carácter de 

zoonosis. Las enfermedades que puedan causar enfermedades al hombre y que no 

están clasificadas con tal, deberán ser estudiadas para garantizar la salud humana 

(Tórtora, 2004). 

 

Por otra parte, las enfermedades infecciosas ocasionan pérdidas económicas a 

la ganadería, tanto de manera directa, resultado de las lesiones y alteraciones que el 

agente infeccioso causa a los animales enfermos, lo que repercute en pérdida de peso, 
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se afecta la capacidad de conversión de alimento en carne, disminución de la produc-

ción de leche, algunas enfermedades producen aborto, así como baja de fertilidad, lo 

que ocasiona que un importante porcentaje de hembras infectadas permanezcan sin 

preñarse durante meses. Los animales en estas condiciones siguen consumiendo ali-

mento, pero no generan utilidades. Las pérdidas indirectas son el resultado de las 

limitaciones comerciales que representa para una región o para todo un país, la pre-

sencia de determinada enfermedad infecciosa. Este aspecto ha cobrado fuerza a raíz 

de las políticas competitivas de comercio internacional que se viven en el mundo de 

hoy (Flores, 2003).   

 

2.3. Etiología 

 

El agente causal de la paratuberculosis es un bacilo de 1-2 μm de longitud por 

0,5 μm de anchura, que normalmente forma colonias rugosas. Generalmente presenta 

una tinción homogénea con los métodos de tinción y decoloración con alcohol ácido 

(como el de Ziehl-Neelsen; ZN), aunque en el caso de formas de pared deficiente o 

inexistente (Chiodini et al. 1986a). Tal y como puede observarse en extensiones de 

heces y tejidos, los bacilos tienden a agruparse en grumos, supuestamente debido a 

la disposición que adoptan al replicarse dentro de los macrófagos que infectan (Thoen 

et al., 1979). 

 

2.3.1. Antecedentes históricos 

 

 La paratuberculosis también conocida como enfermedad de Johne, está cau-

sada por Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (“Map”). Este microorga-

nismo está incluido dentro del género Mycobacterium, para incluir los agentes de la 

tuberculosis (M. tuberculosis) y de la lepra (M. leprae). En 1985 Johne y Frothingham 

fueron los primeros en describir la enfermedad, tras demostrar la presencia de bacilos 

ácido-alcohol resistente (BAAR) en el tejido intestinal infectado de bovinos (Johne y 

Frothingam 1895). A pesar de denominarse inicialmente como M. paratuberculosis y 
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M. johnei durante largo tiempo, fueron Thorel et al. (1990), quienes revisaron la clasi-

ficación taxonómica y establecieron oficialmente el nombre, por el que se conoce ac-

tualmente a esta micobacteria, al poner en evidencia la gran similitud que presentaba 

con la especie M. avium. 

 

2.3.2. Morfología y metabolismo del Map 

 

 Estos bacilos son considerados Gram positivos a pesar de la escasa penetra-

ción de colorante por medio de esta técnica. Esto es debido a la presencia de ácidos 

micólicos en la compleja envoltura celular de que están provistos, gracias a la cual 

poseen su característica resistencia. Esta envoltura está constituida por tres compo-

nentes (Rastogi et al., 2001): la cápsula, cuya síntesis parece estar controlada por 

mecanismos reguladores en micobacterias patógenas; la pared celular, formada por 

unión covalente entre peptidoglicano, arabinogalactano y ácidos micólicos;  y por úl-

timo, la membrana citoplasmática, cuya composición es similar a la de otras bacterias. 

El lipoarabinomanano es un fosfolípido unido a la membrana que atraviesa toda la 

envoltura celular y cuya composición difiere entre las distintas especies micobacteria-

nas (Daffe et al., 1998).  

 

En comparación con otras bacterias, incluidas el resto de micobacterias, Map 

se caracteriza por su extremadamente baja actividad metabólica, lo que conlleva una 

velocidad de crecimiento en condiciones óptimas 24 veces inferior que la de bacterias 

como Escherichia coli (Juste et al., 1991b). Esa cualidad de metabolismo disminuido  

en combinación con la defensa que le confiere la compleja pared celular, hace de Map 

una bacteria muy resistente a condiciones adversas, al mismo tiempo que le permite 

ser la primera en estar ahí cuando estas sean más favorables (Ratledge y Ewing, 

1996). 
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2.3.3. Cepas de Map 

 

 Los avances en biología molecular en las últimas décadas han permitido distin-

guir diversas cepas de Map y clasificarlas en tipos y subtipos mediante técnicas de 

tipificación. Se han identificado debido a la especie animal que infecta dos genotipos 

de Map: “S” (Sheep) para las cepas de tipo ovino y  “C” (Cattle) para las de tipo bovino 

(Collins et al., 1990; Whittington et al., 2000a), a pesar de no ser estrictamente espe-

cíficas. También se reporta un tercer genotipo “B” (Bison), aislado de bisontes ameri-

canos y cabras de la India (Collins et al., 1990; Sevilla et al., 2005), y una cepa I (in-

termedia), con patrones de hibridación intermedios entre los de las cepas C y S,  ais-

lada de dos ovejas procedentes de Canadá (Collins et al., 1990). 

 

2.3.4. Resistencia de Map 

 

 El bacilo de Map, es capaz de sobrevivir 9 meses en agua de estanque y 163 

días en agua de río (Lovell et al., 1944), en agua corriente con pH no neutro hasta 14 

meses (Larsen et al., 1956) y en agua destilada hasta 15 meses, reduciéndose la con-

centración inicial en 1 Log10 cada 68.5 días (Sung y Collins, 1998). La supervivencia 

en heces de bovinos puede llegar hasta los 246 días (Lovell et al., 1944), en orina de 

la misma especie animal, hasta 287 días (Jorgensen, 1977) y entre 21 y 28 días du-

rante la digestión anaeróbica de orina bovina de una planta de biogás (Olsen et al., 

1985), aunque supuestamente la mezcla de heces y orina produce un efecto bacteri-

cida (Chiodini et al., 1984a). También Map permanece 55 semanas en ambientes se-

cos y sombríos, y 48 semanas en agua de presa no expuesta a luz solar (Whittington 

et al., 2005). Pueden recuperarse células de Map viables después de largos períodos 

de congelación (Richards y Thoen, 1977), también Map es capaz de sobrevivir e in-

cluso replicarse en el interior de protistas ambientales (Mura et al., 2006). Además, su 

resistencia le permite soportar tratamientos de esterilización aplicados a la leche y al 

agua destinada al consumo humano (Whan et al., 2001, Grant et al., 2002). Por el 

contrario, Map parece sensible a la luz solar, las altas temperaturas, la desecación, la 
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elevada concentración de calcio y el hervido (Whittington et al., 2005). Map también 

puede ser inactivado por medio de desinfectantes en suspensión acuosa como el amo-

nio (3 %), el formol (5 %), compuestos cresólicos (1:32), el fenol (1:40), el bicloruro de 

mercurio (1:1000), el hipoclorito cálcico (1:50), el cloro, cianamida cálcica o el etanol 

(Chiodini et al., 1984a). El efecto de estas sustancias es mucho menor en heces secas, 

aunque puede incrementarse si se combinan con detergentes (Merkal y Whipple, 

1982). 

 

2.4. Infección y Patogenia. 

 

Aunque Map no produce toxinas conocidas, el organismo es un parásito intra-

celular muy exitoso, capaz de sobrevivir en el interior de los macrófagos por periodos 

prolongados (Zurbrick y Czuprynski, 1987). La persistencia de Map se traduce en una 

estimulación antigénica continua y el reclutamiento de células inflamatorias. Hay prue-

bas de que esta infiltración inflamatoria distorsiona la arquitectura normal del intestino 

que conlleva un deterioro de la absorción de nutrientes y el aumento de la pérdida de 

proteína intestinal (Allen et al., 1974a). 

 

En la infección con Map, el hígado realiza un aumento compensatorio de sínte-

sis de proteínas, al permanecer la infección el hígado ya no se realiza este aumento 

compensatorio de síntesis de proteínas, lo que resulta en el desarrollo de los signos 

clínicos (Allen et al., 1974b).  Sin embargo, en algunos animales infectados la grave-

dad de los signos clínicos no corresponde con la magnitud de las lesiones y el aumento 

de ácido ribonucleico mensajero (mRNA) del gen de IL-6 (Interleucina-6) y TNF-α (Fac-

tor de necrosis tumoral alfa) en la mucosa intestinal y en la sangre de los animales 

paratuberculosos, sugiere que la caquexia puede tener un base inmunológica (Adams 

y Czuprynski, 1995). 
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Los animales jóvenes (menores de seis meses de edad) son más susceptibles 

a la infección con Map. Esta alta susceptibilidad puede estar relacionada con el sis-

tema inmune inmaduro (Manning y Collins, 2001) y el hecho de que los recién nacidos 

tienen el estómago abierto durante las primeras 24 h de vida, para permitir la absorción 

de las inmunoglobulinas del calostro, por lo que también podría facilitar la absorción 

de Map (Sweeney, 1996). También se ha sugerido que la gotera esofágica puede tener 

una ventaja sobre la infección a Map, la gotera esofágica es formada como un reflejo 

para que la leche pueda evadir acidez, enzimas digestivas, bilis y otras sustancias 

digestivas del rumen inmaduro y de este modo Map puede también evitar alguna de-

fensa natural del sistema inmune (Clarke, 1997). 

 

Se cree que la ingestión de M. paratuberculosis es la principal vía de infección. 

Se han hecho infecciones orales experimentales y han producido la enfermedad en el 

ganado bovino, ovino y caprino (Gilmour et al., 1977). Animales clínicamente enfermos 

pueden arrojar miles de millones de bacilos por día en las heces (Chiodini et al., 

1984a). Se asume que la mayoría de los animales se infectan por la ingestión de los 

bacilos de una ubre contaminada con estiércol, poco después del nacimiento (Chiodini 

et al., 1984b; Gay y Sherman, 1992). Se ha demostrado que una dosis oral de 100 

unidades formadoras de colonias, repetida una vez a la semana, por más de 10 se-

manas, causó infección intestinal en corderos (Brotherston et al., 1961). Además de la 

presencia de bacterias en la sangre (bacteremia), la difusión de M. paratuberculosis a 

otros órganos, incluyendo la ubre y órganos sexuales, puede conducir a la transmisión 

vertical de la infección, de una madre a la descendencia (Sweeney et al., 1992a). El 

organismo ha sido aislado del calostro de 22.2% de las vacas asintomáticas infectadas 

(Streeter et al., 1995) y a partir de leche de 34.6% de vacas con la paratuberculosis 

clínica (Taylor et al., 1981). Por lo tanto, tanto la leche y el calostro pueden ser una 

fuente importante de infección, a pesar de la baja concentración de organismos de M. 

paratuberculosis, que es probable que estén presentes en la leche (Sweeney et al., 

1992a). 
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La infección intrauterina del feto ha sido reportado en cabras (Goudswaard, 

1971) y en bovinos (Sweeney et al 1992b). El porcentaje de los fetos infectados con-

génitamente de vacas con paratuberculosis clínica varió de 26.4% a 63.9% (Gay y 

Sherman, 1992), mientras que no se detectó la infección en 8.6% de los fetos de vacas 

infectados asintomáticas (Sweeney et al., 1992b). M. paratuberculosis se ha recupe-

rado también de semen bovino (Larsen y Kopecky, 1970). Experimentalmente, la in-

fección por M. paratuberculosis también se ha transmitido por vía parenteral (intratra-

queal, inoculación intravenosa y/o subcutánea) en ovejas (Kluge et al., 1968) y ganado 

(Johnson et al., 1977), dando como resultado la infección en los intestinos y en otros 

lugares. Tras la inyección de M. paratuberculosis en la glándula mamaria del orga-

nismo, fue transportado a los ganglios linfáticos en 5 de 6 vacas y para el intestino de 

una vaca (Larsen y Miller, 1978). 

 

2.4.1. Entrada Map en el hospedero y mecanismos de supervivencia de Map 

 

 Las células M son células epiteliales especializadas localizadas en el denomi-

nado “epitelio asociado a folículos” que tapiza las placas de Peyer intestinales, y cuya 

función principal es absorber y transportar los antígenos de diversos microorganismos, 

para que sean procesados y presentados a las células linfoides subepiteliales por en-

docitosis transcelular, desde la luz intestinal hacia el tejido linfoide subyacente, encar-

gado de desencadenar una respuesta inmune frente a dichos agentes (Corr et al., 

2008). Se ha comprobado que estas células especializadas son precisamente la prin-

cipal vía de penetración de Map hacia las capas subyacentes, donde el bacilo es fa-

gocitado por los macrófagos subepiteliales, en las placas de Peyer ileales de terneros 

(Momotani et al., 1988), corderos (García-Marín et al., 1992). El motivo de que anima-

les jóvenes sean más susceptibles a la infección que aquellos de más edad, parece 

residir en la extensa superficie que abarcan las placas de Peyer intestinales en anima-

les jóvenes, que va reduciéndose gradualmente con la edad, ya que ése parece ser el 

punto de entrada de la bacteria al organismo (Liebler et al., 1988). Además, la capta-

ción y transporte del bacilo por estas células transcurre de manera muy rápida. Así, 
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tras la inoculación directa en la luz de segmentos de intestino delgado de cabras, la 

mayor parte de las bacterias atravesaron las células M en menos de una hora (Sigur-

dardóttir et al., 2001). De la misma manera, Wu et al. (2007) demostraron que el bacilo 

era capaz de cruzar la barrera intestinal y alcanzar los nódulos linfáticos mesentéricos 

en una hora, tras la inoculación intestinal de terneros con Map, mientras que en el 

experimento de Momotani et al. (1988), el microorganismo tardó entre 5 y 20 h  en 

atravesar la barrera intestinal.  

 

Previo a la entrada de Map al cuerpo, cuando esta en la luz intestinal,  debe 

adherirse a las células de la mucosa intestinal. Los mecanismos implicados en este 

proceso aún no están claros. No obstante, se han identificado proteínas micobacteria-

nas implicadas en la invasión (Secott et al., 2002). Estas “proteínas de acoplamiento 

a la fibronectina” (FAP), ubicadas en la superficie de Map, parecen conferir al bacilo la 

capacidad de unirse con la fibronectina, proteína de la matriz extracelular de las célu-

las epiteliales. Se ha descrito que la interacción entre ambas proteínas favorecería el 

proceso de captación de Map (Lee et al., 2009). La formación del puente de unión 

entre FAP y la fibronectina se ve favorecido en presencia de un pH ácido de alrededor 

de 3 (Secott et al., 2001). Por ello se sospecha que este proceso en infecciones natu-

rales no tendría lugar directamente a nivel de íleon, sino que requeriría un paso previo 

de activación que sucede cuando Map atraviesa el medio ácido del abomaso de los 

rumiantes, uniéndose posteriormente a la fibronectina secretada en el duodeno, donde 

el pH se acerca a 4.5, y el complejo penetraría entonces las células M en el íleon 

(Secott et al., 2004).  

 

Una vez cruzada la barrera del epitelio intestinal, el bacilo es transportado por 

endocitosis dentro de vacuolas y posteriormente, fagocitado por macrófagos sub- e 

intraepiteliales adyacentes (Tessema et al., 2001). A continuación, Map es transpor-

tado hacia las zonas interfoliculares del tejido linfoide, aquí los antígenos de Map son 

expresados a los linfocitos T, y así desencadenan la respuesta inmune (Stabel, 2000).  

 



 

14 

  

Inicialmente, las células dendríticas presentan los antígenos a los linfocitos Th, 

los cuales liberan interleuquina 2 (IL-2). Esta linfocina provoca una expansión princi-

palmente de los linfocitos CD4+ Th1, los cuales producen entre otros IL-2, -interferón 

gamma (IFN γ), factor de necrosis tumoral (TNF-α) y los factores estimuladores de 

colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF) (Clarke, 1997). Por una parte, la 

secreción de estas sustancias atrae y activa a los macrófagos facilitando la destrucción 

de los microorganismos controlando de esta forma la progresión de la infección (Bas-

sey y Collins, 1997). Por otro lado, sustancias como el TNF-α activan la formación de 

granulomas alrededor de la infección micobacteriana y de esta forma se aísla el foco 

de infección, conteniendo a la bacteria y previniendo la diseminación a otros órganos 

(Saunders y Cooper, 2000). Esta fase también se denomina fase paucibacilar, ya que 

se caracteriza por la presencia de un infiltrado tisular formado principalmente por lin-

focitos y pocos o ningún microorganismo detectable en el interior de los macrófagos 

de los tejidos. Los mecanismos responsables de la pérdida o disminución de la res-

puesta Th1 de tipo celular para dar paso a una respuesta Th2 de tipo humoral se 

desconocen, pero se cree que están relacionados con factores genéticos del hospe-

dero, exposición constante al antígeno, desarrollo de poblaciones celulares específi-

cas, deficiente presentación del antígeno por parte de los macrófagos, proliferación de 

linfocitos Tγδ que inhiben la actividad de los CD4+ Th1 o localización del antígeno 

durante la infección (Chiodini y Davis, 1993). 

 

Una vez que el sistema inmune de tipo celular ha fallado, las micobacterias 

proliferan y se produce un cambio progresivo en el tipo de respuesta de tipo Th1 a 

Th2. En esta fase, los linfocitos CD4+ Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que supri-

men la respuesta de tipo Th1 promoviendo la proliferación de linfocitos B y la produc-

ción de anticuerpos. En este periodo, la respuesta celular declina y aumenta la res-

puesta de tipo humoral a medida que Map se multiplica (Chiodini et al., 1984a). Este 

tipo de respuesta no es efectiva frente a microorganismos intracelulares como es el 

caso de Map y por lo tanto, en la fase lepromatosa no se detiene la progresión de la 

infección, el desarrollo de la patología ni la proliferación bacteriana (Ellner y Wallis, 
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1989). En este momento, los animales presentan un elevado nivel de anticuerpos sé-

ricos y escasa reactividad a las pruebas de inmunidad celular. A esta fase se la conoce 

como fase multibacilar, ya que se caracteriza por la presencia de un elevado número 

de bacilos en el interior de una gran cantidad de macrófagos. El flujo de células infla-

matorias origina un engrosamiento de la pared intestinal hasta que pierde su funcio-

nalidad, originando un síndrome de malabsorción y enteropatía con pérdidas de pro-

teínas (Gilmour, 1976). En esta fase el microorganismo puede diseminarse por el in-

terior y exterior del tracto gastrointestinal, manifestándose lesiones formadas por infil-

trados de macrófagos con Map en el riñón, hígado, glándula mamaria, entre otros ór-

ganos o tejidos.  El animal comienza a manifestar signos clínicos inespecíficos de la 

enfermedad como pérdida de peso y diarrea.  

 

Una vez dentro de estas células, Map dispone de diversas estrategias para ase-

gurar su supervivencia, poder replicarse y así diseminarse por el organismo. Estas 

estrategias, como el hecho de que las micobacterias tienen la capacidad de inhibir la 

maduración del fagosoma y consecuente formación del fagolisosoma, proporcionan  

una manera de eludir la actividad antimicrobiana directa de la respuesta inmune in-

nata, así como de evitar la presentación de sus antígenos a linfocitos T y posterior 

desencadenamiento de una respuesta inmune adaptativa (Stabel, 2006). Por otro lado, 

también se ha relacionado la presencia de Map con la inhibición de la acidificación del 

fagosoma, con la consecuente creación de un medio protector en el que la bacteria 

puede replicarse y persistir (Souza et al., 2008). Map soporta las enzimas lisosómicas, 

el óxido nítrico y los demás mecanismos bactericidas que producen los macrófagos, 

ayudada entre otras cosas, por su envoltura celular lipídica (Tessema et al. 2001).  
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2.4.2 Establecimiento y progresión de lesión a la infección 

 

La progresión de la enfermedad se divide en cuatro estadios o fases: 

Fase I. Infección silente. Esta fase se caracteriza por la ausencia de signos clínicos de 

la enfermedad y se encuentra presente fundamentalmente en animales jóvenes, aun-

que en ocasiones también se ha descrito en animales adultos.  

 

Fase II. Fase subclínica. En este estadio se encuentran principalmente animales adul-

tos portadores de Map.  Durante el transcurso de esta fase los animales no presentan 

síntomas de alguna la enfermedad, pero en ocasiones pueden presentar anticuerpos 

circulantes o respuestas inmunes celulares alteradas. Además, la gran mayoría de los 

animales son negativos al cultivo en heces, aunque a pesar de esto los animales ex-

cretan en heces una carga microbiana baja de manera intermitente. 

 

Fase III. Fase clínica. Esta fase sólo se desarrolla tras varios años de infección por M. 

a. paratuberculosis. Los signos clínicos iniciales y característicos de esta fase son el 

de la caída de la producción láctea, pelo hirsuto, pérdida de peso y diarrea. 

 

Fase IV. Fase clínica avanzada. El paso de la fase anterior a esta fase tiene lugar en 

tan solo unas pocas semanas, durante las cuales los animales entran en un estado de 

letargo, debilitación y emaciación. Esta fase se caracteriza a su vez por la aparición 

de un edema intermandibular, debido a la presencia de hipoproteinemia, además de 

la presencia de caquexia y diarrea profusa. Aunque la presencia de diarrea es menos 

frecuente en ovinos y caprinos que en vacas y la aparición de la enfermedad se da en 

animales más jóvenes (Stehman, 1996). Es en este estadio en el que los animales son 

sacrificados debido a la reducción en la producción lechera y a la pérdida de peso, 

aunque en ocasiones algunos animales mueren por la deshidratación severa y la ca-

quexia que tiene lugar (Whitlock y Buergelt, 1996).  
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El Map  puede permanecer en el tracto gastrointestinal de animales subclínica-

mente infectados durante años sin causar síntoma alguno de la enfermedad, los cua-

les pueden llegar a manifestarse debido al estrés originado durante la lactancia (nor-

malmente en la segunda o tercera lactación) o la presencia de una elevada densidad 

animal, entre otros factores (Manning y Collins, 2001). Sin embargo, aunque los ani-

males son más susceptibles cuando la infección se origina a edades tempranas (hasta 

el desarrollo clínico de la enfermedad pueden transcurrir meses o incluso años), la 

enfermedad se puede iniciar en animales adultos sanos si éstos se ven expuestos a 

una elevada carga infectiva de Map  (Rankin, 1961).  

 

2.5. Signos Clínicos 

 

El número de animales infectados que enferma es en general bajo, menos del 

3%, pero todos los animales que inician el cuadro clínico mueren, las muertes se pre-

sentan en “goteo” en los rebaños afectados a lo largo del año y los animales que en-

ferman pueden presentar cuadros recurrentes durante dos o tres años, para morir 

luego de un proceso de emaciación de más de dos meses, aún en esta etapa de ema-

ciación progresiva, los animales no dejan de comer, se alimentan normalmente. A di-

ferencia de los bovinos, que presentan un cuadro de diarrea acuosa muy aparente, las 

ovejas pueden no presentar diarrea o presentar una diarrea pastosa, se pierde la forma 

típica de excremento en “bolitas”, al mismo tiempo que se observa el proceso de adel-

gazamiento progresivo. El cuadro clínico se asocia frecuentemente a condiciones de 

estrés, como el parto, el destete o deficiencias de alimentación y puede recurrir por si 

solo sin mediar tratamientos, para reaparecer nuevamente tiempo después (Tórtora, 

2008). 

 

Debido al carácter crónico de la paratuberculosis y a pesar de infectarse en las 

primeras semanas de vida, los animales no empiezan a manifestar signos clínicos 

hasta la edad adulta, tras un largo período de incubación, apareciendo los síntomas 
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con mayor frecuencia entre los dos y cinco años, frecuentemente tras el parto, durante 

la primera o la segunda lactación (Chiodini et al., 1984a; Pérez et al., 1996). 

 

Sin embargo, en una ganadería en la que los animales están en contacto con-

tinuo con Map, aquellos que desarrollan la enfermedad clínica constituyen una minoría 

(la punta del iceberg), siendo mucho más elevado el porcentaje de animales subclíni-

cos, que permanecen infectados de forma latente, pero sin llegar a progresar hacia la 

forma clínica de la paratuberculosis (Pérez et al., 1996). La enfermedad clínica se con-

sidera, por tanto, la fase terminal de una infección crónica subclínica, y el paso de una 

forma a otra puede estar desencadenado por numerosas situaciones causantes de 

estrés, tales como la gestación, el parto, un manejo inadecuado, una mayor exigencia 

productiva de leche, la desnutrición, infecciones parasitarias, o el pastoreo en suelos 

secos y deficientes en minerales (Chiodini et al., 1984a). 

 

 El signo clásico y más característico de la paratuberculosis en rumiantes es la 

pérdida de peso y condición corporal, a pesar de que los animales siguen manteniendo 

el apetito y reciben una alimentación adecuada (Chiodini et al., 1984a; García-Marín 

et al., 1994; Pérez et al., 1996; Whitlock y Buergelt, 1996; Clarke, 1997;). Esta pérdida 

de peso sería consecuencia de la malabsorción y pérdida de proteínas asociados a la 

inflamación del intestino (Allen et al., 1974a). Otro de los signos clínicos que se pueden 

encontrar es el edema hipoproteinémico en las partes bajas, siendo muy típico el 

edema submandibular, que suele preceder incluso de los demás signos clínicos (Chio-

dini et al., 1984a). Los animales enfermos no presentan fiebre, beben y comen mucho;  

sin embargo, siguen adelgazando de forma progresiva hasta llegar en los casos más 

avanzados a un estado de caquexia, debilitamiento general, con atrofia muscular, fra-

gilidad o caída de la lana en el caso de ovinos, palidez de las mucosas, emaciación, 

postración y finalmente la muerte (Juste et al., 1983; García-Marín et al., 1994; Pérez 

et al., 1996; Clarke, 1997;). En este sentido, la mortalidad anual en un rebaño puede 

variar entre el 3 y el 10% de los animales adultos (Chiodini et al., 1984a). 
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 La diarrea no es un signo característico de la paratuberculosis en las especies 

ovina y caprina, en las que a menudo el único signo clínico observado es la pérdida 

de peso progresiva, que suele manifestarse generalmente después del parto. No obs-

tante, la diarrea puede aparecer más frecuentemente, o se puede notar un reblande-

cimiento de las heces, que puede observarse de manera intermitente (García-Marín et 

al., 1994). Por ello, en ovino, se puede observar la presencia de heces adheridas a la 

lana, manchando la zona de la cola, del periné y del tercio posterior (García-Marín et 

al., 1994). Por otro lado, mientras el curso clínico de la enfermedad puede durar de 3 

a 6 meses o incluso prolongarse durante más tiempo en el ganado vacuno, éste suele 

ser mucho más corto en los pequeños rumiantes (Chiodini et al., 1984a).  

 

En la fase subclínica, los animales también pueden presentar otros signos ines-

pecíficos, principalmente relacionados con problemas de carácter reproductivo como 

infertilidad, además de una mayor sensibilidad a padecer problemas de mamitis (Mer-

kal et al., 1975). Por ello, no es extraño que muchos animales no lleguen a desarrollar 

signos clínicos claros de paratuberculosis, sino que suelen ser enviados al matadero 

de forma prematura a causa del bajo rendimiento productivo, de la pérdida de peso o 

de las diarreas intermitentes, que el ganadero o veterinario suelen confundir con otros 

problemas digestivos no infecciosos (Pérez et al., 1996).   

 

2.5.1. Lesiones macroscópicas 

 

El hallazgo característico y constante de la paratuberculosis, especialmente en ovinos 

y caprinos, es la presencia de linfangitis y linfangiectasias en los tramos afectados. En 

estas lesiones, los vasos linfáticos intestinales aparecen como cordones blanquecinos 

o transparentes que discurren de forma tortuosa haciendo prominencia sobre la serosa 

intestinal, y en casos extremos pueden verse en su recorrido hacia los nódulos linfáti-

cos mesentéricos a través del mesenterio (Kurade et al., 2004). En la especie bovina, 

estas linfangiectasias no son tan frecuentes, y suelen ser focales y menos aparentes 

(Buergelt et al., 1978). En ovinos, y especialmente en el ganado caprino, también se 
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ha señalado la aparición de focos de necrosis caseosa y calcificación en los nódulos 

linfáticos mesentéricos y también, aunque menos frecuentemente, en la mucosa, sub-

mucosa, serosa o vasos linfáticos (Valheim et al., 2002). 

 

En el ganado ovino y caprino, la formación de pliegues en el intestino puede no 

ser tan evidente como en la especie bovina, y el incremento de grosor de la pared 

puede ser moderado-leve, incluso a veces muy sutil, por lo que resulta muy fácil pa-

sarlo por alto en la necropsia si el examen no es cuidadoso (García-Marín et al., 1994). 

En pequeños rumiantes, en ocasiones, la linfangitis es el único cambio macroscópico 

apreciable que sirve para el diagnóstico presuntivo de paratuberculosis, además, en 

ovinos, se ha descrito la coloración amarillenta o anaranjada de la mucosa intestinal 

en casos de infecciones por cepas pigmentadas de Map (Clarke y Little, 1996).  

 

2.5.2. Lesiones microscópicas 

 

 Estas se caracterizan por una enteritis granulomatosa cuyas lesiones más evi-

dentes se localizan en los últimos tramos de intestino delgado, en los primeros tramos 

del intestino grueso, y nódulos y vasos linfáticos asociados. La lesión característica es 

un infiltrado celular compuesto por macrófagos, linfocitos, y células epiteloides y plas-

máticas. Los macrófagos aparecen normalmente llenos de bacilos, acompañados fre-

cuentemente de células gigantes, también con numerosas bacterias en su interior 

(Buergelt et al., 1978). 

 

En ovinos, además, los nervios ileales de la submucosa se pueden encontrar 

rodeados de agregados inflamatorios mononucleares (Gwozdz et al., 2001). Los baci-

los en este tipo de lesiones multibacilares son fácilmente detectables en el citoplasma 

de macrófagos y células gigantes mediante la tinción de ZN o bien, más específica-

mente, mediante técnicas inmunohistoquímicas (Kheirandish et al., 2008). 
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En la especie ovina, y principalmente la caprina, es frecuente encontrar focos 

de necrosis caseosa y calcificación en los granulomas, incluso en ocasiones con en-

capsulamiento fibroso, tanto en la mucosa, submucosa, serosa intestinal como en los 

vasos, y especialmente en los nódulos linfáticos mesentéricos. En cambio, estos ha-

llazgos son muy raros en el ganado bovino (Valheim et al., 2002). 

 

2.5.3. Respuesta inmune del hospedero 

 

 Como es típico en casos de paratuberculosis natural, tras la infección se abre 

una fase asintomática de dos años o más, durante la que no es posible observar una 

respuesta inmunológica celular ni humoral diferenciada, ni detectar la excreción de la 

bacteria en heces (Clarke, 1997). En casos de paratuberculosis inducida experimen-

talmente, se ha observado la producción de anticuerpos anti-Map que incluso, prece-

den a la respuesta celular inicial típica (Waters et al., 2003). Los estadios iniciales y 

subclínicos de la enfermedad se caracterizan por una alta respuesta inmune celular 

(CMI), mientras en estadios clínicos avanzados predomina la respuesta inmune hu-

moral (Stabel, 2000).  

 

El sistema inmune innato constituye la primera barrera defensiva del hospedero 

frente a los patógenos microbianos. Los macrófagos, células dendríticas y otras célu-

las presentadoras de antígenos (CPA) constituyen la primera línea de defensa frente 

a los patógenos intracelulares mediante una serie de mecanismos propios de la res-

puesta inmune innata. Se trata de un mecanismo protector evolutivamente antiguo 

cuya activación se inicia con el reconocimiento de moléculas altamente conservadas 

presentes en la mayoría de los microorganismos, los denominados “patrones molecu-

lares asociados al patógeno” (PAMP). Los PAMPs son estructuras esenciales para la 

supervivencia microbiana, ausentes en el hospedero, que pueden ser lipopolisacáridos 

de la pared celular, lipoproteínas, proteínas o ácidos nucleicos. Las células del sistema 

inmune innato son capaces de reconocer los PAMPs del patógeno para poder fagoci-
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tarlo de manera rápida. Para ello, disponen de cantidades limitadas de receptores co-

dificados genéticamente, los “receptores del patrón de reconocimiento” (PRR) (Uema-

tsu y Akira, 2006).  

 

En el momento en el que una infección intracelular se establece y asienta en un 

hospedero, se empieza a activar la respuesta inmune adaptativa o adquirida, mediada 

principalmente por los linfocitos T y B, y caracterizada fundamentalmente por su es-

pecificidad para reconocer un número amplio de antígenos, así como por su capacidad 

de “memoria” de larga duración (Stabel, 2006). 

 

Durante varios años, se ha pensado que ambas respuestas desarrollaban sus 

funciones de manera totalmente separada e independiente, y la inmunidad innata in-

cluso estaba considerada como secundaria o de menor importancia en la defensa del 

hospedador (Medzhitov y Janeway, 1997). Sin embargo, últimamente, se ha ido de-

mostrando que no solamente ambas respuestas pueden traslaparse sino que también 

interaccionan entre sí en un objetivo común de lucha antimicrobiana, como en el caso 

de las micobacteriosis (Sohal et al., 2008). 

 

Los primeros signos de la infección son la producción de IFN-ɣ y la proliferación 

de linfocitos en respuesta a la inoculación de antígenos micobacterianos, como el de-

rivado proteico purificado (PPD). Esto indica la activación de la inmunidad celular, y la 

excreción intermitente de la bacteria en heces. Esta respuesta irá en incremento junto 

con la carga micobacteriana excretada en las heces, mientras, los anticuerpos de la 

respuesta humoral pueden ir apareciendo. Esta fase de aparente equilibrio entre pa-

tógeno y hospedero puede durar años. Al final, la respuesta celular cae y la excreción 

de bacterias aumenta, lo que lleva al estado clínico de la enfermedad (Chiodini, 1996). 

En la especie bovina se distinguen bajos excretores, excretores moderados y grandes 

excretores (o súper-excretores) (Whitlock et al., 2006). En comparación con los menos 

excretores, el grupo de grandes excretores se asocia con animales de baja respuesta 

celular (sobre todo en las fases iniciales de infección), asentamiento más temprano de 
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la enfermedad y títulos de anticuerpos más altos (Koets et al., 2006). Se considera que 

la inmunidad de protección contra Map viene dada por la respuesta inmune celular, 

con lo que esa protección depende de las interacciones entre las células T y las células 

presentadoras de antígeno infectadas (Kaufmann, 2001). En la respuesta inmune ce-

lular, las células T excretan citocinas que activan la eliminación de Map en los macró-

fagos (Stabel, 2000). Los macrófagos presentan los antígenos de Map a las células T, 

que liberan IL-2. Esta interleuquina impulsa la propagación de los LT CD8+ citolíticos 

y los CD4+ LTh1 (Chiodini y Davis, 1993), y estos últimos, liberan más IL-2, IFN ɣ, 

TNF y factor estimulante de colonias de granulocitos de macrófago (GM-CSF), con el 

objetivo de activar el poder bactericida de los macrófagos (Stabel, 1995). Después, la 

población de CD4+ LTh1 cae impulsada al final por la proliferación de las células T 

gamma-delta (γ δ), entrando así en una fase anérgica (Chiodini y Davis, 1993). Hipo-

téticamente, el descenso de la respuesta inmune celular refleja un cambio de res-

puesta de tipo 1 (con LTh1) a tipo 2 (con LTh2), de acuerdo con la dicotomía de las 

células T auxiliares (Chiodini, 1996). Los estudios realizados con animales con para-

tuberculosis no han sido capaces de demostrar ese hipotético cambio de Th1 protector 

a Th2 permisivo; sin embargo, el descenso de IFN-γ, y el incremento de IL-10 y TGF-

β parecen más evidentes (Lee et al., 2001). En la última fase, la fase clínica, los CD4+ 

LTh2 producen citocinas (IL-4 e IL-10, entre otras) que suprimen la respuesta celular 

y activan la respuesta humoral, con el aumento de los linfocitos B y la producción de 

anticuerpos, quedando establecida la respuesta humoral (Langelaar et al., 2005).  

 

A nivel histopatológico se compara la paratuberculosis con la lepra, en la que 

fueron establecidos 5 tipos inmunopatológicos principales que correlacionan las lesio-

nes histológicas y la respuesta inmune: tuberculoide, tuberculoide intermedio, interme-

dio, lepromatoso intermedio y lepromatoso. En las formas tuberculoides existe una 

fuerte resistencia a la infección detectable por pruebas de inmunidad celular y una baja 

(o muy baja) cantidad de bacilos, mientras en las formas lepromatosas se da todo lo 

contrario. Estudios en paratuberculosis confirman un modelo similar para esta patolo-
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gía, y sugieren que se da una evolución de una respuesta tuberculoide (lesiones ini-

ciales en el punto de infección) hacia otra de tipo lepromatoso dependiendo del estado 

inmunitario del hospedador (Buergelt et al., 1978). 

 

2.6. Epidemiología 

 

 Entender la epidemiologia de la enfermedad de Johne tiene importancia para 

determinar las estrategias del manejo y control de la enfermedad. Se considera a los 

rumiantes domésticos (ganado bovino, caprino y ovino) los hospedadores por exce-

lencia (Chiodini et al., 1984a). Cuando se determinó la importancia de esta enferme-

dad en los rumiantes domésticos se aumentaron los estudios a rumiantes salvajes 

como los cérvidos (Mackintosh et al., 2004) y el búfalo (Bubalus bubalis) (Sivakumar 

et al., 2005), así mismo en animales no rumiantes, siendo el conejo uno de los más 

importantes (Oryctolagus cuniculus) (Greig et al., 1999), poniéndose de manifiesto su 

importancia principalmente como reservorios de la enfermedad para los animales do-

mésticos. La identificación de Map en animales salvajes tiene una clara repercusión 

en los programas de control. También han sido hallados casos naturales de infección 

en cerdo y jabalí (Sus domesticus y Sus scrofa; Alvarez et al., 2005), en burro (Equus 

asinus; Dierckins et al., 1990), en perro (Canis familiares; Vogel 1977), en primates 

(McClure et al., 1987), en liebre (Lepus europaeus), en zorro (Vulpes vulpes), en mus-

télidos (Mustela erminea, Mustela minuta, Meles meles), en ratón de campo y rata 

(Apodemus sylvaticus, Rattus norvegicus), y en córvidos (Corvus corone, Corvus fru-

gilegus, Corvus monedula) (Beard et al., 2001). Estos aislamientos podrían tener im-

portancia desde el punto de vista epidemiológico, ya que estos animales podrían ac-

tuar como reservorios de Map y contribuir a la difusión de la paratuberculosis, pudiendo 

incluso participar como fuentes de infección para el ganado doméstico. 

  

Por otro lado, a pesar de que los casos de infección natural de paratuberculosis 

parecen haberse descrito con mayor frecuencia en determinadas razas (Julian, 1975). 



 

25 

  

Otros autores opinan que en realidad no existe mayor o menor resistencia a esta en-

fermedad entre las diferentes razas, sino más bien un manejo diferente según el tipo 

de explotación, que puede favorecer en mayor o menor medida la diseminación y la 

transmisión de Map entre los animales (Kennedy y Benedictus, 2001). 

 

2.6.1. Factores que Influyen en la adquisición de la enfermedad 

 

 Existen varios factores que pueden influenciar el resultado de la infección y que 

por conveniencia, se clasifican en variables ambientales, variables propias del pató-

geno y factores del hospedador. Los factores ambientales pueden incluir, entre otros, 

la nutrición, las toxinas ambientales y la edad de exposición al patógeno. Por otra 

parte, aquellas variables derivadas del patógeno generalmente implican factores de 

virulencia que, por ejemplo, pueden incrementar o atenuar la habilidad de colonización 

del organismo o aumentar la virulencia a través de la expresión de una toxina. Final-

mente, los factores atribuidos al hospedero, implican principalmente la dotación gené-

tica del organismo (Díaz et al. 2005). 

 

2.6.2. Edad, dosis ingerida, otros factores 

 

 Los animales jóvenes (menores de seis meses de edad) son los más suscepti-

bles a la infección (Manning y Collins, 2001), debido principalmente: a) El desarrollo 

incompleto de su sistema inmune (Cocito et al., 1994); b) El máximo desarrollo en 

animales jóvenes de las placas de Peyer ileales que son la puerta de entrada de Map 

al intestino; c) Gracias a la presencia de la gotera esofágica en animales jóvenes, 

evadiendo los mecanismos defensivos del tracto alimentario del hospedero (Clarke, 

1997); d) Los animales recién nacidos tienen lo que traducido directamente del inglés 

se denomina “intestino abierto” (open gut), que hace referencia al espacio intersticial 

entre las células del intestino delgado que permite el paso de macromoléculas como 

las inmunoglobulinas del calostro a la mucosa intestinal. Esta mayor separación celular 

hace más fácil la invasión tisular de Map (Sweeney, 1996). 
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Otro parámetro importante para el establecimiento de la enfermedad es la dosis 

ingerida. Se ha establecido que la dosis infectiva es aproximadamente de 103 bacilos 

(Brotherston et al., 1961). Teniendo en cuenta que el número de bacilos viables elimi-

nados en heces de animales infectados es de 106-108  unidades formadoras de colo-

nias/g (UFC/g) (Whittington et al., 2000b); una mínima contaminación fecal del am-

biente es suficiente para producir la infección de los animales susceptibles. 

 

Existen otros factores que influyen en la adquisición y desarrollo de la infección 

como son la distinta patogenicidad de los aislados de Map (Saxegaard, 1990), el 

tiempo de exposición a la bacteria (Whitlock y Buergelt, 1996) y la respuesta del hos-

pedador (Clarke, 1997). Esta respuesta se ve afectada de una forma directa con el 

sistema de producción (sistema intensivo), raciones alimenticias, estrés por transporte, 

parto y lactación, inmunosupresión causada por otros agentes como el virus de la dia-

rrea vírica bovina (BVD) (Lepper et al., 1989) y hacinamiento de los animales (Collins 

et al., 1994). Factores como el tipo de suelo, agua de la explotación y contacto con 

animales salvajes (conejos) (Daniels et al., 2001). 

 

2.6.3. Persistencia en el medio 
 

 En cuanto a su capacidad de resistencia, Map puede sobrevivir en el medio 

ambiente durante largos períodos de tiempo. Así, su viabilidad ha sido estimada en 

163 días en ríos, 9 meses en aguas fangosas, 11 meses en heces bovinas y hasta 1 

año en pastos, pero únicamente 7 días en orina (Juste, 1984). También se ha com-

probado su resistencia a -14 °C durante al menos un año (Richards y Thoen, 1977). 

Sin embargo, se ha demostrado que tras almacenar durante una semana a -20 ºC 

muestras de heces procedentes de 11 vacas con paratuberculosis, la viabilidad de 

Map en dichas muestras se redujo  (Khare et al., 2008). El grado elevado de resistencia 

que presenta este bacilo, se explica en parte por la gruesa capa cérea que le rodea, 

lo que le permite soportar condiciones físico-químicas que no suelen aguantar otras 



 

27 

  

especies, y por otro lado, por la posibilidad de disminuir  su metabolismo en determi-

nadas condiciones (Juste et al., 2000).  

 

Por otro lado, Map también dispone de una enorme capacidad para soportar los 

desinfectantes que funcionan para la mayor parte de los agentes biológicos. Se han 

realizado algunos estudios para conocer aquellos capaces de eliminar el bacilo de 

superficies externas, encontrando que tanto el hipoclorito sódico (lejía comercial), el 

formol al 5 %, los cresoles al 3 %, el fenol al 2,5 %, el bicloruro de mercurio al 0,1 %, 

así como el hipocloruro cálcico al 2 %, son eficaces para matar al bacilo en menos de 

10 minutos en condiciones adecuadas, con mayor eficacia si actúan en soluciones 

acuosas (Hole, 1958). Por otro lado, se ha comprobado el efecto bactericida del cloro, 

desinfectante usado en el tratamiento del agua, sobre cepas bovinas y humanas de 

Map (Whan et al., 2001).  Si bien posteriormente, los mismo autores encontraron que 

esta micobacteria podía adquirir una mayor capacidad de resistencia al cloro cuando 

era ingerida por el protozoo Acanthamoeba spp., lo que debería de tenerse en cuenta 

en los procesos de cloración del agua para el consumo humano (Whan et al., 2006). 

 

Por las posibles implicaciones de Map en la salud pública, se han llevado a cabo 

diferentes estudios para conocer el efecto de la pasteurización de la leche o los pro-

cesos de fabricación y curación del queso sobre la viabilidad de esta bacteria. En 

efecto, se ha detectado la presencia del bacilo en leche cruda y pasteurizada de vacas, 

ovejas y cabras, así como en quesos de venta al por menor en diferentes países, lo 

que indica que los humanos podrían estar expuestos a Map a través del consumo de 

estos productos de origen animal (Ikonomopoulos et al., 2005; Eltholth et al., 2009). 

Se ha estimado que el someter la leche cruda a una temperatura de 72 °C durante 15 

s sería suficiente para la eliminación total del microorganismo (Rademaker et al., 

2007). 
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2.6.4. Prevalencia 

 

Desde la primera descripción de un caso de paratuberculosis en 1895 se ha extendido 

afectando a un elevado número de países; sin embargo, la dificultad en su diagnóstico 

hace que en ocasiones la estimación de la prevalencia real sea difícil (Chiodini et al., 

1984b). En Estados Unidos de América, un estudio en Nueva Inglaterra mostró una 

tasa de prevalencia del 18 %, cuando se empleó la técnica de cultivo, además de 

prueba histológica; que cuando solo se utilizó la técnica del cultivo, dando falsa esti-

maciones bajas a causa de imprecisiones y falta de sensibilidad de la prueba (Chiodini 

et al., 1986). La evidencia serológica de la paratuberculosis en ganado de Florida in-

dica animales seropositivos que comprende 8.6 % y 17.1 % de la población de prueba 

en bovinos de carne y leche, respectivamente (Braun et al., 1990). En una extensa 

prueba, que incluyó a 32 Estados y Puerto Rico, se examinaron los ganglios linfáticos 

de 7,540 bovinos mediante técnicas de cultivo, dando prevalencia general de 1.6 % 

(Merkal et al., 1987). Otros estudios serológicos mediante ELISA (Enzyme-Linked Im-

munoSorbent Assay) en ganado vacuno lechero, las seroprevalencias fluctuaron de 

un 4.8 % (Collins et al., 1994) a un 26.8 % (Sorensen et al., 2003), mientras que en el 

vacuno de carne describieron prevalencias entre un 3.3 % (Hill et al., 2003) y 3.95 % 

(Pence et al., 2003). En Australia, el nivel de infección en Victoria y Nueva Gales del 

Sur se ha descrito como un 22 y 9 %, respectivamente (Kennedy y Allworth, 2000). 

 

En Europa, en Gran Bretaña, también se han llevado a cabo estudios en mata-

dero mediante cultivo microbiológico y PCR, observándose prevalencias de un 2.6 % 

y un 3.5 %, respectivamente (Cetinkaya et al., 1998). En pequeños rumiantes no hay 

tantos estudios de prevalencia de la paratuberculosis, como en el caso del ganado 

vacuno. En España, en ganado ovino se han realizado estudios mediante métodos 

histopatológicos, encontrando prevalencias de hasta un 49.4 % (Pérez et al., 1996). 

Estos mismos resultados se encontraron en un estudio que combinaba los resultados 

obtenidos mediante pruebas serológicas, cultivo y estudio anatomopatológico en la 
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Comunidad Autónoma de Aragón (Juste et al., 1991a). En Noruega, la paratubercu-

losis en ganado vacuno es esporádica; sin embargo, en cabras es endémica. En un 

estudio realizado entre 1996 y 1999 se analizaron 9,456 sueros de cabras de 754 

rebaños y un 7.7 % fueron positivos (Tharaldsen et al., 2003). En Australia, sin em-

bargo, la principal especie animal afectada con paratuberculosis son las ovejas, con-

firmándose la enfermedad a finales del año 2001 en 1,087 rebaños de un total de 

84,362 (Windsor et al., 2002).  

 

En México, Unzueta (1936) diagnosticó la presencia de la enfermedad por pri-

mera vez en bovinos lecheros, utilizando como método diagnóstico la aplicación de 

Johnina y tuberculina aviar, y también al observar el bacilo al microscopio. El primer 

informe en una publicación seriada de aislamiento de Mycobacterium paratuberculosis 

(Bacilo de Johne) a partir de muestras de ganglios mesentéricos e intestino delgado 

de bovinos lecheros sacrificados en un rastro de Tulancingo, Hgo., fue hecho por Ra-

mírez et al., en 1979. Posteriormente en un estudio que se realizó con un rebaño ca-

prino ubicado en los alrededores de la ciudad de México, con antecedentes clínicopa-

tológicos, serológicos y bacteriológicos, en donde para su detección se utilizó el aná-

lisis de RFLP empleando la sonda la IS900 y la enzima de restricción BstEII, revelando 

que el tipo de Map correspondió al tipo C1, que es uno de los más diseminados en el 

ámbito mundial entre las diferentes especies domésticas y silvestres (Chávez et al., 

2004). También en los estados de Querétaro y Morelos, se tiene evidencia clínica y 

serológica de paratuberculosis, en donde fue identificada la cepa de Map “C”1, por 

medio de PCR en leche de cabras (Favila-Humara et al., 2007). 

 

En 2009, se organizó un taller sobre planificación estratégica para la atención 

de paratuberculosis en el ganado bovino, ovino y caprino; llegando a concluir que se 

necesitan más estudios para determinar la prevalencia de la enfermedad en todo el 

país (CONASA, 2009). 
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2.7. Diagnóstico 

 

 El progresivo desarrollo de la enfermedad es una característica distintiva de la 

paratuberculosis, se han dirigido extensos esfuerzos hacia un medio eficaz para el 

diagnóstico de los animales portadores no clínicos, ya que son capaces de propagar 

el organismo a otros compañeros de hato o rebaño. Incluso, la enfermedad crónica 

puede ser difícil de diagnosticar positivamente de una manera no invasiva y rápida. El 

cultivo del organismo sigue siendo el único medio definitivo de diagnóstico. Con perío-

dos de incubación que van desde semanas a meses, este método es considerado 

inadecuado para un programa de erradicación de la enfermedad (Kreeger, 1991). 

 

Según la OIE (2008), los métodos de diagnóstico se basan principalmente en 

dos partes: el diagnóstico de la enfermedad clínica y la detección de la infección sub-

clínica. Con métodos específicos para cada uno según lo siguiente: 

 

2.7.1. Identificación del agente 

 

2.7.1.1. Necropsia 

 

 La paratuberculosis no se puede diagnosticar a través de un examen superficial 

de los intestinos buscando síntomas de engrosamiento. Los intestinos deben abrirse 

desde el duodeno al recto para exponer la mucosa. No siempre existe una relación 

estrecha entre la gravedad de los síntomas clínicos y la extensión de las lesiones in-

testinales. Las primeras lesiones se manifiestan como el engrosamiento y el encade-

namiento de los vasos linfáticos. Los nódulos linfáticos mesentéricos se encuentran 

habitualmente prominentes y edematosos.  
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2.7.1.2. Bacteriología (microscopía) 

 

 Los frotis fecales o de mucosa intestinal teñidos según el método de Ziehl–

Neelsen se examinan al microscopio. Se puede diagnosticar la paratuberculosis de 

modo preliminar si se encuentran agregados (tres o más microorganismos) de bacilos 

ácido-resistentes pequeños (0,5–1,5 μm) y fuertemente teñidos. La presencia de ba-

cilos ácido-resistentes aislados en ausencia de agregados es un resultado dudoso. La 

desventaja de esta prueba es que no permite la diferenciación con otras especies de 

micobacterias y sólo una pequeña proporción de casos puede confirmarse mediante 

el examen microscópico de una muestra fecal única. Este método tiene la ventaja de 

ser simple, rápido y barato, pero tiene la desventaja de tener una baja sensibilidad y 

especificidad. En los casos de diarrea grave, la concentración de Map disminuye en 

relación a la cantidad de heces, aumentando así la probabilidad de resultados negati-

vos falsos. La concentración de bacilos en las heces por centrifugación y posterior 

descontaminación utilizando descontaminante hexa-decilo cloruro de piridinio (HPC) 

mejora la sensibilidad de esta prueba (Eamens et al., 2000). Una condición similar se 

produce en los animales con paratuberculosis subclínica, donde hay una baja tasa de 

excreción fecal. En los frotis o secciones de tejidos (intestinos cerca de la válvula íleo-

cecal o en los ganglios linfáticos intestinales con lesiones macroscópicas) de visuali-

zación de grupos de color rosa brillante bacilos de colores dentro de los macrófagos 

residentes en las lesiones es muy sugerente de paratuberulosis (Singh et al., 2014). 

 

2.7.1.3. Bacteriología (cultivo) 

 

 El aislamiento de M. avium paratuberculosis de un animal proporciona un diag-

nóstico definitivo de infección con el microorganismo. Aunque el cultivo es técnica-

mente difícil y su realización requiere tiempo, es la única prueba que no da positivos 

falsos en sus resultados (100% de especificidad). El cultivo fecal es capaz de detectar 

la mayoría de los animales en un estado avanzado de la enfermedad, pero solo unos 
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cuantos en la fases iniciales de la infección. En las muestras fecales y de tejido intes-

tinal, los microorganismos de Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis es-

tán enmascarados por otras bacterias y hongos. El aislamiento efectivo de M. paratu-

berculosis a partir de tales muestras depende de la eficacia en la inactivación de estos 

microorganismos no deseados. 

 

Debido a la excreción intermitente del Map, es recomendable tomar muestras 

en serie a través del tiempo (Pinedo et al., 2008). El cultivo bacteriano requiere como 

mínimo 100 UFC (unidades formadoras de colonias) por g (Merkal, 1970). Esta canti-

dad se supera por los animales con paratuberculosis clínica, pero no por excretores 

fecales sub-clínicos de baja y / o moderada excreción, y solamente 15-25% de ellos 

puede ser detectada por cultivo bacteriano (Whitlock y Buergelt, 1996). El cultivo bac-

teriano de la leche de los animales en esta etapa es difícil, porque la tasa de excreción 

bacteriana es 2-8 UFC/50 ml (McKenna et al., 2005). El cultivo a partir de muestras de 

tejido proporciona una sensibilidad de 70% y una especificidad del 95% (Tiwari et al., 

2006).  

 

2.7.1.4. Sondas de ADN y reacción en cadena de la polimerasa 

 

Se han elaborado sondas de ADN que permiten detectar M. paratuberculosis 

en las muestras de diagnóstico e identificar rápidamente las bacterias aisladas (Elling-

son et al., 1998). McFadden et al. (1987) han identificado una secuencia, denominada 

IS900, que es una secuencia específica de inserción de M. paratuberculosis. 

 

La caracterización de la secuencia de inserción IS900 que tiene 1451 pares de 

bases y está presente con 15 a 20 copias en el genoma de Map ha permitido la iden-

tificación específica del ADN bacteriano mediante la reacción en cadena de la polime-

rasa (PCR).La PCR se puede realizar en muestras como heces, leche, sangre y tejidos 

(íleon, o yeyuno, o válvula ileocecal cerca yeyunal, o ganglios linfáticos ileocecal). Se 

debe tener cuidado para evitar la contaminación con inhibidores de la PCR que podrían 
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causar que los resultados falsos negativos. La PCR se ha convertido en una alternativa 

al cultivo, sin embargo , la sensibilidad de la PCR convencional se ve obstaculizada 

por factores como sustancias inhibidoras, baja carga de Map en muestras (heces, le-

che, tejidos, semen, secreciones vaginales), la manipulación de estas muestras, que 

son altamente contaminado con otros microbios y materiales. Por lo tanto se han pro-

puesto variantes a la PCR convencional como: i) PCR anidada, que implica dos rondas 

de amplificación de la misma secuencia con diferentes pares de cebadores cada uno 

y por lo tanto, permite aumentar la sensibilidad de la reacción; ii) PCR multiplex, que 

utiliza varios pares de cebadores en la misma reacción para amplificar múltiples se-

cuencias diana del genoma bacteriano simultáneamente; iii) en tiempo real o PCR 

cuantitativa (RT-PCR), que utiliza una sonda marcado con fluorocromo complementa-

ria a un fragmento intermedio de la secuencia diana que se amplifica. La cuantificación 

de la fluorescencia emitida durante cada ciclo de PCR es proporcional a la cantidad 

de ADN. La ventaja de la PCR es la detección oportuna de Map, y sin la necesidad de 

bacterias viables en la muestra. La ventaja de la RT-PCR es que permite la inmediata 

observación de la amplificación de la diana, cuantificación y tiene una mayor sensibi-

lidad que el cultivo bacteriano (Bogli-Stuber et al., 2005). 

 

2.7.2. Pruebas serológicas 

 

Las pruebas serológicas utilizadas habitualmente para la paratuberculosis en el 

ganado vacuno son la fijación del complemento (FC), la técnica de enzimoinmunoen-

sayo (ELISA) y la inmunodifusión en gel de agar (IGDA) (Sockett et al., 1992) en lo 

referente a inmunidad humoral, y la técnica del interferón gamma cuando se trata de 

inmunidad celular.  

 

2.7.2.1. Prueba de Fijación del Complemento (FC) 

 

Se emplea como antígeno un extracto acuoso de la bacteria del que se han 

eliminado los lípidos. Se inactivan todos los sueros a diagnosticar en un baño de agua 



 

34 

  

a 60ºC durante 30 minutos. Se mezcla el antígeno y el sensibilizante correspondiente 

se añade el suero, que contiene por consiguiente el complemento, éste desaparece 

del suero que, por tanto, se vuelve incapaz de reactivar otra mezcla que contenga un 

antígeno y el sensibilizante. Es lo que se expresa diciendo que el complemento ha 

sido fijado sobre el primer antígeno.  

 

La prueba de FC es adecuada cuando se trata de animales clínicamente sos-

pechosos, pero no presenta suficiente especificidad para fiarse de su uso con fines de 

control en la población general. Sin embargo, a menudo es solicitada por países que 

importan ganado. Esta prueba puede identificar a los animales con signos clínicos, 

pero no lo suficientemente específica como para ser utilizado en los programas de 

control (Singh et al., 2014). 

 

2.7.2.2. Técnica del Enzimoinmunoensayo (ELISA) 

 

ELISA es la prueba diagnóstica más utilizada para el diagnóstico serológico de 

la paratuberculosis. Se puede aplicar en las muestras de sangre, suero y leche. 

Cuando ELISA da resultados positivos en rebaños aparentemente sanos o de baja 

prevalencia, un cultivo bacteriano debe llevarse a cabo para confirmar la etapa de la 

infección. La especificidad de la prueba ELISA se incrementa mediante la absorción 

de sueros a M. phlei (Singh et al., 2014). 

 

En los pequeños rumiantes, el ELISA comercializado presentó una especifici-

dad del 98,2–99,5% (intervalos de confianza [IC] del 95%) y detectó el 35-54% (IC del 

95%]) de animales con evidencia histológica de infección (Hope et al., 2000). En otro 

estudio, la especificidad estimada de un ELISA doméstico fue del 99% y su sensibili-

dad referida a los resultados histológicos fue del 21,9% (Sergeant et al., 2003). 

 

La prueba de ELISA tiene varias ventajas, tales como fácil automatización, la 

repetibilidad y la posibilidad de evaluar múltiples muestras juntas. Tiene muy buena 
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sensibilidad y especificidad en etapas clínicas y es relativamente barata. La desventaja 

es la variabilidad antigénica en diferentes pruebas de ELISA y las diferentes edades 

de los animales que puede conducir a errores en la sensibilidad y especificidad (Co-

llins, 2002).  

 

2.7.2.3. Prueba de Inmunodifusión en Gel de Agar (IDGA) 

 

Esta prueba se basa en la precipitación de los complejos inmunes formados por 

los anticuerpos de animales infectados con un antígeno soluble de un extracto de pro-

toplasmática de Map en una matriz de gel de agar. Es un método simple, rápido y 

relativamente barato, pero tiene baja sensibilidad en la etapa temprana de la enferme-

dad (Ferreira et al., 2002). La prueba IGDA es útil para confirmar la enfermedad en las 

vacas, ovejas y cabras clínicamente sospechosas (Shermann et al., 1984). Se ha des-

crito que en pequeños rumiantes de Nueva Zelanda, la IDGA presenta una sensibilidad 

y especificidad ligeramente mayor que la obtenida por los ELISA (Sergeant et al., 

2003). La especificidad y la sensibilidad descritas para la IDGA medidas respecto a 

los resultados histológicos fueron 99–100% (IC del 95%) y 38–56% (IC del 95%), res-

pectivamente (Hope et al., 2000). 

 

2.7.3. Pruebas de Inmunidad Mediada por Células 

 

La detección de una respuesta sistémica mediada por células precede a la pro-

ducción de anticuerpos detectables. Los animales que están infectados con frecuencia 

a un mínimo nivel no dan reacciones en las pruebas serológicas, pero pueden reac-

cionar positivamente en las pruebas que miden la inmunidad mediada por células. 

 

2.7.3.1. Técnica del Gamma Interferón 

 

Esta técnica se basa en la liberación de gamma interferón a partir de linfocitos 

sensibilizados durante un periodo de incubación de 18–36 h con antígeno específico 

(tuberculina del tipo derivado proteico purificado [PPD] aviar, tuberculina PPD bovina 
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o johnina). En los animales con la etapa de sub-clínica, la sensibilidad de este ensayo 

es superior a la de las pruebas serológicas, pero baja en términos absolutos (41.0 %) 

(Gwozdz et al., 2000). La ventaja de la prueba de IFN-γ es la secreción significativa 

de IFN-γ durante las primeras etapas y puede ser utilizado para detectar animales en 

la etapa de sub-clínica. Sin embargo, tiene varias desventajas: i) las posibles reaccio-

nes cruzadas, ii) su alto costo y iii) su baja sensibilidad (Stabel y Whitlock, 2001). 

 

2.7.3.2. Hipersensibilidad de Tipo Retardado 

 

La prueba de hipersensibilidad cutánea de tipo retardado (DTH) es una medida 

de inmunidad mediada por células, pero tiene un valor limitado. La prueba se realiza 

mediante la inoculación intradérmica de 0.1 mL  de antígeno en una zona esquilada o 

rasurada, normalmente en lateral del tercio medio del cuello. En el pasado se usaba 

para este fin, la tuberculina PPD aviar o johnina, porque se pensaba que la tuberculina 

aviar y la johnina tenían una sensibilidad y especificidad comparable. El grosor de la 

piel se mide con un calibrador antes de la inoculación y 72 horas después de la misma. 

Los aumentos del grosor de la piel superior a 2 mm se considerarán indicativos de la 

presencia de DTH. 

 

Esta prueba tiene una sensibilidad estimada de 54.0 % y una especificidad del 

79.0 % (Kalis et al., 2003). Las ventajas son que es fácil de realizar en el campo, y que 

hay una posibilidad de la detección temprana de los animales infectados. Las desven-

tajas son su baja sensibilidad y su especificidad baja (debido a probables reacciones 

cruzadas).  

 

En conclusión para la detección de la Map, el cultivo bacteriano, se considera 

como estándar de oro. Sin embargo, debido a la falta de signos clínicos en la etapa 

temprana de la infección esta prueba no permite la identificación precisa de los anima-

les verdaderamente infectados. Las pruebas para el diagnóstico de paratuberculosis 

dependen principalmente de (i) la detección directa de bacilos (Map) por microscopía 
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fecal, la cultura del organismo y de inmunofluorescencia (tejidos infectados) (ii) la de-

tección de su genoma en las heces / tejido / sangre por PCR. Indirectamente, se puede 

detectar por la medición de anticuerpos-Map específica (ELISA) y las células T (en-

sayo de linfoproliferación). Además histopatología se puede realizar para visualizar los 

cambios degenerativos en los tejidos infectados. Cada una de estas pruebas tiene una 

sensibilidad y especificidad variable y por lo tanto es necesario analizar cuidadosa-

mente los resultados de cada prueba de forma independiente (OIE, 2008). 

 

2.8. Control 

 

El control de la paratuberculosis es un gran desafío, ya que el organismo es 

omnipresente y es capaz de sobrevivir durante largos periodos de tiempo, incluso en 

condiciones ambientales extremas, así como su capacidad de infectar múltiples espe-

cies (Pickup et al., 2006). La incapacidad de las pruebas de diagnóstico para detectar 

los animales con infección subclínica también posee un gran desafío. Actualmente la 

mayoría de las prácticas de control de la paratuberculosis se basan en las intervencio-

nes de gestión diseñados para limitar la introducción, así como la transmisión del pa-

tógeno. Los factores a nivel hato incluyen: la resistencia de la manada y sus reempla-

zos; fuentes comunes de agua y alimento; corrales comunales; contaminación del ali-

mento y agua con estiércol, así como los terneros, el lavado de la ubre antes del or-

deño y el tipo de alojamiento (Ott et al., 1999). Como ninguna prueba es 100 % sensi-

ble o específica, el control de la enfermedad por eliminación de los reactivo-positivos 

se realiza con pruebas repetidas a intervalos de 6 meses o de un año durante varios 

años así como por la eliminación de los reactivo-positivos a las pruebas serológicas o 

pruebas fecales; también se considera prudente la separación de la descendencia de 

las hembras reactivas. Incluso estos procedimientos no siempre tienen éxito sin cam-

bios en los hábitos de higiene y en el manejo del ganado para reducir la transmisión 

de la infección en el rebaño (Argente, 1988). Se han emprendido muchas iniciativas 

para controlar y erradicar la paratuberculosis y hay 3 métodos seguidos: 1) restricción 

de la transmisión de Map a través del cambio en el manejo, 2) las prácticas de prueba 
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y  desecho para eliminar la fuente de infección y, 3) vacunar a los reemplazos para 

aumentar su resistencia a la infección. 

 

2.8.1. Cambios en las prácticas de manejo 

 

 Los cambios en el manejo se centran en evitar el contacto entre animales infec-

tados y sanos y disminuir la carga ambiental del Map. Tales medidas incluyen la se-

paración de las crías de madres inmediatamente después del nacimiento; alimentación 

con sustitutos de leche libre de paratuberculosis a los terneros, cría de reemplazo (co-

rral independiente) por separado, evitar fertilización con abono las tierras de pastoreo, 

mejorar la higiene de la granja en general. Además, al introducir nuevos animales al 

rebaño se debe considerar: el diagnóstico y observar el estado de paratuberculosis del 

rebaño de origen. El mayor retroceso de estas prácticas, es la capacidad del Map de 

sobrevivir en el ambiente por períodos prolongados (Whittington et al., 2005). Las limi-

taciones económicas de las explotaciones pueden limitar aún más el éxito de este 

enfoque. Estas medidas, además, no proporcionan resultados inmediatos (Muskens 

et al, 2003). 

 

2.8.2. Prácticas de prueba y desecho  

 

La baja sensibilidad de los métodos diagnósticos es la mayor desventaja en 

esta estrategia y es costosa para los productores. Si el desecho se basa en el cultivo 

fecal, existe la posibilidad que algunos casos de animales infectados fueran falsos 

negativos. El cultivo puede tomar varias semanas para detectar animales positivos y 

durante este período, los animales infectados seguirán arrojando Map en el ambiente. 

El control y progreso de la enfermedad es lento, por tanto, a menudo es decepcio-

nante, ya que los animales positivos aparecen regularmente en los últimos años, in-

cluso después de la eliminación de todos los animales que presenten la enfermedad 

clínica. ELISA es una prueba de diagnóstico rentable; sin embargo, su sensibilidad y 

especificidad también se ve comprometida. Por lo tanto, la decisión de los animales 



 

39 

  

para sacrificio sufrirá siempre con sospecha por falso positivo. Otro problema es que 

varios kits de ELISA de diagnóstico disponibles comercialmente tienen especificidad y 

sensibilidad variable (Singh et al., 2007; Dieguez et al., 2009,), lo que afecta grave-

mente los programas de control. El sacrificio por detección de PCR también se ha 

aplicado. Las mejoras en la técnica de PCR, los precios bajos de reactivos, la mejora 

de la sensibilidad y de procesamiento de alto rendimiento de las muestras, han hecho 

de esta prueba una estrategia fructífera. El cultivo de heces ha sido recientemente 

sustituido en Holanda por pruebas basadas en la PCR para el control de la paratu-

berculosis (Bastida y Juste, 2011). En campo, PCR y la eliminación selectiva, aún no 

están muy probados como lo está ELISA y la eliminación selectiva (Singh et al., 2014). 

 

2.8.3. Vacunación  

 

La vacunación se considera rentable y como forma más eficaz en el control de 

la paratuberculosis (Juste y Casal, 1993; Reddacliff et al., 2006; Juste y Pérez, 2011,). 

Además, se ha sugerido que la vacunación puede iniciar el final del gran problema de 

la paratuberculosis en todo el mundo, tal vez marcando la diferencia entre no hacer 

nada y avanzar hacia el control a nivel mundial (Juste et al., 2002). La principal des-

ventaja de la vacunación es que los animales vacunados no pueden diferenciarse de 

los animales infectados, y por otra parte, interfiriere con la serología de la tuberculosis 

(Juste y Pérez, 2011). En España, se desarrolló una vacuna viva, con lo cual se man-

tuvo la paratuberculosis ovina en observación. La vacunación contra la paratubercu-

losis en Cabras está actualmente en uso en España, los Países Bajos, Francia, No-

ruega y la India (Juste y Pérez, 2011). 

 

La vacunación en Noruega de ganado caprino, resultó en una reducción de 98% 

en hallazgos post mortem de las lesiones, y durante un período de 16 años, se redujo 

la incidencia de 53% a 1% (Saxegaard y Fodstad, 1985). En los Estados Unidos, la 

vacuna Mycopar (microorganismo muerto) usada en ovinos redujo 75.3% las lesiones 

histológicas (Thonney y Smith, 2005). 
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Se supone que la vacunación modifica los procesos inmunopatológicos que 

conducen a la persistente inflamación intestinal progresiva, responsable de la enfer-

medad clínica, de una manera tal que los individuos inmunizados son capaces de de-

tener la progresión de la infección y las lesiones resultantes. Dando como resultado la 

reducción de la excreción de Map y disminución significativa en la gravedad de los 

signos clínicos y pérdidas económicas (Singh et al., 2014). 

 

La vacunación también ayuda a reducir la contaminación del medio ambiente 

debido a la Map. En el estudio de vacunación de van Schaik et al. (1996) la reducción 

global de contaminación fue del 66,6%. Esto se debió a la disminución en el número 

de excretores. En 49 ensayos de diferentes estudios, la vacunación en el ganado 

ovino, se observaron efectos positivos de la vacunación en el 94% de los casos. En 

las cabras, se reportaron efectos positivos en el 92% de los casos en 24 ensayos 

(Juste y Pérez, 2011). 

 

2.8.4. Tratamiento 

 

Los tratamientos con antibióticos no son muy efectivos ya que no llegan a curar 

la enfermedad y los animales tratados mejoran clínicamente, pero siguen eliminando 

el bacilo por las heces, el tratamiento solo es recomendable para animales de alto 

valor genético (Merkal y Larsen, 1973). 

 

La falla en el éxito del tratamiento radica en la dificultad mostrada por los fár-

macos antimicobacterianos para acceder a los compartimentos intracelulares del ba-

cilo (Jean, 1996). Los compuestos más eficaces tanto in vitro como in vivo, son: la 

isoniazida, la clofazimina, la rifampicina, y la gentamicina, sin embargo, ninguno de 

ellos es capaz de eliminar totalmente la infección. (Chiodini et al., 1984a; Cocito et al., 

1994). 
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2.9.  Salud Pública 

 

La paratuberculosis se considera una zoonosis menor, pues Map se ha aislado 

de casos esporádicos de colitis crónica en humanos, la enfermedad de Crohn; sin 

embargo, ni los aislamientos, ni los estudios con herramientas moleculares (PCR) han 

arrojado resultados definitivos en cuanto a que efectivamente la bacteria sea el agente 

causal (Harris y Barletta, 2001).   

 

La enfermedad de Crohn, caracterizada por una enteritis granulomatosa crónica 

que afecta a las personas, fue descrita por primera vez en 1932 por Crohn et al. (1932). 

Los signos clínicos de esta enfermedad, parecidos a los de la paratuberculosis, inclu-

yen malestar general, pérdida crónica de peso, dolor abdominal, diarrea y pueden ma-

nifestarse de forma intermitente (Chiodini, 1989). Fue hasta 1984 cuando Chiodini et 

al. (1894b), aislaron Map de tres pacientes enfermos de Crohn. Este hallazgo, junto 

con el aislamiento de dicho bacilo a partir de sangre y tejidos de pacientes (Naser et 

al., 2004; Sechi et al., 2005), han suscitado aún más interés sobre el posible papel 

zoonótico de esta micobacteria; y han abierto un debate muy controvertido en estas 

dos últimas décadas (Greenstein, 2003). 

 

A pesar de las evidencias a favor, aún se acepta con reserva el hecho de que 

esta micobacteria sea el agente causal de la enfermedad de Crohn, ya que en el caso 

de que Map fuera el agente etiológico de esta enfermedad, los ganaderos y el personal 

más expuesto a esta micobacteria deberían tener mayor predisposición a padecer la 

enfermedad de Crohn, mientras que no se ha observado una mayor proporción de 

individuos afectados entre estas poblaciones (Jones et al., 2006). Por lo que aún se 

requieren muchos más estudios para poder confirmar su papel como agente causal 

en la enfermedad de Crohn (Grant, 2005; Pierce, 2009). 

 

Si se confirmara Map como agente etiológico en la enfermedad de Crohn, esto 

implicaría la preocupación de la micobacteria en la cadena alimenticia. Por ello, se han 
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abierto ya varias líneas de investigación para valorar la presencia de Map en la leche, 

la carne o productos derivados, así como el agua, que pudiera participar en una posible 

transmisión a la especie humana (Eltholth et al., 2009) 
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CAPITULO 1. PREVALENCIA DE LA INFECCIÓN POR Mycobacterium avium 

SUBESPECIE paratuberculosis EN REBAÑOS DE OVINOS DE DOS MUNICIPIOS 

DE SAN LUIS POTOSÍ, MÉXICO* 

 

Prevalence of Infection by Mycobacterium avium Subspecie paratuberculosis 

In Flocks of Sheep of Two Regions of San Luis Potosi, Mexico 

 

1.1. Resumen 

 

La paratuberculosis, también conocida como enfermedad de Johne, es causada 

por el Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (Map). La enfermedad es 

contagiosa en bovinos, ovinos, cabras y otros rumiantes; en humanos está relacionada 

con la enfermedad de Crohn. En ovinos se manifiesta con pérdida progresiva de peso, 

y en estados avanzados, con heces aglutinadas y diarrea. Para el diagnóstico de la 

enfermedad existen diferentes pruebas: una en heces, de donde se obtiene una se-

cuencia de inserción 900 (IS900) del genoma de Map, pudiendo identificar el orga-

nismo por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y otra en suero sanguíneo, 

por medio de la prueba de Inmunodifusión en Gel de Agar (IDGA). Se seleccionaron 

estas dos técnicas para estimar la prevalencia de Map. Se analizaron muestras san-

guíneas y fecales de 211 ovinos asintomáticos en 32 rebaños de 10 comunidades de 

Salinas y Villa de Ramos, San Luis Potosí. La prevalencia de Map por rebaño entre 

comunidades con la prueba de IDGA fluctuó desde 4.35 hasta 33.33 %, con promedio 

de 9.48 %. La prevalencia con la prueba de PCR-anidada se presentó de 4.26 a 33.33 

% y un promedio entre comunidades de 7.58 %. La prueba de IDGA detectó 20 ovinos 

positivos con anticuerpos de Map. La técnica de PCR-anidada detectó 16 ovinos que 

excretaban Map. Al utilizar la prueba de PCR como prueba de 

  
*Investigación publicada en: Revista Científica, FCV-LUZ / Vol. XXIII, Nº 4, 293 - 299, 

2013. 
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oro, la prueba de IDGA tuvo una sensibilidad de 81 % y una especificidad de 96 %, 

con una concordancia kappa de 0.96. Con la presencia de Map en los municipios de 

Salinas y Villa de Ramos de San Luis Potosí, es necesario tomar las medidas perti-

nentes en su control y erradicación, para evitar la diseminación y pérdidas económicas 

en las explotaciones pecuarias. 

 

Palabras clave: Paratuberculosis, prevalencia, IS900, IDGA, PCR. 

 

1.2. Abstract 

 

Paratuberculosis, also known as Johne’s disease, is caused by Mycobacterium 

avium subspecies paratuberculosis (Map). The disease is contagious in cattle, sheep, 

goats and other ruminants; in humans it is associated with Crohn’s disease. Progres-

sive weight loss is observed in sheep, and in advanced stages, clumped stools and 

diarrhea. To diagnose this disease there are different tests: one is using the feces, from 

which an insertion sequence 900 (IS900) Map genome is obtained, making possible 

the organism identification through a Polymerase Chain Reaction (PCR), and a second 

one in blood serum through the Agar Gel Immunodiffusion test (AGID). These two tech-

niques were selected to estimate the prevalence of Map. Fecal and blood samples of 

211 asymptomatic sheep were analyzed in 32 flocks from 10 communities in Salinas 

and Villa of Ramos, San Luis Potosi. The Map prevalence per flock between commu-

nities with the AGID test ranged from 4.35 to 33.33 %, with a mean of 9.48 %. The 

prevalence with the nested PCR test came out with a value varying from 4.26 to 33.33 

% and a mean of 7.58 % between communities. The AGID test detected 20 positive 

sheep to Map antibodies. The nested PCR detected 16 sheep excreting Map. By using 

the PCR test as the gold standard, the AGID test had a sensitivity of 81 % and a spec-

ificity of 96 %, with a kappa agreement value of 0.96. Being Map present in the Munic-

ipalities of Salinas and Villa de Ramos, San Luis Potosi, it is necessary to take the 

relevant measures to control and eradicate it, preventing its spread and economic 

losses in all livestock farms. 
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Key words: Paratuberculosis, prevalence, IS900, AGID, PCR. 

 

1.3. Introducción 

 

La paratuberculosis (Ptb), también conocida como enfermedad de Johne es 

causada por el Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (Map). Esta enfer-

medad causa desordenes infecciosos del tracto intestinal, principalmente en rumiantes 

domésticos, pero también en rumiantes salvajes e incluso primates (Kennedy y Bene-

dictus, 2001). También se ha asociado con la enfermedad de Crohn, una enfermedad 

crónica multifactorial inflamatoria del intestino humano (Ghadiali et al., 2004). La ma-

nifestación clínica de la paratuberculosis ovinos (Ovis aries) se manifiesta a edades 

más tempranas que en bovinos (Bos taurus), siendo la pérdida progresiva de peso la 

primera manifestación (Dhand  et al., 2007). Se ha observado que en 10 a 20% de los 

casos clínicos de Ptb en ovinos se presentan heces aglutinadas o diarrea (Stehman, 

1996). La Ptb es una enfermedad común en muchos países (Stabel, 1998), incluyendo 

México. Desafortunadamente en México, aún se desconoce la magnitud del problema 

(Méndez et al., 2009). La base del control de esta enfermedad es la identificación y 

eliminación de los animales infectados. Sin embargo, el carácter subclínico de la en-

fermedad y la baja sensibilidad de los métodos de identificación dificultan el diagnós-

tico (Collins, 1996). La Ptb se puede encontrar en hatos bovinos y ovinos siendo difícil 

identificar un ovino con infección subclínica, de esta manera, animales asintomáticos 

infectados pueden estar diseminando el microorganismo mediante heces por varios 

años (Reddacliff et al., 2004). Para detectar la enfermedad de manera subclínica se 

pueden hacer pruebas como: las serológicas y el aislamiento del agente (OIE, 2004). 

En ovinos, la detección mediante los cultivos fecales son efectivos para detectar al 

menos 12% de los casos subclínicos, la desventaja es que requieren de dos a cuatro 

meses (mes) para incubar la bacteria (Satoko et al., 2007). Una alternativa a las limi-

taciones del procedimiento anterior son las pruebas serológicas como son: la prueba 

de fijación de complemento (FC), la técnica de ensayo inmunoenzimático (ELISA) y la 
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inmunodifusión en gel de agar (IDGA) (Clarke et al., 2006). En Nueva Zelanda y Aus-

tralia, la técnica de IDGA en pequeños rumiantes ha demostrado una mayor sensibili-

dad y especificidad que la prueba de ELISA (Sergeant et al., 2003). Por otra parte, la 

prueba serológica de IDGA es sencilla y rápida, lo que permite analizar rebaños com-

pletos en pocos días (d), con buena sensibilidad entre 70 a 80% y especificidad de 

hasta 100% (Sweeney, 1996). Actualmente, los avances en biología molecular, como 

la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), ofrecen una alternativa por ser más 

sensible y específica para la detección de enfermedades infecciosas (Garrido et al., 

2000). La secuencia nucleótida de inserción 900 (IS900) contiene múltiples copias (14-

18) del genoma de Map, lo que facilita la identificación de este microorganismo (Green 

et al., 1989). Aprovechando esta ventaja, Erume et al. (2001), implementaron a partir 

de la secuencia IS900, la técnica de PCR-anidada, que se caracteriza por utilizar dos 

pares de iniciadores. El primer iniciador es diseñado de una secuencia de la región 

IS900, con él se obtiene un producto de amplificación mayor a 500 pares de bases 

(pb). El segundo iniciador fue diseñado de la secuencia de la región interna del pro-

ducto amplificado (500pb) del que se obtiene un producto de amplificación más pe-

queño que el producto original lo que aumenta la sensibilidad y especificidad de la 

prueba. Las ventajas que tiene este método sobre el cultivo bacteriano es que, los 

resultados se pueden obtener en tres o cuatro d, eliminando los periodos de incuba-

ción. También la secuencia de inserción IS900 es específica para Map, lo que elimina 

los problemas de contaminación de la muestra; además, con la misma técnica se 

puede diferenciar las bacterias viables y las no viables (Collins, 2003; Toman et al., 

2003). La base del control de esta enfermedad es la identificación y eliminación de los 

animales infectados; sin embargo, el carácter subclínico de la infección y escasos 

diagnósticos hacen que la enfermedad esté subestimada en México, causando un im-

pacto negativo en la economía de las explotaciones ovinas. Por lo anterior, el objetivo 

de este estudio fue estimar la prevalencia de la infección por Mycobacterium avium 

subsp. paratuberculosis (Map) con la técnicas IDGA y PCR-anidada, en ovinos de los 

municipios de Salinas y Villa de Ramos, San Luis Potosí, México. 
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1.4. Materiales y Métodos 

 

1.4.1. Localización del área de estudio.  

 

Esta investigación se realizó con rebaños ovinos de las comunidades: Laguni-

llas, La Herradura, El Calvario, Villa de Ramos, Pinillos, El Zacatón y San Pedro del 

Saltito del municipio Villa de Ramos, localizado geográficamente a los 22°37’N y 

101°42’O, a una altitud de 2070 m (INEGI, 1994). Asimismo, las comunidades: Zara-

goza, Diego Martín y Salinas de Hidalgo del municipio Salinas, localizado geográfica-

mente a los 22° 50’ N y 101° 55’ O, a una altitud de 2200 m (INEGI, 1994); ambos 

municipios del estado de San Luis Potosí. Por la cercanía geográfica, sus caracterís-

ticas son muy parecidas, el clima predominante es seco templado, su temperatura 

media anual es de 18.7°C y su precipitación pluvial media anual es de 391 mm. Pre-

domina una vegetación de matorral micrófilo desértico, espinoso, izotal, pastizal, no-

palera y cardonal de cuyas asociaciones se tienen especies como: Larrea tridentata, 

Prosopis laevigata, Acacia berlandieri, Flourensia cernua, Opuntia spp. Yucca filiferay 

una variedad de pastos como: Bouteloua gracilis, Bouteloua curtipendula, Erioneuron 

pulchellum y Distichlis spicata (Rzedowski, 1978). 

 

1.4.2. Población de estudio 

  

Se muestrearon 211 ovinos mayores de dos años de edad, provenientes de 32 

rebaños, localizados en ambos Municipios. Se seleccionaron ocho comunidades para 

ser incluidas en este estudio de acuerdo a la disposición y cooperación de los produc-

tores, dado que algunos productores se mostraron poco cooperantes para proporcio-

nar datos y permitir tomar las muestras necesarias. La raza ovina predominante en el 

área de estudio fue Rambouillet y sus cruzas. Se tomaron muestras sanguíneas del 

10% de animales del rebaño ovino en cada predio de cada comunidad, con una edad 

mayor a dos años, confirmada por fórmula dentaria. Se identificaron los ovinos por 
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medio de aretes plásticos con número, para poder dar seguimiento a los animales que 

pudieran resultar positivos. En estos rebaños no se tenían antecedentes de incidencia 

de la enfermedad y los ovinos no presentaban signos clínicos de infección por Map. 

 

1.4.3. Preparación de las muestras.  

 

En cada rebaño se recolectaron muestras de heces y sangre, de un número 

representativo de animales asintomáticos, hasta reunir un total de 211 muestras de 

cada tipo. Se muestrearon cinco mL de sangre por animal de la vena yugular y se 

colocaron en tubos de plástico para suero de 13 x 100 mm x 5,0 mL (BD Vacutainer®, 

tapón rojo Hemogard™, EUA) adicionados con activador de coagulación y cubierta 

interior de silicón, que fueron procesados para separar el suero, el cual se almacenó 

en un congelador (Thermo Scientific, Forma 7000 modelo 7320A, EUA) a -20°C hasta 

procesarlos mediante la prueba de inmunodifusión en gel de agar (IDGA) (Sergeant et 

al., 2003). Las muestras fecales se obtuvieron del recto del animal con la ayuda de un 

guante de plástico, las muestras se conservaron en congelación a -20°C hasta su uso 

para la extracción de ADN, la cual se llevó a cabo con la técnica descrita por Garrido 

et al. (2000), que brevemente consistió en: tomar dos g de heces, las que se disolvie-

ron durante 15 min en 40 mL de una solución de cloruro de N-cetilpiridinio (HCP) 

(Sigma Chemical Co., EUA) a 0.76%, después se dejaron en reposo durante 18 h; de 

esta solución se tomaron 20 mL, los cuales se centrifugaron durante 10 min a 300 x g. 

El sedimento se lavó tres veces con cinco mL de solución amortiguadora de fosfatos 

(PBS), después se transfirió a microtubos de un mL y se centrifugó por cinco min a 14 

000 x g (Jaimes et al., 2008). La lisis celular se realizó mediante enfriamiento-calenta-

miento (Garrido et al., 2000). Para llevar a cabo este proceso, el producto de lisis se 

centrifugó, el sedimento fue transferido a criotubos y se resuspendió con 500 μL de 

TE-Tritón100X (Tris 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8; tritón 50mM). Los criotubos se colo-

caron tres veces en un termo criogénico (Taylor-Wharton 3K, EUA) a -80°C durante 

cinco min para luego retirarlos y colocarlos en un horno (Felisa HR, México) a 100°C 

por cinco min (Jaimes et al., 2008) de acuerdo con el protocolo, este proceso se llevó 
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a cabo tres veces. La extracción de ADN se realizó usando la técnica descrita por 

Jaimes et al (2008); que brevemente consistió en lo siguiente, a una muestra fecal de 

ovino se agregó 450 μL de isotiocianato de guanidina (Sigma Chemical Co., EUA) 5M 

y 250 μL de acetato de amonio (Sigma Chemical Co., EUA) 7.5 M pH 6.3 y se colocó 

en hielo durante 15 min. Las muestras se transfirieron a microtubos y se les adicionó 

en dos ocasiones 500 μL de cloroformo (Sigma Chemical Co., EUA), alcohol isoamílico 

(24:1), se centrifugó durante cinco min a 14 000 x g. Se recuperó la fase acuosa a la 

que se le agregó 450 μL de isopropanol (Sigma Chemical Co., EUA) y se incubó en 

un ultracongelador (Thermo Scientific Forma 7000 modelo 7320A, EUA) a -20°C du-

rante toda la noche. Después, las muestras se centrifugaron durante 15 min a 14 000 

x g, se realizaron dos lavados con un mL de etanol a 70% y se centrifugó durante cinco 

min a 14 000 x g. El ADN se secó a temperatura ambiente y se resuspendió en 100 

μL de agua miliQ. 

 

1.4.4. Prueba de Inmunodifusión en Gel de Agar (IDGA) 

 

Para la preparación del gel se pesaron 3.75 g de agar noble (Difcolaboratories), 

los cuales se disolvieron por calentamiento en 50 mL de buffer salino de fosfatos (PBS 

1X) para obtener una concentración final de 0.75% de agar; luego se añadió un mL de 

azida de sodio al 0.2% y posteriormente se adicionaron 15 mL de la solución de agar 

en una placa de petri para formar el gel. Una vez polimerizado, se realizaron las per-

foraciones en forma de rosetas. En el pozo del centro se colocó el antígeno 3065 de 

Map (Martínez et al., 2012). En los pozos periféricos se colocaron 30 μL de sueros 

problemas. La placa con las muestras se colocó en una cámara húmeda y se incuba-

ron a 37°C por un periodo entre 24 y 48 h. Las placas se inspeccionaron para detectar 

una banda de precipitación definida. Si la banda se presentaba dentro del periodo de 

48 h, la muestra se consideraba como positiva; de lo contrario se consideraba negativa 

(Sherman et al., 1984).  
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1.4.5. Procedimiento de la PCR Anidada 

 

Para la PCR anidada se utilizaron los iniciadores (Accesolab, S.A. de C.V., Mé-

xico) diseñados por Erume et al. (2001); ptb1 (5’ TGA TCT GGA CAA TGA CGG 

TTACGG A 3’) y ptb4 (5’CGC GGC ACG GCT CTT GTT3’), con los que se obtiene un 

producto de amplificación de 563 pb. Para la segunda reacción de PCR se usaron los 

iniciadores ptb2 (5’ GCC GCG CTG CTGGAG TTA A 3’) y ptb3 (5’ AGC GTC TTT 

GGC GTCGGT CTT G 3’), con los que se obtuvo un producto de amplificaciónde 210 

pb. Los procedimientos de amplificación y visualización se llevaron a cabo de acuerdo 

a procedimiento descrito por Jaimes et al. (2008). Para la primera reacción se utilizaron 

3 μL (10 ng μL–1) de ADN proveniente de heces de ovinos, 5 μL de amortiguador de 

PCR (67 mM μL–1), 3 μL MgCl2 (Sigma Chemical Co., EUA) 2mM (30 mM μL–1), 1 

μL dNTP´s (Gibco BRL Co., EUA) 200 mM c/u, 1 μL(25 p Mol) de los iniciadores Ptb 1 

y Ptb 4 y 0,2 μL (1 U) de ADN polimerasa (Sigma Chemical Co., EUA) termoestable (5 

U μL–1) y 35,8 μL de agua miliQ en un volumen final de 50 μL. Las muestras se am-

plificaron en un termociclador (PCR Sprint1, Termo Electron, Co., EUA) con el si-

guiente programa: desnaturalización inicial a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos a 

95°C por 1 min, 65°C por 1 min y 72°C por 1 min, y una extensión final a 72°C por 5 

min. Para la segunda amplificación se usaron tres μL de la primera amplificación en 

microtubos de PCR que contenían la misma cantidad y concentración de reactivos 

descritos anteriormente, excepto que los iniciadores Ptb1 y Ptb4 fueron sustituidos por 

los iniciadores Ptb2 y Ptb3. Se utilizó el mismo programa del termociclador. Se incluyó 

como testigo positivo el ADN de una cepa Map (K10 19698). Los productos de ampli-

ficación fueron visualizados en gel de agarosa alo 2 %, teñidos con bromuro de etidio 

(Sigma Chemical Co., EUA).  

 

1.4.5. Análisis Estadístico 

 

Para determinar el tamaño de la muestra se consideró una prevalencia esti-

mada de para tuberculosis ovina de 4.4 % (Méndez et l., 2009), para poder utilizarla 
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en un muestreo aleatorio simple, ya que no existen datos en la región, empleando un 

nivel de confianza de 95.0 % y un porcentaje de error de 5,0 %, en donde según la 

metodología de Lwanga y Lemeshow (1991), se obtuvo un tamaño de muestra de 73 

animales, pero se tuvo la oportunidad de muestrear un mayor número de ovinos (211) 

para dar más validez al estudio. Para calcular las diferencias de prevalencia entre co-

munidades, obtenida de cada una de las pruebas de diagnóstico, se utilizó una prueba 

de t-student (Snedecor y Cochran, 1989). Al utilizar dos métodos diferentes para el 

diagnóstico de una enfermedad, es necesario conocer el grado de concordancia entre 

ellos. El grado de concordancia entre ambas pruebas de diagnóstico se expresa con 

el valor de kappa (1<). Este valor expresa el grado de concordancia más allá del azar 

(Cohen, 1960).  

 

1.5. Resultados y Discusión 

 

Los ovinos no presentaban signos clínicos de infección con Map, asimismo las 

comunidades no tenían antecedentes de diagnóstico de la enfermedad. Se encontra-

ron 20 muestras de suero sanguíneo ovino con anticuerpos a Map por la prueba IDGA. 

De acuerdo con los iniciadores diseñados por Erume et al. (2001), para reconocer 

secuencias contenidas en las amplificaciones de un producto con 210 pares de bases 

en la prueba de PCR-anidada, se presentaron bandas amplificadas en 16 de las 211 

muestras de heces, lo que corresponde a la IS900 de Map (Figura 1) y 13 de las 211 

muestras resultaron positivas en ambas pruebas (Cuadro 1). Con la prueba IDGA se 

obtuvo una prevalencia global de Ptb ovina de 9.48 %, oscilando entre 4.35 y 33.33 % 

entre las comunidades estudiadas; y con la prueba de PCR-anidada, la prevalencia 

fue 7.58 %, teniendo una fluctuación entre comunidades de 4.26 y 33.33 %. No se 

encontró diferencia significativa (p = 0.262) para el diagnóstico de Map con las pruebas 

utilizadas. En un estudio realizado en los estados de Querétaro y Guanajuato, México, 

por Chávez et al. (2004) reportaron prevalencias en caprinos (Capra hircus) de 8.8 % 

y en ovinos de 4.4 %. Por otra parte, Vélez-Hernández et al. (1999) determinaron se-

roprevalencias en el Valle de México de 6.39 y 4.89 % en dos rebaños caprinos. En 
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este estudio, IDGA y PCR, se utilizaron comparativamente con el fin de lograr una 

evaluación descriptiva del nivel de positividad de Ptb en la población objetivo. De los 

20 sueros positivos a Ptb detectados por IDGA, siete muestras fecales fueron negati-

vas a la prueba de PCR, representando el 35 % (7/20) de los animales (Cuadro 2). 

Como se observa en los resultados, por la prueba de IDGA se obtuvo un número ma-

yor de animales positivos comparada con la prueba de PCR; 20 vs. 16, respectiva-

mente. Este número menor de muestras positivas obtenidas por PCR, se explica por-

que los bacilos son desechados de manera intermitente en las heces (Sergeant et al., 

2003), lo que permite sugerir que si solo se utiliza la prueba de PCR para diagnosticar 

Ptb, se realicen diferentes muestreos para dar un resultado más certero. Los autores 

apoyan la hipótesis de que estos ovinos están infectados, a pesar de que el grupo 

criterio tenía una condición corporal clínicamente sana, pero es probable que en el 

momento de la toma de muestra los individuos no estuvieran excretando un número 

de organismos adecuados para ser detectados por la prueba de PCR. Aún y cuando 

el grupo criterio eran animales mayores de dos años edad, ya que la literatura reporta 

que en este periodo de edad es en donde existe mayor probabilidad de encontrar an-

ticuerpos circulantes y excreción de microorganismos en heces (Collins, 2003). Con 

base en los resultados obtenidos, se puede decir que IDGA presentó mayor sensibili-

dad al compararla con PCR, 81 vs 65 %, respectivamente (Cuadro 2); de igual forma 

es mayor a las sensibilidades reportadas por Gumber et al. (2006) de 8.3 % y por Hope 

et al. (2000) de 56.0 %. La sensibilidad de la prueba IDGA está relacionada con el tipo 

de antígeno utilizado. En este estudio el antígeno utilizado fue el 3065 (Martínez et al., 

2012), por lo que pueden diferir los resultados de otros reportes de IDGA. La prueba 

de IDGA tiene capacidad de detectar un número mayor de animales infectados, lo cual 

ofrece ventaja al utilizarla como prueba de diagnóstico para esta enfermedad. Las 

pruebas de IDGA y PCR coincidieron en 56.5 % (13/23) del total de animales positivos, 

y la amplificación del elemento de inserción IS900 específico para Map en heces está 

asociada con la titulación de los sueros reactivos detectados por IDGA en 6. 2% 

(13/211) del total de ovinos muestreados. Esto indica que los ovinos, además de pre-

sentar anticuerpos detectables por IDGA, también eliminaban el bacilo por heces, 



 

68 

  

como lo reporta Gwozdz et al. (1997). Los resultados del análisis revelaron que la 

prueba tuvo una sensibilidad de 81 % y una especificidad de 96 % (Cuadro 2). Con 

respecto al 18.75 % (3/16) de los ovinos que resultaron negativos a IDGA, pero posi-

tivos a PCR, se considera que pudo deberse a la falta de anticuerpos detectables, 

pues esta prueba necesita gran cantidad de anticuerpos para expresar la precipitación 

en el gel. Esto sucede en las etapas tempranas de la infección y pueden pasar varios 

meses o años, antes de que el nivel de anticuerpos circulantes sea suficiente para 

desencadenar una reacción positiva, permaneciendo la respuesta humoral bajo el lí-

mite de detección de las pruebas serológicas actualmente disponibles (Toman et al., 

2003). Por lo tanto, los factores que afectan la capacidad de detección de la infección 

como: niveles bajos o nulos de anticuerpos en sangre y excreción intermitente de la 

bacteria en heces (Stabel, 1998), así como la posibilidad de una transmisión vertical 

de madre a feto vía intrauterina y a través del calostro en los corderos (Toman et al., 

2003), es probable que los niveles de infección encontrada en los rebaños examinados 

sea mayor a la reportada en esta investigación. Si bien los resultados expuestos en 

este estudio muestran que no existe diferencia entre los métodos de diagnóstico usa-

dos, se sugiere el método de Inmunodifusión en Gel de Agar (IDGA) por ser una téc-

nica que no requiere equipos costosos de laboratorio para su uso. Cualquier método 

de diagnóstico elegido será válido para iniciar el diagnóstico de la Ptb y tomar las 

medidas para su control, como separar y eliminar animales positivos, con el fin de 

disminuir la diseminación de la enfermedad en el rebaño, aun y cuando existe poca 

información epidemiológica que implica la enfermedad; sin embargo, se conoce que 

un animal que conviva con el menor número de patógenos va a tener mayor produc-

ción. 

 

1.6. Conclusiones 

 

Este estudio es el primer reporte de la infección por Map en el estado de San 

Luis Potosí, México. Con base en los resultados obtenidos en el estudio se reporta 

una prevalencia de la infección por Map en los municipios de Villa de Ramos y Salinas 
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del estado de San Luis Potosí de 9.48% y de 7.58% con las técnicas IDGA y PCR, 

respectivamente. Por medio de la prueba IDGA, se obtuvo una mayor sensibilidad al 

compararla con la prueba de PCR, aunque los resultados muestran que no existe una 

diferencia significativa entre los métodos de diagnóstico utilizados. 
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Cuadro 1.  Resultados de la prevalencia de Map por las técnicas inmunodifusión 

en agar gel (IDAG) y reacción en cadena de polimerasa – anidada (PCR-

anidada) en rebaños de los municipios de Salinas y Villa de Ramos, San 

Luis Potosí. 

COMUNIDAD 

TOTAL 

DE OVI-

NOS 

POSITIVO 

CON 

IDAG 

PREV. 

% 

POSITIVO 

CON 

PCR 

PREV. 

% 

Cerro Pinillos 10 0 0.00 0 0.00 

Salinas  3 1 33.33 0 0.00 

Diego Martin 7 1 14.29 1 14.29 

El Calvario 3 1 33.33 1 33.33 

El Zacatón 54 8 14.81 6 11.11 

La Herradura 47 3 6.38 2 4.26 

Lagunillas 23 1 4.35 0 0.00 

Sn Pedro del Saltito 29 0 0.00 0 0.00 

Villa de Ramos 28 3 10.71 4 14.29 

Zaragoza 7 2 28.57 2 28.57 

TOTAL 211 20 9.48 16 7.58 
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Cuadro 2. Análisis de sensibilidad, especificidad y concordancia de la compara-

ción Inmunodifusión en agar gel (IDAG) empleando PCR-anidada como 

prueba definitiva. 

 

 

IDAG 

PCR (IS900) Total 

+ - 

+ 13a 
 7b 20(a+b) 

- 3c
 188d 191(c+d) 

Total  16(a+c) 195(b+d) 211n 

Sensibilidad :    a / (a + c) x 100 = 81% 

Especificidad:  d / (b + d) x 100 = 96% 

Concordancia: Kappa = 0.96 

 

 

Figura 1. Amplificación del ADN genómico de heces de ovinos por PCR anidada. 

Amplificación de un producto de 210 pb de la IS900 de Map. Carril 1: mar-

cador de tamaño molecular de 50 pb; carril 2: control positivo K1O Map; 

carriles 3 y 6  muestras que no amplificaron; carriles 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12 

y 13 muestras amplificadas; carril 14: control negativo. 
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CAPITULO 2. PRÁCTICAS DE MANEJO ASOCIADAS CON LA SEROPREVALEN-

CIA DE PARATUBERCULOSIS EN REBAÑOS DE OVINOS EN DOS MUNICIPIOS 

DE SAN LUIS POTOSÍ, MÉXICO** 

 

Management Practices Associated with Seroprevalence Paratuberculosis Herd 

Sheep in two municipality of San Luis Potosí, Mexico 

 
 

2.1. Resumen 

 

El objetivo fue identificar prácticas de manejo de rebaño asociadas con la sero-

prevalencia de paratuberculosis (Ptb) en ovinos. Se diagnosticaron 242 muestras san-

guíneas de ovejas usando la prueba de inmunodifusión en gel de agar (IDAG). La 

información de los rebaños a través de una encuesta fue agrupada en: variables del 

Predio, variables del Rebaño, variables de Manejo y variables de Origen y Destino de 

los ovinos. Se usó una regresión logística (RL) para analizar los datos. El nivel de 

seroprevalencia fue de 9.99%. Se encontró que la edad es un factor de riesgo para 

diagnosticar ovinos enfermos (OR = 3.57). La raza Rambouillet presentó mayor riesgo 

para contraer la enfermedad (OR = 1.11). Al no llevar prácticas de manejo sanitario 

resultó un factor de riesgo para la enfermedad (OR = 9.49). La compra de animales 

fuera de la localidad, también puede ser un factor de riesgo (OR = 4.51 y 5.86). Los 

resultados sugieren que existe más riesgo de paratuberculosis, por el contagio fecal-

oral propio de esta enfermedad, en cuanto más grande sea el total de animales y más 

intensivo sea el manejo en el predio. Serán necesarios más estudios para aclarar los 

factores del huésped que están asociados con la resistencia a la infección, ya que lo 

encontrado en este estudio fue que existe un factor racial para animales seropositivos. 

Se confirmó que la prevalencia de Ptb en ovinos, es mayor en rebaños que adquieren 

sus ovinos fuera de su localidad, sin tomar en cuenta las condiciones de salud.  

 

Palabras clave: Diagnóstico, paratuberculosis, Regresión Logística, IDAG.   

 

 
**Investigación aceptada para publicación en: AGROciencia Año 8, Vol.8 Núm.4, Jul- Ago-2015. 
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2.2. Abstract  

 

The objective was identify flock management practices associated with sero-

prevalence of paratuberculosis (PTB) in sheep. Two hundred and forty two sheep blood 

samples were diagnosed using the test agar gel immunodiffusion (AGID). Information 

flock using a survey was grouped into Farm variables, Flock Management variables, 

Origin and Destination of sheep variables. To analyze the data, a logistic regression 

(LR) was used. The level of seroprevalence was 9.99 %. It was found that age is a risk 

factor for diagnosing sick sheep (OR = 3.57). The Rambouillet breed had a higher risk 

of contracting the disease (OR = 1.11). By not carrying health management practices 

proved to be a risk factor for the disease (OR = 9.49). The purchase of animals outside 

the locality, may also be a risk factor (OR = 4.51 and 5.86). The results suggest that 

there is more risk of paratuberculosis by fecal-oral transmission due to the nature of 

the disease, in the larger total animals and more intensive management on the farm. 

Further studies will be needed to clarify host factors that are associated with resistance 

to infection, since it was found in this study that there is a racial factor for seropositive 

animals. It was confirmed that the prevalence of Ptb in sheep is higher in flocks that 

purchase their sheep outside your locality, regardless of health conditions. 

 

Key words: Paratuberculosis, diagnosis, Logistic Regression, AGID. 

 

2.3. Introducción 

 

La paratuberculosis, es una enfermedad contagiosa en bovinos, ovinos, cabras 

y otros rumiantes (Kennedy y Benedictus, 2001). La enfermedad se manifiesta como 

una enteritis crónica que conduce a la reducción de la producción, pérdida de peso y 

finalmente la muerte (Harris y Barletta, 1996). La enteritis crónica provoca mala absor-

ción de nutrientes esenciales en el tracto intestinal y conforme se vaya desarrollando 

la fase clínica de la enfermedad, se hará más notoria la pérdida progresiva de la con-

dición corporal, ocasionada principalmente por el estado de hipoproteinemia en que 
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se encuentra el animal infectado con Map (Clarke y Little, 1996). La manifestación 

clínica de Ptb en ovinos se observa a edades más tempranas que en bovinos, siendo 

la pérdida progresiva de peso la primera manifestación (Dhand et al., 2007). La fuente 

primaria de infección son los animales adultos infectados. A diferencia del ganado bo-

vino, los ovinos y las cabras normalmente no muestran signos de diarrea y debido al 

gradual enflaquecimiento, la enfermedad se pasa por alto en la mayoría de los casos 

(Khodakaram y Rashidi, 2000). Las mortalidades y las subsecuentes pérdidas econó-

micas de ovinos con enfermedad de Johne varían considerablemente entre los reba-

ños infectados, incluso entre lotes con características aparentemente similares. Al-

guna variación inter-rebaño podría estar relacionada con diferencias en la etapa de la 

epidemia de la enfermedad; sin embargo, parece que hay otros factores de riesgo que 

son capaces de afectar la prevalencia de Ptb en el rebaño o explotación (Bush et al., 

2006). Existe poca información en el área de estudio de esta investigación acerca de 

los factores de riesgo que afectan a los ovinos con enfermedad de Johne. Las investi-

gaciones actuales se han enfocado en la vida silvestre como una fuente potencial de 

infección, dado que el agente causal se ha aislado en conejos, zorros, roedores y cér-

vidos, lo que sugiere que la vida silvestre puede estar involucrada en la perpetuación 

del ciclo de la enfermedad (Daniels et al., 2003). Sin embargo, dos estudios identifica-

ron a las prácticas relacionadas con el manejo intensivo, el tamaño del rebaño, la in-

troducción de razas de ovinos de otros países, en donde la enfermedad es endémica 

y la alta tasa de reemplazo, son factores de riesgo para la Ptb (Mainar-Jaime y Vaz-

quez-Boland, 1998). Una encuesta por correo aplicada a productores con rebaños 

afectados por Map en Australia, informó de las asociaciones con factores como: el 

tiempo de infección en el rebaño, altitud, la raza, la práctica de sacrificio, la proporción 

de calidad de los pastos y la textura del suelo (Lugton, 2004). Una investigación de 

factores de riesgo con la  tasa de mortalidad de Ptb en 12 granjas infectadas en el sur 

de Nueva Zelanda del Oeste, encontraron asociaciones con el tamaño del rebaño, la 

proporción de pasturas mejoradas, la carga animal y la edad del cordero del destete 

(Toribio et al., 2005). Una prueba de campo, que se llevó a cabo en el sur de Nueva 

Zelanda del Oeste, identificó altos niveles de contaminación de pastos y la exposición 
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de ovinos jóvenes, como los principales factores responsables de la presencia de da-

ños histológicos, lesiones o la aparición de la mortalidad por Ptb (Whittington y Mcgre-

gor, 2005). Los factores ambientales en los cuales se establece un rebaño son muy 

importantes para tener un manejo adecuado de la raza y especie a producir (Dhand et 

al., 2007). En los sistemas de manejo extensivo, las ovejas paren y crían a sus ovejas 

en los pastos. Práctica que no es factible para separar a los corderos recién nacidos 

de las ovejas y criarlos artificialmente, como se hace con el ganado lechero. Tampoco 

es posible eliminar a las ovejas y corderos de las pasturas, y darles de comer una 

ración preparada. Por estrategia comercial, madres y crías deberán estar juntas en los 

pastos hasta que se puedan ser destetados (Abbot et al., 2004). Se considera que hay 

una mayor prevalencia de la enfermedad en el ganado ovino cuyas madres tenían una 

condición corporal muy baja, que son indicadores de la mala nutrición y estrés. Por 

otra parte, una condición corporal baja aumenta la posibilidad y transmisión de la in-

fección a la descendencia por ambas rutas, horizontal y vertical. Una prueba más del 

impacto de la nutrición inadecuada y el estrés que se enfrentan las crías en las prime-

ras 12 semanas de vida, en las cuales son más susceptibles a la enfermedad (Dhand 

et al., 2004). La gravedad de la infección o el grado de difusión dentro de un rebaño 

depende de las condiciones de manejo, el número de animales infectados y la dura-

ción de la infección en el grupo. Debido al largo periodo de incubación, muchos ani-

males en el grupo pueden estar expuestos o infectados subclínicamente por el tiempo 

que cada caso clínico se hace evidente. Esto ha sido referido como efecto iceberg en 

el rebaño. Para cada caso clínico, hasta 15 a 25 animales pueden ser asintomáticos 

en la granja (Stehman, 1996). Una alta carga animal conduce a una mayor contami-

nación de las pasturas con Map, debido a un mayor número de animales por unidad, 

incrementando el esparcimiento de Map como resultado del estrés nutricional. En con-

secuencia, los corderos conocidos por ser altamente susceptibles a la infección están 

expuestos a dosis más altas de Map, que se traduce a una mayor prevalencia de la 

enfermedad entre ellos a través del tiempo (Stehman, 1996). Comprender las vías de 

transmisión de la enfermedad será crucial para el control de la Paratuberculosis. Por 

lo anterior, el objetivo del presente estudio fue identificar algunas prácticas de manejo 
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asociadas con la seroprevalencia de Ptb, por medio del análisis de regresión logística, 

en ovejas infectadas naturalmente de rebaños en dos municipios de San Luis Potosí, 

México. 

 

2.4. Materiales y Métodos 

 

2.4.1. Localización del área de estudio 

 

Se utilizaron rebaños de ovinos de dos municipios del Altiplano Potosino; Villa 

de Ramos: 22° 37′ N y 101° 42′ O a 2070 m de altura, y Salinas: 22º 50’ N y 101º 55’ 

O, a 2200 m de altitud (INEGI, 1994). Presentan una temperatura media anual de 

18.7ºC y una precipitación pluvial media anual de 391 mm, predomina una vegetación 

de matorral micrófilo desértico, espinoso, izotal, pastizal, nopalera y cardonal (Medina 

et al., 2005). 

 

2.4.2. Diseño del Estudio 

 

Los datos sobre prácticas de manejo fueron colectados a partir de una encuesta 

realizada a los productores, directamente en la propiedad. La población de estudio se 

basó de acuerdo al censo ganadero del estado de San Luis Potosí. Para determinar 

el tamaño de la muestra se consideró una prevalencia estimada de paratuberculosis 

ovina de 15% (Santillan et al., 2007) y se utilizó en un muestreo aleatorio simple, ya 

que no existen datos en la región, empleando un nivel de confianza de 95.0% y un 

porcentaje de error de 5.0%, en donde según la metodología de Lwanga y Lemeshow 

(1991), obtenemos un tamaño de muestra de 196 ovinos para encontrar al menos un 

caso. En estos rebaños no se tenían antecedentes de incidencia de la enfermedad, y 

los ovinos no presentaban signos clínicos de infección por Map. La selección de las 

explotaciones se hizo de forma aleatoria y de acuerdo a la disposición y cooperación 

de los productores, para facilitar datos y la toma de las muestras sanguíneas. Se to-

maron muestras de sangre de acuerdo al tamaño del rebaño seleccionado.  
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2.4.3. Procedimiento Serológico 

 

Se tomaron 242 muestras sanguíneas de hembras adultas en etapa productiva, 

mayores de dos años de edad. El diagnóstico serológico se hizo por la prueba de 

inmunodifusión en gel de agar (IDGA). Las muestras de sangre, 5 mL por animal, se 

obtuvieron de la vena yugular en tubos de ensayo para venopunción, a las cuales se 

les separó el suero y se congeló a -20 °C hasta procesar los sueros. Los sueros se 

procesaron por duplicado mediante la prueba de IDGA. Para la preparación del gel, se 

pesaron 0.5 g de agar noble (Difco laboratories), los cuales se disolvieron por calenta-

miento en 50 mL de buffer salino de fosfatos (PBS 1X) para obtener una concentración 

final de 0.75 % de agar. Una vez disuelta, se añadió 1 mL de azida de sodio al 0.2 % 

y posteriormente, se colocaron 15 mL del agar en una caja de petri para formar el gel. 

Una vez polimerizado, se realizaron las perforaciones para formar las rosetas. En el 

pozo del centro se colocó el antígeno protoplasmático de la cepa de Map 3065 (18) y 

en los pozos periféricos, los sueros problema en cantidades iguales (30 μL). La caja 

se mantuvo en una cámara húmeda y se incubaron a 37º C entre 4 y 48 horas para 

realizar la lectura. Se utilizó un suero control positivo comercial (Allied Monitor Inc., 

Estados Unidos de América). Si se presentaba una línea de precipitación bien definida 

entre el pozo del antígeno y suero, se consideraba como resultado positivo, mientras 

que en la ausencia de dicha banda se daba un resultado negativo (Matínez et al, 2012). 

 

2.4.4. Análisis Estadístico 

 

Se realizó un análisis univariado con la prueba de Chi-cuadrada y las variables 

con un valor p ≤ 0.15 se sometieron a un análisis multivariado mediante regresión 

logística (RL) para conocer la asociación de algunas prácticas de manejo y la seropre-

valencia de Ptb, con el  programa computacional SPSS versión 15.0 para Windows 

(SPSS Inc, Chicago IL, USA). Si los animales fueron considerados positivos o negati-

vos a Ptb  por medio de la prueba de IDGA fue la variable respuesta. La información 
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colectada fue clasificada en cuatro secciones como variables predictoras: 1) Variables 

concernientes al predio como: a) localidades; La Herradura, Villa de Ramos y Salinas, 

las dos primeras  del municipio de Villa de Ramos y Salinas del municipio de Salinas, 

cada localidad con rebaños seleccionados al azar; b) superficie (la que ocupa el ga-

nado, expresado en Ha); c) tamaño del rebaño (total de ovinos en el predio), d) manejo 

alimenticio (si el ganado es alimentado en pastoreo o en estabulación); 2) Variables 

concernientes al rebaño, tales como: a) edad (expresado en años), b) raza (criolla, 

cruza con Rambouillet y Rambouillet) y 3) Variables relacionadas con el manejo del 

rebaño, tales como: a) tipo de alimentación (agostadero, alimento balanceado o es-

quilmos), b) sanidad, c) reproducción y d) manejo general. Finalmente, 4) Variables 

relacionadas con el origen y destino, como lugar de: a) venta y b) compra del ganado 

ovino.      

 

2.5. Resultados y Discusión 

 

  De los 242 sueros de ovejas muestreadas, 21 fueron positivos a la prueba 

IDGA, resultando una prevalencia real de 9.99 %, tomando en cuenta una sensibilidad 

de 85.71 % y especificidad de 72.6 % (Sherman et al., 1984). En el tamaño de los 

rebaños encuestados, predominaban las explotaciones entre 61-150 cabezas (48.35 

%; 117/242), en los otros grupos eran menores a 60 cabezas (28.51 %; 69/242) y 

mayores a 150 cabezas (23.14 %; 56/242). Se componían mayoritariamente por razas 

cruzadas obtenidas a partir de la raza Rambouillet (74.8 %; 181/242). Más de la mitad 

de los rebaños (64.9 %; 157/242) fueron catalogados como rústicos, sin registros ni 

control sanitario o reproductivo. Los corrales, en donde alojaban o guardaban el re-

baño en la noche, estaban construidos con madera y alambre de púas. La mayoría de 

las explotaciones de ovinos eran de tipo extensivo (80.1 %; 196/242); es decir, los 

ovinos pasaban una gran parte del día en pastoreo, realizado en terrenos comunales, 

con superficies entre 0 y 200 ha (59.5 %; 144/242). La reproducción era inspeccionada 

alguna vez (cubriciones controladas, sincronización de celos) en el 68.6 % de los re-

baños (166/242). Para el manejo sanitario, los servicios veterinarios mostraron una 
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baja asistencia (10.0 %) y solamente tres propietarios dijeron ocupar los servicios para 

vacunaciones oficiales (brucelosis), los entrevistados dijeron pagar servicios veterina-

rios (Cuadro 3). 

 

Los análisis de seroprevalencia son una buena herramienta en epidemiología 

para estimar las tasas de infección o contacto con un determinado agente en las po-

blaciones (Tyler et al., 1989). Son pocos los resultados de prevalencia de Map que 

han sido reportados en México, prevalencias de 4.4 % en ganado ovino, reportado en 

un estudio de casos recibidos para diagnóstico serológico en el laboratorio de patolo-

gía animal de Calamanda, Querétaro (Méndez et al., 2009), de 8.8 % en ovinos del 

estado de Guanajuato (Chávez, 2009), y por otra parte, Santillán et al. (2007), repor-

taron una seroprevalencia de 15.0 % en Silao, municipio de Guanajuato. La prevalen-

cia del 9.99 % encontrada en este estudio, es considerada alta en los municipios en 

estudio, de acuerdo a los autores previamente mencionados. Es conveniente indicar 

que el impacto de la enfermedad no se refleja económicamente, pues cuando los pro-

ductores tienen problemas con los ovinos infectados (emaciación), y al no responder 

a tratamientos de desparasitaciones y vitamínicos que usan, prefieren enviarlos al ras-

tro o matadero; razón por la cual los productores no reportan bajas por muerte.    

 

2.5.1. Variables del Predio 

 

En el análisis univariado se encontró asociación significativa (p < 0.15) entre los 

rebaños con al menos un ovino seropositivo a la prueba IDGA   con las doce variables, 

todas fueron incluidas en el modelo de regresión logística. En el análisis final de re-

gresión logística se encontró que no hubo diferencias significativas entre las variables: 

“Localidad”, “Superficie”, “Pastoreo”, “Alimentación”, “Reproducción”, “Manejo general” 

y “Venta”.  
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Las muestras de este estudio fueron estratificadas por localidades a causa de 

presentar diferencias en el tipo de manejo que se da en cada zona, ya que se encon-

traban a distancias relativamente grandes (20 km), aunque las condiciones ambienta-

les (orográficas, suelo y vegetación) eran semejantes en las tres localidades; sin em-

bargo, no hubo asociación significativa entre localidades y la presencia de ovinos se-

ropositivos. En caso particular de la brucelosis, Reviriego et al. (2000), mencionan que 

de las condiciones ambientales, los tipos de suelos tienen un papel importante en la 

epidemiologia de dicha enfermedad. Los rebaños fueron agrupados de acuerdo a  la 

superficie en donde alojaban el ganado la mayor parte del tiempo, y de igual forma al 

total de animales que conformaba el rebaño, con la finalidad de determinar la densidad 

animal, el hacinamiento o el contacto con otros ovinos que pudieran ser factores para 

la transmisión de Map, encontrando que ninguna de las tres categorías de superficie 

fue un factor de riesgo para contraer la enfermedad, pero si en el total de animales del 

predio, en donde existió menor riesgo de contraer la enfermedad fue en los rebaños > 

61 ovinos. Esto concuerda con lo reportado por Coelho et al. (2010), que en rebaños 

con 31 a 60 ovinos, tienen un alto riesgo de presentar la enfermedad, comparado con 

aquellos rebaños con mayor o menor número de ovinos; infiriendo que en los rebaños 

pequeños, el contacto entre animales es mayor que en rebaños más grandes. Situa-

ción similar ocurre en aquellas explotaciones que son manejadas en patios o en la 

misma casa, teniendo mayor contacto con las excretas (Muskens et al., 2003). En 

rebaños mayores, Mainar-Jaime y Velázquez-Boland (1998) reportan mayor cantidad 

de seropositivos en rebaños mayores de 200 ovinos, lo que fue asociado con prácticas 

de manejo deficiente y mayor contacto con otros ovinos. Por otra parte, se ha mencio-

nado que la tasa alta de población en sistemas extensivos, tiene efectos perjudiciales 

que conducen a la mala la condición corporal de las ovejas de parto o de su progenie 

debido a la competencia por el alimento, y en animales estresados e infectados pue-

den empezar a eliminar micobacterias; así mismo, las ovejas en movimiento a lo largo 

de las carreteras, también frecuentados por las ovejas de los rebaños vecinos, au-

menta la probabilidad de contagio (Dhand et al., 2007). 
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2.5.2. Variables de Rebaño 

 

Se encontró que la edad es un factor de riesgo para diagnosticar ovinos enfer-

mos, pues resultó un OR = 3.57 con los ovinos de entre cuatro y seis años de edad. 

La raza Rambouillet presentó mayor riesgo de contraer la enfermedad (OR = 1.11) 

que los ovinos cruza con esta raza y los ovinos criollos de este estudio.  

 

La edad apareció como un factor de riesgo en los ovinos de entre 4 y 6 años de 

edad, comparado con los grupos de menor y mayor edad, condición presentada por la 

naturaleza de la enfermedad y la técnica de diagnóstico elegida (IDGA), ya que los 

animales más susceptibles de contraer la infección son los jóvenes, especialmente 

antes de los seis meses de edad, pero las manifestaciones clínicas aparecen a la edad 

de dos a cinco años (Harris y Barletta, 2001). Al igual, tener presente que un resultado 

negativo no prueba que el animal está libre de la infección, ya que puede ser reflejo 

únicamente de que las muestras analizadas no contienen anticuerpos (Manning y Co-

llins, 2001), y debido a que la sensibilidad de esta técnica serológica es mayor en 

animales con lesiones lepromatosas (Clarke y Little, 1996 ), con un nivel elevado de 

excreción de Map en heces o animales que se encuentran en las fases más tardías 

de la enfermedad con signos clínicos (Sweeney, 1996), siendo incapaces de identificar 

animales en fases tempranas de la infección. 

 

En cuanto a los resultados de las razas y sus cruzas, se encontró mayor número 

de animales seropositivos en los ovinos de la raza Rambouillet, en comparación con 

los criollos o cruzas; esto podría estar relacionado, aunque no fue posible medirlo, con 

la susceptibilidad-resistencia de la infección entre razas (Koets et al., 2000). La dife-

rencia encontrada con respecto a los ovinos criollos podría deberse a la adaptación, o 

bien que los ovinos de raza pura están infectados y al ser introducidos al rebaño, se 

disemina la enfermedad. Por otra parte, también se observó que las razas puras son 

adquiridas para mejora genética y tienen un manejo intensivo en el área de estudio. 

Por ejemplo en el bovino, se ha manifestado que las mejores ejemplares parecen ser 
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más propensos a desarrollar la Ptb y resultar positivos a la prueba de IDGA (Merkal et 

al., 1995). 

 

2.5.3. Variables de Manejo 

 

Al no llevar prácticas de manejo sanitario resultó un factor de riesgo para la 

enfermedad (OR = 9.49). La compra de animales fuera del municipio o aun en otro 

estado, también puede ser un factor de riesgo (OR = 4.51 y 5.86, respectivamente). 

Rebaños de entre 61 y 150 cabezas tuvieron mayor riesgo de ser seropositivos (Cua-

dro 4). 

 

Las prácticas de manejo como alimentación no fueron representativas para ser 

un factor de riesgo, ya que de acuerdo a esta variable no hubo diferencia en el tipo de 

alimento que se ofreció. Sobre las prácticas sanitarias como manejo del estiércol, des-

parasitaciones y vacunaciones de rutina (brucelosis, clostridiosis y salmonelosis) pre-

vienen la transmisión de la enfermedad (Coelho et al., 2010), ya que se encontraron 

baja incidencia de Ptb, así como que la poca acumulación de estiércol (Goodger et al., 

1996). De acuerdo a los rebaños encontrados en este estudio, la mayoría son mane-

jados como explotaciones extensivas de pastoreo y el manejo del estiércol no es un 

problema latente para la transmisión de la enfermedad, pues los rebaños que utilizan 

corrales de encierro nocturno son rotativos; es decir, según se vaya agotando la ve-

getación van construyendo nuevos corrales y así evitan la acumulación de estiércol en 

una área determinada. Por otro lado, el aspecto de sanidad animal es incipiente o 

escasa, pues la mayoría de los rebaños no tiene acceso a los servicios médicos vete-

rinarios y menos a información sobre la transmisión y prevención de la enfermedad, 

razones importantes para el control de la Ptb. El manejo reproductivo no fue significa-

tivo para estar relacionado con la transmisión de la paratuberculosis en este estudio. 
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2.6. Conclusiones 

 

La mayoría de las explotaciones se infectan a través de la compra de animales 

enfermos aparentemente sanos; a partir de animales portadores, la transmisión ocurre 

por la vía fecal-oral y por la ingestión accidental de materia fecal, situación a considerar 

cuando se diagnóstica un rebaño positivo. Por lo tanto, factores como la compra y 

venta de ganado, deberán ser tomados en cuenta para minimizar el riesgo de la infec-

ción. En este estudio, la compra resultó ser la práctica de mayor riesgo en la seropre-

valencia de la Ptb. Por lo tanto, para este punto se debe contar con un diagnóstico 

eficiente para reducir el riesgo del ingreso de nuevas enfermedades a cada rebaño.  

 

Debido a las limitaciones por el diseño de este estudio tipo transversal, los re-

sultados deben ser interpretados cuidadosamente, dado que no fue posible identificar 

claramente una relación causa-efecto. Sin embargo, la información proporcionada por 

la presente investigación puede hacer una contribución importante para que las futuras 

estrategias de diseño sean más apropiadas. Varios factores de este estudio fueron 

asociados con la seropositividad. Los resultados sugieren que en cuanto más grande 

sea el total de animales en el predio, mayor será la seroprevalencia, y también que en 

cuanto más intensivo sea el manejo, es posible que exista más riesgo de Ptb, por el 

contagio fecal-oral propio de esta enfermedad. Serán necesarios más estudios para 

aclarar los factores del huésped que están asociados con la resistencia a la infección, 

ya que lo encontrado en este estudio fue que existe un factor racial para animales 

seropositivos. Se confirmó que la prevalencia de Ptb en ovinos, es mayor en rebaños 

que adquieren sus ovinos fuera de su localidad, sin tomar en cuenta las condiciones 

de salud. Las variaciones de Ptb entre rebaños, nos llevó a especular que el manejo 

es un factor que influye en la expresión de la Ptb y que las recomendaciones sobre 

este tema pueden mejorar en el rebaño el control de la enfermedad en aéreas con 

características similares a este trabajo. Estos factores no deben ser considerarse en 

lo individual, sino como elementos que forman parte de un proceso complejo y que en 
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conjunto, contribuyen a la presencia de ovinos seropositivos con Map, confirmándose 

la naturaleza multifactorial de la paratuberculosis ovina. 
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Cuadro 3. Variables relacionadas con la seropositividad por IDGA a Mycobacte-

rium avium subs. paratuberculosis en el análisis univariado. 

Variable Categoría Núm. 

Anim. 

% 

IDGA 

Variable Categoría Núm. 

Anim 

% 

IDGA 

Localid. Herradura 52 5.8 Manejo Pastoreo  196 7.7 

 Salinas 24 12.5 Aliment. Estab. 46 13.0 

 V. Ramos 166 9.0 Tipo de Agostad. 37 0.0 

Superf. 0-200 144 9.7 alimento A. balanc. 134 9.0 

 201-500 57 7.0  Esquilmos 71 12.7 

 501-3000 41 7.3 Raza Criollo 51 5.9 

Tamaño 10-60 69 8.7  C X R 181 9.4 

rebaño 61-150 117 6.8  Ramb. 10 10.0 

 151-600 56 12.5 Manejo Rústico 157 5.1 

Edad  2-3 127 10.2  Tecnif. 85 15.3 

 4-6 84 8.3 Reprod. C. manej 166 9.0 

 7-8 31 3.2  S. manej 76 7.9 

Venta M. Mpio. 195 7.2 Sanidad C. manej 218 8.3 

 O. Mpio. 47 14.9  S. manej 24 12.5 

Compra M. Mpio. 167 7.8     

 O. Mpio. 54 13.0     

 O. Edo. 21 4.8     

M = mismo; O = otro.      C = con; S = sin.  
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Cuadro 4. Resultados de la regresión logística para la relación entre las va-

riables en estudio y los resultados positivos a Map. 

 

 

  P ORa I.C. b 95 % 

Clasificación Variable   Inferior Superior 

Predio Localidad     

 La Herradura     

 Salinas 0.281 1.08 1.67 7.83 

 Villa de Ramos 0.149 5.82 2.85 40.13 

 Superficie ha     

 1 - 20      

 201 - 500  0.085 1.83 1.06 60.66 

 501 - 3000 has 0.103 0.89 0.27 30.67 

 Total animales     

 20 – 60     

 61 – 150 0.008 0.79 0.03 24.59 

 151 – 600 0.023 0.15 0.02 1.31 

 Pastoreo     

 Estabulado     

 Pastoreo 0.998 0.03 0.00 45.86 

Rebaño Edad (años)     

 2 – 3     

 4 – 6 0.002 3.57 0.36 35.53 

 7 – 10 0.076 1.49 0.13 17.56 

 Raza     

 Criolla     

 Cruza 0.228 0.01 0.00 21.48 

 Rambouillet 0.036 1.11 0.00 13.37 

Manejo Alimentación     

 Agostadero     

 Alim. Balanc.c 0.989 1.80 0.00 0.00 
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 Esquilmos 0.870 0.88 1.18 0.14 

 Sanidad     

 con manejo     

 sin manejo 0.040 9.49 0.01 63.27 

 Reproducción      

 sin manejo     

 con manejo 0.658 0.41 0.01 20.67 

 Manejo general     

 Rústico     

 Tecnificado 0.100 0.08 0.00 1.64 

Orig y destf Compra     

 Mismo mpiod     

 Otro mpio 0.015 4.51 0.11 95.12 

 Otro edoe 0.021 5.86 0.08 130.73 

 Venta      

 Mismo mpio     

 Otro mpio 0.296 2.30 0.11 106.24 

      

 Constante 0.001 1.20 0.32 143.12 

      

a Odds ratio; b intervalo de confianza; c alimento balanceado; d municipio; e estado; f 

origen y destino. 
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CAPITULO 3. ASOCIACIÓN DE POLIMORFISMOS DEL GEN SLC11A1 CON LA 

INFECCION POR Mycobacterium avium SUBSP. paratuberculosis EN OVI-

NOS*** 

 

Association SLC11A1 Gene Polymorphism with Infection Mycobacterium avium 

subsp. paratuberculosis in Ovine 

 

3.1. Resumen 

 

La paratuberculosis, también llamada enfermedad de Johne es una enteritis 

granulomatosa que afecta a rumiantes domésticos y salvajes, que es causada por My-

cobacterium avium subsp. paratuberculosis. Identificar la base molecular de la resis-

tencia del huésped a patógenos ofrece la posibilidad de mejorar la resistencia a enfer-

medades a través de la selección asistida por marcadores. Los objetivos de este es-

tudio fueron la detección de polimorfismos en la región 3'UTR del gen SLC11A1 y 

relacionándolo con los resultados de las pruebas de diagnóstico, estimados por sero-

logia y prueba fecal en ovinos. Ciento cuarenta y dos muestras de sangre y de heces 

de los animales se obtuvieron de tres diferentes rebaños de ovejas y se diagnosticaron 

mediante la prueba serológica de inmunodifusión en gel de agar (IDGA) y heces 

(anidada-PCR). Las muestras del polimorfismo de la región 3 'no traducida (3'UTR) del 

gen SLC11A1, que fue negativo, se asociaron en la A22 microsatélites polimórficos, 

A23 y A24 (P <0,007). Sin embargo, la A19 microsatélites polimórficos, A20, A21 y 

A25 no se asociaron con el 3'UTR (P> 0,05). En las conclusiones, se observó siete 

alelos polimórficos (A19, A20, A21, A22, A23, A24 y A25). Pero sólo, A22, A23 y A24 

se observaron con mayor frecuencia en las dos pruebas de diagnóstico utilizados en 

este estudio. Esto sugiere un posible marcador para la resistencia asociada con la 

paratuberculosis ovina en la región A polimórfica. Los resultados pueden contribuir a 

los conocimientos actuales sobre la susceptibilidad / resistencia a la paratuberculosis. 

 

Palabras clave: Paratuberculosis, polimorfismos, SLC11A1. 

 
***Investigación enviada a: Small Ruminant Research. 
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3.2. Abstract 

 

The objective was detect polymorphisms in the 3'UTR region of the SLC11A1 

gene in sheep, and estimate its relationship with the results of serological and fecal 

paratuberculosis diagnosis. Three flocks classified as negative, positive and negative 

in contact with positive, were taken two diagnostic tests confirmed status. Were diag-

nosed 24 positive and 118 negative samples that by both tests. The genotyping of the 

142 animals in the population under study, seven different alleles (A19, A20, A21, A22, 

A23, A24 and A25) were determined. Only in a very low number of animals, the A19 

and A25 alleles were found. The allele most often found in each population were A22, 

A23 and A24 and make up 78.9% of alleles found. The results of this study indicate a 

possible association of polymorphisms found in the 3'UTR region of the gene, with 

resistance to ovine paratuberculosis to show a difference (p <0.001) between the allelic 

frequencies encountered. The most frequently found alleles (A22, A23 and A24) sug-

gests can be used as a marker to associate the resistance of ovine paratuberculosis in 

A polymorphic region of the seven polymorphic alleles found (A19, A20, A21, A22, A23, 

A24 and A25). It is recommended to conduct research with sizes larger population 

sample, experiments and functional activity of SLC11A1 gene polymorphisms found to 

clearly elucidate the functions thereof. 

 

Key words: Paratuberculosis, polymorphisms, SLC11A1. 

 

3.3. Introducción 

 

La paratuberculosis, también llamada enfermedad de Johne,  es una enteritis 

granulomatosa que afecta a los rumiantes domésticos y silvestres (Erume et al., 2001). 

Es una enfermedad causada por la bacteria Mycobacterium avium subsp. paratubercu-

losis, un patógeno intracelular, habitante de los macrófagos; la bacteria es excretada 

por heces y leche de animales infectados en estados tardíos de la enfermedad (Koets 

et al., 2010). Causa perdida de peso y diarrea progresiva, eventualmente muerte, pero 
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esto se observa solamente en 5 a 10 % de los animales infectados (Chiodini et al., 

1984). La enfermedad constituye una amenaza mundial, ocasionando grandes pérdi-

das económicas para los productores debido al descenso en la producción láctea, me-

nor peso de venta, menor número de crías, costos de tratamiento y por reemplazo de 

animales eliminados (Dhand et al., 2007).  

 

Las pérdidas atribuidas a enfermedades infecciosas continúan impidiendo la in-

dustria ganadera, a pesar del amplio uso de fármacos, vacunas y cuarentenas. Una 

alternativa para el control de estas infecciones zoonóticas es la resistencia genética a 

la enfermedad, la cual es la capacidad inherente del animal para resistir un desafío 

virulento (Adams y Templeton, 1998). El propósito fundamental de la genética, es en-

contrar la asociación entre genotipo y fenotipo. La variación genética es la base de la 

biodiversidad y la evolución, y esta variación puede ser la base de características como 

susceptibilidad a enfermedades, debido al potencial efecto sobre la expresión y/o re-

gulación del gen y por lo tanto, la función de las proteínas.  

 

El gen (NRAMP1) proteína natural de macrófagos asociada a la resistencia 

juega un papel importante en la protección contra varios patógenos intracelulares y se 

identificó primero en ratones por clonación posicional (Vidal et al. 1993). Anteriormente 

nombrado como el locus Bcg / Lsh / Ity por su papel en la resistencia / susceptibilidad 

por infecciones a Mycobacterium bovis cepa Bacilo Callmette-Guerin (Bcg), Leishma-

nia donovani (Lsh) y Salmonella typhimurium (Ity) (Skamene, 1994). El gen NRAMP1, 

en base a su función como un antiportador divalente catión-proton, se ha renombrado 

como portador de solutos miembro de la familia 11 a 1 (SLC11A1), (Goswami et al., 

2001). Esto, en virtud de los efectos pleiotrópicos sobre la activación de macrófagos, 

que tiene potencial para las defensas antimicrobianas (incluyendo antiviral), defensas 

anti-tumor y la autoinmunidad (Blackwell et al., 2000).  

 

La resistencia a las enfermedades es a menudo influida por los factores gené-

ticos y susceptibilidad del huésped. Nuevas investigaciones se han dirigido a detectar 
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asociaciones genéticas, entre las diferencias de susceptibilidad y polimorfismos de un 

gen o genes candidatos, por observaciones de incidencia de paratuberculosis en dife-

rentes razas de bovinos y ovinos (Reddacliff et al., 2005). En particular, la participación 

del gen SLC11A1 se ha demostrado en ratones, humanos y varias especies de ani-

males domésticos (Gazouli et al., 2008). Recientemente, se ha establecido una fuerte 

influencia del gen SLC11A1, sobre la susceptibilidad innata del ratón a la infección con 

Map (Roupie et al., 2008). En ganado se ha descrito una asociación entre los micro-

satélites de la región 3’UTR del gen y la infección a Brucella abortus (Adams y Tem-

pleton, 1998). En la misma región del gen, Estonba et al. (2005) analizaron un frag-

mento anteriormente descrito por Horín et al. (1999), el cual incluía los microsatélites 

de Adams y Templeton (1998) y otros microsatélites adyacentes. 

 

Por su parte, Pinedo et al. (2009) estudiaron polimorfismos de genes candidatos 

como factores de riesgo para la infección de paratuberculosis en ganado, postulando 

que diferentes arreglos de alelos en tres genes candidatos, predominarían en casos 

comparados contra controles; resultando cinco diferentes alelos del análisis de los mi-

crosatélites. El análisis estadístico indicó una asociación entre la infección y los alelos 

del SLC11A1. La función de gen SLC11A1 en coordinación con la inmunidad contra 

bacterias, sugiere una participación en la variación de la susceptibilidad de la paratu-

berculosis.  

 

Los reportes de microsatélites en 3’UTR del gen SLC11a1 comenzaron con Pi-

tel et al. (1996), quienes describen dos microsatélites polimórficos, cerca de gen ovino 

SLC11A1, alelos GT 23 y GT 14. Posteriormente, Matthews y Crawford (1998) confir-

man estos hallazgos, tanto en ovinos como en venados, localizando siete alelos que 

contenían microsatélites GT9 a GT16. Así mismo, Horín et al. (1999) encontraron un 

microsatélite dentro de la región 3 no traducida (3’UTR) del gen bovino Nramp1. Se 

ha estudiado la importancia de la función del gen y su asociación con la resistencia a 

la enfermedad, identificándose dos secuencias dentro del gen bovino NRAMP1. Estas 
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secuencias están localizadas en la región 3’UTR, las cuales muestran un patrón com-

plejo de mutación, consistiendo en una sustitución de T a G en la posición 1782 y una 

variación en el número de dinucleótidos repetidos (GT) en la posición 1907 (Horín et 

al., 1999).  

Las enfermedades infecciosas permanecen entre las más importantes cargas 

sobre la salud animal y humana a pesar de la terapia antibiótica e inmunización que 

han contribuido a su control substancial.  La identificación en bases moleculares de la 

resistencia del huésped a patógenos ofrece la posibilidad de mejorar la resistencia a 

la enfermedad a través de la selección asistida por marcadores. De esta manera, los 

objetivos del presente estudio fueron detectar polimorfismos en la región 3'UTR del 

gen SLC11A1 en ovinos, y estimar su relación con los resultados de diagnóstico sero-

lógico y fecal a la paratuberculosis. 

 

 

3.4. Materiales y Métodos 

 

3.4.1. Muestras 

 

Se tomó un total de 142 muestras sanguíneas y fecales de tres rebaños ovinos 

para ser clasificados como infectados (casos) o sanos (controles) al ser diagnostica-

dos positivos o negativos a las pruebas serológicas (IDGA) y fecales (PCR-anidada); 

considerando solo aquellos animales que coincidieron los resultados (positivos o ne-

gativos) en ambas pruebas. Se muestrearon cinco mL de sangre por animal de la vena 

yugular y se colocaron en tubos de plástico para suero de 13 x 100 mm x 5,0 mL (BD 

Vacutainer®, tapón rojo Hemogard™, EUA) adicionados con activador de coagulación 

y cubierta interior de silicón, que fueron procesados para separar el suero, el cual se 

almacenó en un ultra congelador (Thermo Scientific, Forma 7000 modelo 7320A, EUA) 

a -20°C, para ser  procesados posteriormente  mediante la prueba de inmunodifusión 

en gel de agar (IDGA) (Sergeant et al. 2003). Las muestras fecales se obtuvieron del 

recto del animal con la ayuda de un guante de plástico, las cuales  se conservaron en 
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congelación a -20°C hasta ser analizadas por medio de la PCR-anidada, según la téc-

nica descrita por Jaimes et al. (2008). 

 

3.4.2. Clasificación de los Rebaños 

 

Rebaño negativo: se tomaron 97 muestras de dos rebaños para ser clasificados 

como muestras negativas al no reaccionar a ninguna de las pruebas diagnósticas. Un 

rebaño de la Facultad de Agronomía y Veterinaria de la Universidad Autónoma de San 

Luis Potosí cuenta con 190 ovinos de la raza Rambouillet de donde se obtuvieron 19 

muestras de suero y heces y el otro rebaño propiedad del Centro Estatal de Mejora-

miento Genético Caprino de San Luis Potosí, el cual tiene un inventario de 120 ovinos 

de raza Rambouillet, de donde se extrajeron 78 muestras de heces y sangre para su 

diagnóstico. En estos rebaños no se tienen antecedentes ni presentan signos clínicos 

de infección de la enfermedad. Rebaño positivo: El Centro de Enseñanza, Investiga-

ción y Extensión en Producción Animal en Altiplano CEIEPAA, Tequisquiapan, Queré-

taro, de la Universidad Autónoma de México, colaboró con  24 muestras sanguíneas 

y fecales de ovinos, de su lote experimental de animales infectados con Mycobacte-

rium avium subsp. paratuberculosis, las cuales fueron confirmadas   ser positivas  al 

diagnóstico por ambas pruebas. Rebaño negativo en contacto con positivos: Los ovi-

nos se obtuvieron de rebaños en donde se reportó una prevalencia de 7.58% (Morón 

et al 2013). Se consideraron 21 muestras de 69 muestras de rebaños en donde se 

había detectado al menos un animal positivo, así fueron 21 muestras confirmadas 

como negativas por ambas pruebas. 

 

3.4.3. Extracción  y cuantificación de ADN 

 

Un total de 142 muestras de sangre procedentes de ovinos con estatus negativo 

o positivo confirmado, fueron consideradas para el análisis molecular. La extracción 

de DNA se realizó con el kit BD tractTM (Maxim Biotech, Inc. E. U. A.) de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante. Se transfirieron 2 mL de sangre total con anticoagulante 
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ACD o EDTA a un tubo cónico de 15 mL, se agregaron 2 mL de la solución BD-1, para 

lisar las células o el conjunto membrana citoplasmática de la sangre, se mezcló por 

agitación y se centrifugó a 764 x g por 10 min, se removió el sobrenadante con la 

ayuda de una pipeta de plástico. A los tubos se agregó 2 mL de la solución BD-2 para 

lavar las células rojas del botón celular, se mezcló con una pipeta de plástico y se 

centrifugó a 764 x g por 10 min, posteriormente, se desechó el sobrenadante. Para 

lisar las células nucleadas se resuspendió el botón celular con 0.6 mL de la solución 

de detergente aniónico BD-3, se mezcló varias veces y se incubó a 65 °C por 30 min.  

Se pasó el contenido del tubo de 1.5 mL con ayuda de una pipeta de plástico y se 

agregó 0.2 mL del reactivo BD-4, utilizado para precipitar la proteína, se mezcló bien 

invirtiendo el tubo y se centrifugó a 29000 x g por 10 min. El sobrenadante se transfirió 

a un tubo Eppendorf de 1.5 mL con 0.6 mL de isopropanol, la muestra se mezcló por 

inversión hasta la precipitación del DNA, a continuación se centrifugó a 29000 x g por 

10 min. El sobrenadante se desechó y la pastilla se resuspendió con 1 mL de etanol 

al 70 % frío, posteriormente se centrifugó a 30 x g por 5 min. La pastilla de DNA se 

secó a temperatura ambiente y el DNA se resuspendió en 0.1 mL de agua destilada 

estéril. Los tubos se mantuvieron a 4 °C hasta el momento de la cuantificación. La 

cuantificación del DNA, se determinó mediante la técnica de espectrofotometría en un 

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA). 

 

3.4.4. Análisis de polimorfismos 
 

Para la amplificación de la región del SLC11A1 se utilizaron los iniciadores 

SLC11A1F (5'-ACCTGGTCTGGACCTGTCTCATCA-3') e SLC11A1R (5'-CATTGCAA-

GGTAGGTGTCCCCAT-3') (Liandris et al., 2009), que amplifica un fragmento aproxi-

mado de 373 pares de bases (bp). La mezcla de reacción para PCR se preparó en un 

volumen final de 25 μL conteniendo buffer de la enzima 1 x Taq DNA polimerasa, 0.8 

mM deoxinucleosido trifosfatos (0.2 mM cada uno), 100 ng ADN, 20 pmol de cada 

iniciador y 2 unidades (Una unidad se define como la cantidad de enzima requerida 

para catalizar la incorporación de 10 nmoles de dNTP en un material insoluble en ácido 
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por 30 minutos a 74° C.) de GoTaq DNA (Promega, USA). Las amplificaciones se 

realizaron con un ciclo inicial de desnaturalización a 94 °C por 5 min; 35 ciclos de 

desnaturalización a 94 °C por 45 s, alineamiento a 56 °C por 45 s, y una extensión a 

72 °C por 45 s; finalmente un ciclo de extensión final a 72ºC por 5 min. Todas las 

reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Peltier Thermal Cycler 

PTC-200 (BIORAD, México). Las amplificaciones se verificaron por electroforesis en 

un gel de agarosa al 1.2% preparado con 1x TAE buffer (Tris Acetate-EDTA) y corrido 

a 87 V cm3 durante 1 h. El gel se tiñó con Gel red (Biotium, USA) y las bandas se 

visualizaron en un transiluminador (Infinity 3000 Vilber Lourmat, Germany). Para la 

reacción de secuenciación se limpiaron los productos de PCR con el kit de purificación 

Wizard SV gel and PCR clean up system (Promega, USA), siguiendo las instrucciones 

del fabricante. La reacción de secuenciación se realizó usando el Bigdye terminator v. 

3.1 (Applied Biosystem, USA), los productos de PCR se secuenciaron en ambas di-

recciones para asegurar que no hubiera lecturas de nucleótidos incorrectas. Los frag-

mentos correspondientes al gen se resolvieron por electroforesis capilar en un Applied 

Biosystems modelo 3130XL (Applied BioSystems, USA).  

 

3.4.5. Análisis Bioinformático 

 

Para obtener las secuencias consenso se ensamblaron ambas hebras mediante 

la opción CAP contig del software Bioedit versión 7.2.5 (12/11/2013) (Hall, 1999). Es-

tas secuencias se compararon mediante la opción BLSTN con las depositadas en la 

base de datos de GenBank-NCBI. 

Para observar los alelos polimórficos, las secuencias consenso se alinearon con la 

opción BioEdit Sequence Alignment. Se determinó el número de repeticiones GT en 

cada uno de las muestras secuenciadas.  
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3.4.6. Análisis Estadístico 
 

Para el análisis estadístico se utilizó el programa estadístico SPSS para Win-

dows (versión 15.0) Para determinar la relación entre los polimorfismos encontrados 

del gen SLC11A1 con la presencia de Map, por la prueba serológica y fecal, se utilizó 

la prueba de Chi cuadrada. 

 

3.5. Resultados y Discusión 

  

3.5.1. Resultados positivos y negativos a la detección de Map por las pruebas 

IDGA y PCR 
 

En total se obtuvieron 24 muestras positivas y 118 negativas que fueron diag-

nosticadas por ambas pruebas. El número casos y controles en cada grupo de ovinos 

se muestra en el Cuadro 5. Los animales se agruparon por su clasificación como sus-

ceptibles, por la presencia de anticuerpos anti Mycobacterium avium subs paratu-

berculosis que indica que son animales persistentemente infectados (positivos); o re-

sistentes, por su capacidad para controlar la replicación bacterial intrafagosomal (ne-

gativos).  

 

El problema más importante de las investigaciones en resistencia o susceptibi-

lidad genética de la paratuberculosis, es la dificultad para identificar con precisión los 

animales fenotípicamente infectados. La clasificación fenotípica debe poder distinguir 

entre grupos genéticamente diferentes. Los métodos más sensibles y específicos para 

poder diagnosticar la paratuberculosis están basados en el cultivo y la histopatología 

(Reddacliff et al., 2005), no pudiendo hacerse en animales vivos. La precisión de un 

diagnóstico eficiente debe hacerse con múltiples pruebas; por lo que en este estudio, 
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se utilizaron los resultados de dos pruebas de laboratorio como criterios de clasifica-

ción para evitar fallas en la clasificación de los grupos.  

 

3.5.2. Frecuencias de los alelos polimórficos detectados en el gen SLC11A1  

 

El estudio de los polimorfismos de la región 3 no traducida (3’UTR) de alelos 

del gen SLC11A1 que se basó en el análisis de secuencia de las 142 muestras de 

sangre total, mencionadas anteriormente. De acuerdo a los iniciadores de Liandris et 

al., (2009), quienes reportaron dos regiones polimórficas A y B; en este estudio sola-

mente se identificó la región A de acuerdo al número de repeticiones GT utilizados, en 

la cual se observaron siete microsatélites polimórficos por secuenciación (Cuadro 6). 

En la genotipificación de los 142 animales de la población en estudio, se determinaron 

siete diferentes alelos para SLC11A1 (A19, A20, A21, A22, A23, A24y A25). Los alelos 

A19 y A25 se detectaron solamente en un muy bajo número de animales (1 y 2 res-

pectivamente). Los alelos que más frecuentemente se encontraron en ambas pobla-

ciones fueron A22, A23 y A24 y conforman el 78.9% del total de alelos encontrados 

(Cuadro 6). 

 

La importancia funcional de estos polimorfismo no es conocido. Sin embargo, 

se han reportado asociaciones de la región 3'UTR con la susceptibilidad a la tubercu-

losis en los seres humanos (Bellamy et al., 1999) y con la susceptibilidad a la brucelo-

sis en el ganado bovino (Adams y Templeton, 1998). Estos resultados justifican la 

búsqueda de asociación de marcadores para ganado y patógenos intracelulares, como 

Mycobacterium sp; encontrar tales polimorfismos podría ser útil tanto teórica como 

prácticamente. 

 

Los resultados de este estudio indican una posible asociación de polimorfismos 

encontrados dentro de la región 3’UTR del gen, con la resistencia a la paratuberculosis 

en ovinos. Teniendo en cuenta que esto no implica un significado funcional de las 
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diferencias entre los alelos microsatélites encontrados, ya únicamente actúan como 

marcadores de asociación con la enfermedad. 

 

3.5.3. Asociación de resultados positivos y negativos a Map con los alelos poli-

mórficos de la región A     

 

Se comparó la frecuencia de las repeticiones polimórficas en los tres grupos 

experimentales, dando diferencias significativas en el número de repeticiones para po-

sitivos y negativos en cada uno de los alelos polimórficos (Cuadro 7). Cuando los ani-

males se agruparon por su clasificación, se encontró en los catalogados como resis-

tentes, una alta frecuencia de los alelos A22, A23 y A24 y muy baja frecuencia de los 

alelos A19, A20, A21 y A25. La prueba Chi cuadrada realizada en el programa SPSS 

mostró una diferencia en cómo se presentaron los distintos alelos en los tres grupos 

experimentales. Se encontraron diferencias significativas (p < 0.001) entre las frecuen-

cias alélicas encontradas en los animales en los tres grupos experimentales basada 

en una prueba de Chi cuadrada (Cuadro 7). 

 

En ambos grupos (positivo y negativo) hubo evidencia de la presencia de los 

polimorfismos encontrados, pero los microsatélites GT con mayor número de repeti-

ciones se encontraron en mayor frecuencia con los animales negativos a la paratu-

berculosis ovina, sugiriendo que estas repeticiones le pueden proporcionar cierto 

grado de resistencia a la enfermedad. Así las ovejas con bajo número de repeticiones 

del microsatélites GT pudieron haber sucumbido a una edad temprana a Ptb o a otras 

enfermedades infecciosas intracelulares. 

 

Dos secuencias, dentro del gen bovino NRAMP1, están localizadas en la región 

3’UTR, mostrando un patrón complejo de mutación, consistiendo en una sustitución 

de T a G en la posición 1782 y una variación en el número de dinucleótidos repetidos 

(GT) en la posición 1907 (Horín et al., 1999). La variación del largo de los microsatéli-

tes fue de (GT)13 a (GT)16, mostrando una asociación significativa con la resistencia 
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a la brucelosis bovina. El impacto de la función de la secuencia (GT) en la posición 

1907 del gen fue estudiado y se reportó que el polimorfismos dentro del microsatélite 

en la región 3’UTR afecta la expresión del gen bovino NRAMP1, controlando la repli-

cación in vitro de Brucella abortus, no así, de Salmonella dublin. El papel del microsa-

télite en la regulación de la expresión del gen es mediada a través de cambios en la 

estructura alfa hélice, de la transcripción de los dominios de unión del ADN. Estos 

dominios de unión, flanquean las secuencias repetidas y se encuentran en un lugar 

específico a lo largo de la alfa hélice, que permite su transcripción unidos al ADN en 

una forma cooperativa. Cualquier alteración en la longitud de estas secuencias repeti-

das puede afectar la unión cooperativa de los factores de transcripción necesarios 

para una óptima expresión del gen. Estas observaciones sugieren que la resistencia a 

la infección por Brucella en bovinos puede ser atribuido al proceso de regulación de 

transcripción del gen NRAMP1, mediado a través de la longitud de los poli (GT) repe-

tidos en la 3’UTR (Caron et al., 2004). 

 

3.5.4. Asociación entre cada uno de los microsatélites polimórficos de la región 

A con los resultados a la infección con Mycobacterium avium subs. paratubercu-

losis (Map). 

 

Para determinar cuál alelo influyó en el diagnóstico de la infección se realizaron 

pruebas de Chi cuadrada en un 2 x 2 entre pares de alelos y así determinar en donde 

existió significancia (Cuadro 8). La prueba de Chi cuadrada realizada, provee eviden-

cia de una asociación estadística de los microsatélites polimórficos A23 y A24 con los 

resultados negativos de las muestras. No encontrando asociación entre los resultados 

con los alelos A19, A20, A21, A22 y A25. 

 

El alelo (GT) 13 del 3’UTR del gen SLC11A1 en el ganado vacuno se ha mos-

trado conferir resistencia a la infección por Brucella abortus, mientras que los alelos 

(GT) 14, (GT) 15 y (GT) 16 fueron asociados con la susceptibilidad (Adams y Temple-
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ton, 1998; Barthel et al., 2000). Sin embargo el alelo GT13 aun en condición homoci-

gótica se encontró que es incapaz de proteger al ganado cebú y sus cruzas con Bos 

taurus contra brucelosis (Kumar et al., 2005). También al estudiar polimorfismos del 

gen humano NRAMP1 en 65 pacientes con brucelosis y 89 controles sanos, no se 

encontró diferencias significativas en los alelos estudiados. Por lo tanto, las variantes 

de gen NRAMP1 no parecen afectar a la susceptibilidad o protección en humanos 

(Bravo et al., 2006). 

 

Mientras tanto, Reddacliff et al. (2005) registraron una asociación similar en 

ovejas con la correlación de la resistencia a paratuberculosis con alelos polimórficos 

del gen SLC11A1. Este estudio en Merino australiano rebeló la posible asociación de 

los alelos 162 y 170 bp del microsatélite OVINRA1 dentro del gen, con la susceptibili-

dad resistencia respectivamente a la paratuberculosis clínica. Es cierto que no todos 

los resultados están de acuerdo con lo anterior; ya que según Paixáo et al. (2007), 

quienes investigaron una asociación entre la infección por B. abortus de los bovinos y 

la expresión de la gen NARMP1, no encontrando ninguna correlación, con la suscep-

tibilidad resistencia a la paratuberculosis. 

 

Finalmente es necesario realizar más estudios en otras poblaciones ovinas para 

buscar la misma región polimórfica, y de esta forma confirmar los resultados encontra-

dos en este estudio.  

 

3.6. Conclusiones 

 

En conclusión, los alelos GT 22, 23, y 24 se encuentran con mayor frecuencia 

en animales negativos en ambas pruebas de diagnóstico, utilizadas en este estudio, 

lo que sugiere que podría ser un marcador para asociar la resistencia a la paratubercu-

losis ovina de una región polimórfica. En este estudio se encontró que estos alelos 

pueden estar asociados con la resistencia a la enfermedad, ya que eran más a menudo 

en ovejas sanas, lo que confirma que también se encontraron en animales sanos que 
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estaban en contacto con los animales positivos, siendo capaces de infectarse fácil-

mente. Serán necesarios análisis adicionales en bases moleculares para corroborar 

este efecto.  

 

Sin embargo, los resultados pueden contribuir a los conocimientos actuales so-

bre la susceptibilidad / resistencia a la paratuberculosis y conducir a la investigación 

con los estudios completos, con mayores muestras de población.  

 

Por último, no se espera que la cría de animales con un cierto grado de resis-

tencia natural pueda ser una manera completa para prevenir enfermedades infeccio-

sas. Sin embargo, el aumento de la resistencia natural, a través de la cría selectiva, 

se espera que sea una forma de disminuir la morbilidad y las pérdidas económicas 

causadas por enfermedades infecciosas, como es el caso de la paratuberculosis. 
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Cuadro 5. Distribución de ovinos negativos y positivos por las pruebas 

diagnósticas de IDAG y PCR en tres rebaños.  

 NEGATIVOS POSITIVOS TOTAL 

Rebaño negativo 97 0 97 

Rebaño positivo 21 0 21 

Rebaño negativo en contacto con positivos 0 24 24 

TOTAL 118 24 142 

 

 

 

Cuadro 6. Frecuencias de alelos polimórficos detectados en la 

región 3'UTR de gen ovino SLC11A1. 

 

Región A Frecuencia 

A19: AAGG(GT)19 GCACGC 1(0.70%) 

A20: AAGG(GT)20 GCACGC 6 (4.23%) 

A21: AAGG(GT)21 GCACGC 21 (14.79%) 

A22: AAGG(GT)22 GCACGC 35 (24.65%) 

A23: AAGG(GT)23 GCACGC 55 (38.73%) 

A24: AAGG(GT)24 GCACGC 22 (15.49%) 

A25:AAGG(GT)25 GCACGC 2 (1.41%) 
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Cuadro 7. Asociación de los resultados de las pruebas de Inmunodifu-

sión en Gel de Agar (IDGA) y de Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR) con la frecuencia polimórfica identificada en 

la región A, en los grupos: negativo, negativo en contacto con 

positivo y positivo. 

 

 Rebaño 

negativo 

Rebaño ne-

gativo en 

contacto 

con positivo 

Rebaño 

positivo 

TOTAL 

A19 1 0 0 1 

A20 5 0 1 6 

A21 10 7 4 21 

A22 28 4 3 35 

A23 41 8 6 55 

A24 10 2 10 22 

A25 2 0 0 2 

TOTAL 97a 21b 24c 142 

Diferentes literales en la misma línea son diferentes (p < 0.001; Chi cuadrada) 

 

Cuadro 8. Asociación entre cada uno de los microsatélites polimórficos de 

la región A con los resultados a la infección con Mycobacterium 

avium subs. paratuberculosis (Map). 

 

Alelo Negativos Positivos p 

A19 1 N.O. 0.852 

A20 5 1 0.793 

A21 17 4 0.180 

A22 32 3 0.077 

A23 49 6 0.000 

A24 12 10 0.000 

A25 2 N.O. 0.748 
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III. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS 

 

En el ganado ovino del Altiplano Potosino, de acuerdo a los resultados de esta 

investigación, la paratuberculosis representa un problema sanitario y económico muy 

importante. Este hecho debería traducirse en la aplicación real de un programa de 

prevención, control y erradicación. 

 

La enfermedad de Johne es una enfermedad en el ganado, es responsable de 

una pérdida considerable en la leche, así como la industria de carne, ocacionando 

perdidas económicas importantes. Por lo tanto, es necesario un programa de control 

y para esto, primero, se tiene que diagnosticar la enfermedad. Se ha encontrado que 

no hay una sola prueba que tenga 100 por ciento de sensibilidad y especificidad. Por 

tanto, para el diagnóstico de la paratuberculosis ovina recomendamos que al menos 

se hagan dos pruebas diagnóstico. En esta primera etapa del estudio para estimar la  

prevalencia del Map, se utilizó la prueba molecular de PCR, detectando un 7.58 % de 

ovinos infectados;  y también una prueba serológica, IDAG, la cual detectó un 9.48 %  

de prevalencia; siendo esta última la de menor precio comparadas con otras que in-

cluyen equipo de laboratorio más sofisticado. Si bien los resultados encontrados en 

este estudio muestran que no existe diferencia entre los métodos de diagnóstico usa-

dos, se sugiere el método de inmunodifusión en agar gel (IDAG) por ser una técnica 

que no requiere equipos costosos de laboratorio para su uso. 

 

Por lo tanto, el control de la enfermedad mediante la eliminación de reactores 

positivos depende de la realización de pruebas a la mitad del año o anual. Los factores 

que influyen sobre la presencia de la paratuberculosis sugieren que en cuanto más 

grande sea el total de animales en el predio, mayor será la seroprevalencia, y también 

que en cuanto más intensivo sea el manejo, es posible que exista más riesgo de Ptb, 

por el contagio fecal-oral propio de esta enfermedad. Las variaciones de Ptb entre 

rebaños, nos llevó a especular que el manejo es un factor que influye en la expresión 

de la Ptb y que las recomendaciones sobre este tema pueden mejorar en el rebaño el 
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control de la enfermedad en áreas con características similares a esta investigación. 

Confirmándose la naturaleza multifactorial de la paratuberculosis ovina. Pero dentro 

de un rebaño sin cambio en el manejo de la higiene del ganado, tales procedimientos 

no tienen éxito en la reducción de la transmisión de la infección. Varios estudios han 

demostrado que la vacunación es la mejor estrategia para el control de la paratubercu-

losis. Programas de vacunas sugieren fuertemente que la vacunación tiene más un 

efecto terapéutico que preventivo. 

 

En el análisis de las secuencias de la región 3’UTR del gen SLC11A1 y su re-

lación con la susceptibilidad / resistencia a la paratuberculosis, demuestran que los 

polimorfismos encontrados en el gen, presentes para cada tipo de estatus de infección 

a Map  de los ovinos, son el reflejo a pequeña escala de la existencia de diferencias 

genéticas entre ellos, por la presencia ó ausencia de los fragmentos polimórficos es-

pecíficos y relacionados con el estadio de la enfermedad. Los polimorfismos en cuanto 

al número de repeticiones en la 3’UTR, observados en los diferentes ovinos, podrían 

estar involucrados en los diferentes mecanismos de patogenia y virulencia descritos 

previamente en la literatura. Los alelos GT 22, 23, y 24 se encuentran con mayor fre-

cuencia en animales negativos, lo que sugiere que podría ser un marcador para aso-

ciar la resistencia a la paratuberculosis ovina. En este estudio se encontró que estos 

alelos pueden estar asociados con la resistencia a la enfermedad, ya que estuvieron 

más frecuentes en ovejas sanas, y además también se encontraron en animales sanos 

que estuvieron en contacto con animales positivos, que pudieron ser capaces de in-

fectarse fácilmente. 

 

En México, las autoridades sanitarias tienen otras enfermedades prioritarias 

como la tuberculosis y la brucelosis. El conocimiento de la  paratuberculosis no esta 

bien establecido, debiéndose realizar más estudios para conocer su presencia en 

nuestro país. Uno de los problemas mas graves con esta enfermedad es que la infec-

ción permanece en la explotación durante un prolongado periodo de tiempo, antes de 

que se observen signos clínicos y estos se pueden confundir con otras enfermedades. 
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Los propietarios de las explotaciones no comunican los casos de paratuberculosis, ya 

que una vez que no responden a tratamientos convencionales con desparasitantes y 

vitaminas, optan por vender sus animales antes que lleguen a la muerte. 

 

Quizás en un futuro no muy lejano, la enfermedad pueda ser erradicada de las 

poblaciones domésticas mediante selección, con apoyo de las herramientas molecu-

lares y génicas,  de animales resistentes, tal como ya se está realizando para el caso 

de scrapie, considerando la alta dependencia de las enfermedades por micobacterias 

a la condición genética del individuo afectado. 

 

Debido al número limitado de muestras de este trabajo será recomendable rea-

lizar otras investigaciones con un número mayor de individuos y de esta forma confir-

mar lo reportado aquí. Por otro lado, se deberán hacer campañas para difundir la im-

portancia de la paratuberculosis y los daños que causa, para que así los productores 

puedan obtener las ganancias adecuadas a sus posibilidades dentro de los ámbitos 

inocuos de producción de alimentos. 
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