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Abstract

The objective of this study was to determine the effectiveness of ELISA test in serum, for the diagnosis of subclinical bovine
mastitis caused by Mycoplasma bovis, having as a reference test, the isolation of the microorganism in milk samples. Two hundred
and twenty five blood and milk samples were obtained from herds from the State of Mexico, Coahuila and Hidalgo, all of them in
Mexico. Using the Wisconsin test, 139 samples (61.8%) were positives to subclinical mastitis but only in six of them, Mycoplasma
bovis was isolated. By ELISA test, 72 samples were positives (32.0%). All animals with positive isolation were also positive to the
ELISA test. With a cut point higher or equal to 100, sensitivity and specificity were 83.3% and 83.56%, respectively, although the
positive predictive value (PV) (+) was 12.2% and the negative predictive value (PV) (-) was 99.46%. The low PV (+) was associ-
ated to a low prevalence. ELISA test could be used as a screen test to detect mastitis associated to Mycoplasma bovis, particularly
in herds with high frequencies (> 10%), this with the purpose to improve a positive predictive value (PV), which would allow to
establish better diagnoses in cases where the most common tests do not give a specific result, mostly if ELISA test is considered
as practical, fast and economic.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue determinar la efectividad de una prueba de ELISA en suero para el diagnostico de la mastitis bovina
subclinica causada por Mycoplasma bovis, teniendo como prueba de referencia el aislamiento del microorganismo a partir de
muestras de leche. Se obtuvieron 225 muestras de sangre y de leche provenientes de hatos del Estado de México, Coahuila e
Hidalgo, todos en México. Ciento treinta y nueve muestras (61.8%) resultaron positivas a mastitis subclinica mediante la prueba
de Wisconsin, y de ellas sélo en seis se aislé M. bovis. A través de la prueba de ELISA, 72 muestras resultaron positivas (32.0%).
Todos los animales con aislamiento positivo también fueron positivos a la prueba de ELISA. Con un punto de corte mayor o igual
a 100, se obtuvo sensibilidad de 83.3% y especificidad de 83.56%, aunque el valor predictivo (VP) (+) fue de 12.2%, y el VP (-) de
99.46%. El bajo VP (+) se asocié con baja prevalencia. La técnica de ELISA podria ser utilizada como prueba tamiz para la detec-
cién de mastitis asociada con M. bovis, particularmente en hatos con frecuencias elevadas (> a 10%), esto con el fin de mejorar un
valor predictivo positivo, lo que permitiria establecer mejores diagnosticos en casos donde las pruebas mas comunes no dan un
resultado concreto, sobre todo si se considera que la prueba de ELISA es practica, rapiday econdémica.
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Introduction

ycoplasmosis is an infectious disease which
M affects several animal species. It is caused by

microorganisms of genus: Mycoplasma, class:
Mollicutes, order: Mycoplasmatales and family: Myco-
plasmatacea.

Mycoplasmas are pleomorphic microorganisms,
cell wall-less, measure from 200 to 500 nm, grow in
solid or liquid medium, and use glucose as source of
energy. For their growth, additional protein mediums
and nutrimental complexes are used, penicillin and
thallium acetate as inhibitors of contaminant bacteria
are also used.

In bovine cattle it is possible to isolate several
species of Mycoplasma, of those, Mycoplasma alka-
lences, M. bovigenitalum, M. bovis, M. californicum and
M. canadense provoke mastitis, arthritis, pneumonia,
otitis, and reproductive problems, among other mani-
festations.”® Nevertheless, M. bovis is the main cause
of mastitis.*®

In Mexico, Avila et al.® informed on the isolation of
Mycoplasma sp in one dairy herd located in the State
of Mexico; Hernandez et al.” described an outbreak of
mastitis caused by M. bovis in a dairy herd of the same
state; Barajas et al.® observed prevalence of M. hovis
greater than 50% in bovines of the Mexican tropic;
Castro® informs of the isolation of proteolytic M. spp
in a mastitis outbreak in a dairy herd in Tizayuca,
Hidalgo, Mexico.

Among mastitis caused by mycoplasmas, M. bovis
is the most frequent, besides it is found in mucosa,
respiratory and urogenic tract secretions.

The infection may be introduced to the herd by
an infected animal or appear as a consequence of an
infection in a mammary gland through the milking
equipment; afterwards, it may spread through the
milking machine, teat cup liners of the mechanical
milking machines and by solutions commonly used
in udder cleaning.?*° The seasons or cold and humid
conditions increase the incidence of infection, since
mycoplasmas survive longer in those conditions.*

The clinical signs of mastitis appear days after
the infection, which may be present in any phase of
lactation; the antecedent is an acute mastitis in one
or more quarters, that on palpation it is perceived
hot, swollen, edematous or hard, secretions vary on
aspect.? Generally, the first secretion may be watery
with sand-like material.** After several days secretions
may become purulent. If disease progresses, the gal-
actophorous ducts develop squamous metaplasia, and
some ducts and acini are filled with granulomatous
exudates.

The acute mastitis caused by M. bovis disseminates
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Introduccion

que afecta a varias especies animales. Es cau-

sada por microorganismos del género Myco-
plasma, que pertenece a la clase Mollicutes, orden
Mycoplasmatales y familia Mycoplasmatacea.

Los micoplasmas son microorganismos pleomaor-
ficos, carecen de pared celular, miden de 200 a 500
nm, crecen en medios solidos y liquidos, y utilizan glu-
cosa como fuente de energia. Para su crecimiento se
utilizan medios adicionados de proteinas y complejos
nutrimentales, también se utiliza penicilina y acetato
de talio como inhibidores de bacterias contaminan-
tes.

En ganado bovino es posible aislar varias espe-
cies de Mycoplasma, de ellas, Mycoplasma alkalences, M.
bovigenitalum, M. bovis, M. californicum y M. canadense
provocan mastitis, artritis, neumonias, otitis y pro-
blemas reproductivos, entre otras manifestaciones.ts
Sin embargo, M. bovis es el principal agente que causa
mastitis."®

En México, Avila et al.® informaron sobre el aisla-
miento de Micoplasma spp en un hato lechero ubicado
en el Estado de México; Hernandez et al. ” describieron
un brote de mastitis causado por M. bovis en un hato
lechero del mismo estado; Barajas et al.® observaron
prevalencia de M. bovis mayor a 50% en bovinos en el
trépico de México; Castro® informa del aislamiento de
M. spp proteolitico de un brote de mastitis en un hato
lechero en Tizayuca, Hidalgo, México.

Entre las mastitis causadas por los micoplasmas,
M. bovis es el mas frecuente, ademas se le encuentra
en mucosas y en secreciones de los tractos respiratorio
y urogenital.

La infeccion puede ser introducida al hato por un
animal infectado, o aparecer como consecuencia de la
infeccidn en glandula mamaria a través del equipo de
ordefio; después se puede propagar por medio de los
ordefiadores, las pezoneras de las ordefiadoras meca-
nicas y por soluciones que usualmente se emplean
para el lavado de las ubres.>** Las épocas o condi-
ciones frias y himedas aumentan la incidencia de la
infeccion, ya que los micoplasmas pueden sobrevivir
mas tiempo en esas condiciones.™

Los signos clinicos de mastitis aparecen dias des-
pués de la infeccion, la cual puede darse en cualquier
fase de lactancia; el antecedente es una mastitis aguda
en uno o mas cuartos, que a la palpacion se perciben
calientes, hinchados, edematosos o duros, las secre-
ciones varian en su aspecto.? Por lo regular, la primera
secrecion puede ser acuosay tener “copos” de un mate-
rial arenoso." Transcurridos varios dias, las secrecio-
nes se pueden convertir en un exudado purulento. Si
la enfermedad progresa, los conductos galactoforos

I a micoplasmosis es una enfermedad infecciosa



in a short period of time, milk production drastically
diminishes, except in subclinical cases.™?

Traditionally, the only routine diagnosis method
has been the isolation and identification of M. hovis,
that requires two to ten days. Nowadays, there are
other diagnostic techniques: polymerase chain reac-
tion (PCR), in situ hybridization. Likewise, there are
immunoenzymatic techniques (ELISA) to detect anti-
gens and antibodies against M. bovis.

ELISA technique to detect antibodies is quick,
requires one to two days to obtain results, its high
specificity and sensitivity is higher than other meth-
ods as hemoagglutination inhibition.’*** There are
commercial kits of ELISA technique that utilize anti-
gens of variable surface protein (VSP), particularly
variable surface protein “A” (VSPA), that is specific for
any infection caused by M. bovis.”* The test detects anti-
bodies from 13 to 720 days post-infection. Specificity
does not reveal cross reactivation with hyperimmune
sera of other Mycoplsma species, except a small reac-
tion with Mycoplasma arginini.*® Ninety six percent of
sensitivity and 98% of specificity have been observed,
with ELISA commercial reagents to detect antibodies
against other Mycoplasma species.’®

Mastitis diagnosis associated with M. bovis repre-
sents a problem, since it is commonly performed only
after other etiologies have been discarded; also, by the
time the cause is determined, generally, the clinical
signs and serious lesions already exist; therefore, its
treatment results complicated and expensive. For this
reason, it is necessary to search for diagnostic alterna-
tives which identify the infection in subclinical masti-
tis, in an easy, quick and economic way. Consequently,
an indirect ELISA test was evaluated, to determine
the effectiveness of subclinical mastitis diagnosis asso-
ciated with M. bovis.

Material and methods
Spatial and temporal location

The study was performed in the first semester of 2004
in three dairy herds located in different places: a) in
Torreon, Coahuila; b) in Melchor Ocampo, State of
Mexico, both with mycoplasmosis background; c¢) in
Atitalaquia, Hidalgo, that did not have that type of
background.

Obtainment of samples

In the three evaluated herds and during milking, the
modified Wisconsin test was performed to all cows in
production.” Those who resulted with positive quar-
ters to subclinical mastitis (> 500 000 somatic cells)
a milk sample was taken to perform the isolation. In

desarrollan metaplasia escamosa, y algunos conductos
y acinis se llenan de exudado granulomatoso.

La mastitis aguda por M. hovis se disemina en un
periodo corto, la produccién de leche disminuye dras-
ticamente, salvo en los casos subclinicos."?

Tradicionalmente, el Unico método de diagnos-
tico de rutina ha sido el aislamiento e identificacion
de M. bovis, que requiere de dos a diez dias. En la
actualidad existen otras técnicas de diagnostico: reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR), hibridacion
in situ. Asimismo, hay técnicas inmunoenzimaticas
(ELISA) para detectar antigenos y anticuerpos contra
M. bovis.

La técnica de ELISA para detectar anticuerpos es
rapida, requiere de uno a dos dias para obtener resul-
tados, su alta especificidad y sensibilidad es mayor a
otros métodos como la inhibicién de la hemoaglutina-
cion.*?® Existen paquetes comerciales de la técnica de
ELISA que utilizan antigenos de proteinas variables
de superficie (PVS), en particular la proteina varia-
ble de superficie “A” (PVSA), que es especifica para
toda infeccién provocada por M. bovis.** La prueba
detecta anticuerpos de los 13 a los 720 dias posinfec-
cion. La especificidad no revela reactividad cruzada
con sueros hiperinmunes de otras especies de Myco-
plasma, excepto una pequefia reaccion con Mycoplasma
arginini.®® Con reactivos comerciales de ELISA para
detectar anticuerpos en contra de otras especies de
Mycoplasma, se ha observado sensibilidad de 96% vy
especificidad de 98%."°

El diagndstico de mastitis asociada con M. hovis
representa un problema, ya que por lo regular suele
realizarse s6lo hasta después de haber descartado
otras etiologias; ademas, el tiempo que transcurre
para ello hace que generalmente cuando se deter-
mina la causa, ya existen signos clinicos y lesiones
graves, por lo que resulta mas complicado y costoso
su tratamiento. Por esta razon, es necesario buscar
alternativas de diagnéstico que identifiquen la infec-
cidn en casos de mastitis subclinicas, de manera facil,
rapida y economica. Por lo anterior, se busco evaluar
una prueba de ELISA indirecta, para determinar su
efectividad en el diagnostico de mastitis subclinica
asociada con M. bovis.

Material y métodos
Ubicacion espacial y temporal

El estudio se realizé en el primer trimestre de 2004 en
tres hatos lecheros ubicados en lugares diferentes: a)
en Torredn, Coahuila, b) en Melchor Ocampo, Estado
de México, ambos con antecedentes de micoplasmo-
sis; ¢) en Atitalaquia, Hidalgo, que no tenia ese tipo
de antecedente.
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cases where subclinical mastitis involved more than
one quarter, a random sample was taken from any
quarter, also a blood sample of 10 mL from the coc-
cygeal vein was obtained; blood was centrifuged to
obtain serum. Eighty six blood samples from animals
with normal somatic cell count (< 500 000 somatic
cells) were taken as controls; therefore, they were con-
sidered negative to the Wisconsin test.

Antibody detection against M. bovis

The antibody detection against M. bovis was performed
by indirect ELISA test using Checkit* reagent, follow-
ing the manufacturer instructions; this test includes
positive and negative control serums, with which cut
point can be determined.

M. bovis isolation in milk

For the isolation and identification of M. bovis in milk,
10 mL of milk were taken from each quarter that
resulted positive in the modified Wisconsin test. Sam-
plings were done in sterile essay tubes and were con-
served between 2°C-4°C.*®

The microorganism isolation was performed in
the National Center of Researches in Veterinary
Microbiology (CENID-Microbiology, for its Spanish
meaning), from the National Institute of Forestry
and Agricultural Investigations (INIFAP for its Span-
ish meaning). Milk samples were seeded in modified
liquid of Fris medium and dilutions of 1:10 and 1:100
were made and incubated at 37°C and were daily
examined. After seven days they were cultivated in
solid medium of Friis and incubated at 37°C in humid
atmosphere, with 5 to 10% of CO2. The characteristic
growth with “fried egg” aspect was observed in a ste-
reoscopic microscope. The identification of the Myco-
plasma species was performed by digitonin test,”® to
differentiate it from Acholeoplasma. Besides, the sero-
logical identification was performed with the growth
inhibition test with antiserums of M. bovis, M. bovigeni-
talum and Acholeoplasma laidlawii.?®

Result analysis

The concordance between the isolation of the micro-
organism and the ELISA test was determined through
the Kappa statistical. With the aim to determine if
there was a better point of cut than the one referred
in the commercial reagent, the optic density (OD)
results were grouped in intervals of 5%. Besides, for
each stratum, the estimated values of sensitivity (Se),
specificity (Sp), positive predictive value (PV(+)) and
negative predictive value (PV(-)) for each estimated
were determined. The best point cut by the elabora-
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Obtencién de muestras

En los tres hatos evaluados y durante el ordefio, se
realizo la prueba de Wisconsin modificada a todas las
vacas en produccién.’” A las que resultaron con cuar-
tos positivos a mastitis subclinica (> 500 000 células
somaticas) se les tomé una muestra de leche para
realizar el aislamiento. En los casos donde la masti-
tis subclinica involucré més de un cuarto, se tomd la
muestra al azar de cualquier cuarto, ademas se obtuvo
una muestra de sangre de 10 mL de la vena coccigea;
la sangre se centrifugd para la obtencion de suero.
Como testigos se tomaron 86 muestras de sangre de
animales con conteos normales de células somaticas
(<500 000 células somaticas), por lo que se considera-
ron negativos a la prueba de Wisconsin.

Deteccion de anticuerpos contra M. bovis

La deteccion de anticuerpos contra M. bovis se realizo
mediante la prueba de ELISA indirecta utilizando el
reactivo Checkit,* siguiendo las instrucciones segun
lo especificado por el fabricante; esta prueba incluye
sueros testigo positivos y negativos, con los cuales se
puede determinar el punto de corte.

Aislamiento de M. bovis en leche

Para el aislamiento e identificacion de M. bovis en
leche se tomaron 10 mL de leche de cada cuarto que
resultd positivo a la prueba de Wisconsin modificada.
La toma de muestra se realizé en tubos de ensayo esté-
riles y se conservaron entre 2°C-4°C."

El aislamiento del microorganismo se realizé en
el Centro Nacional de Investigaciones en Microbiolo-
gia Veterinaria (CENID-Microbiologia), del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP). Las muestras de leche se sembra-
ron en medio liquido de Friis modificado y se realiza-
ron diluciones de 1:10 y 1:100, se incubaron a 37°Cy
se examinaron diariamente. A los siete dias se cultiva-
ron en medio sélido de Friis y se incubaron a 37°C en
atmosfera humeda, con 5% a 10% de CO:. El creci-
miento caracteristico con aspecto de “huevo frito” se
observo en un microscopio estereoscopico. La identi-
ficacion de la especie Mycoplasma se realiz6 mediante
la prueba de digitonina,’® para diferenciarla de Acho-
leoplasma. Ademas se realizé la identificacion serolo-
gica con la prueba de inhibicion del crecimiento con
antisueros de M. hovis, M. bovigenitalum y Acholeoplasma
laidlawii.?®

*Bomeli, Intervet, Suiza.



tion of a curve with receptor operative characteristics
(ROC) was searched.?

Results

Two hundred and twenty five blood and milk samples
were obtained, from which 98 (43.6%) proceeded
from the herd of the State of Mexico, 77 (34.2%) from
Coahuila and 50 (22.2%) from Hidalgo.

Modified Wisconsin test

From the 225 evaluated samples, 139 (61.8%) resulted
positive to subclinical mastitis (> to 500 000 somatic
cells); highest positive in the herd of the State of
Mexico (80.6%) (P < 0.01) (Table 1).

Indirect ELISA test for the identification
of antibodies against M. bovis

From the total of the samples, 72 were positive (32.0%)
and four suspicious (1.8%) (Table 2). In relation to
the origin places, the positive percentage was higher
in the herd of the State of Mexico (38.8%), although
there was no significant statistical difference between
the groups (P > 0.05).

Isolation and identification of M. bovis

Of the 139 positive samples of the Wisconsin test, M.
bovis was only isolated from six samples (4.3%), of
which three came from the State of Mexico and three
from Coahuila. Six isolations obtained from animals
were also positive to the ELISA test (Tables 3 and 4).

Analisis de resultados

Se determind la concordancia entre el aislamiento
del microorganismo y la prueba de ELISA a través del
estadistico Kappa. Con el fin de determinar si hubo
un mejor punto de corte que el referido en el reac-
tivo comercial, los resultados serolégicos de densidad
optica (DO) se agruparon en grupos con intervalos
de 5%. Ademas se determind para cada estrato los
valores estimados de sensibilidad (Se), especificidad
(Es), valor predictivo positivo (Vp(+)) y valor predic-
tivo negativo (Vp(-)). Se buscd el mejor punto de
corte mediante la elaboracion de una curva con car-
acteristicas operantes de receptor (ROC). #

Resultados

Se obtuvieron 225 muestras de sangre y leche, de las
cuales 98 (43.6%) provenian del hato del Estado de
México, 77 (34.2%), de Coahuila y 50 (22.2%) de
Hidalgo.

Prueba de Wisconsin modificada

De las 225 muestras evaluadas, 139 (61.8%) resulta-
ron positivas a mastitis subclinica (> a 500 000 células
somaticas); se registr6 mayor positividad en el hato
del Estado de México (80.6%) (P < 0.01)(Cuadro 1).

Prueba de ELISA indirecta para la
identificacion de anticuerpos
contra M. bovis

Del total de las muestras, 72 fueron positivas (32.0%)

Cuadro 1
FRECUENCIA Y PORCENTAJE DE MUESTRAS DE LECHE EVALUADAS PARA LA DETECCION DE
MASTITIS SUBCLINICA MEDIANTE LA PRUEBA DE WISCONSIN MODIFICADA, EN 225 VACAS DE
TRES HATOS DE DIFERENTES ENTIDADES FEDERATIVAS, DE FEBRERO A ABRIL DE 2004
FREQUENCY AND PERCENTAGE OF MILK SAMPLES EVALUATED FOR DETECTION OF
SUBCLINICAL MASTITIS BY MODIFIED WISCONSIN TEST, IN 225 COWS OF THREE HERDS FROM
DIFFERENT FEDERATIVE IDENTITIES, FROM FEBRUARY TO APRIL OF 2004

Herd origin Positive Negative Total
State of Mexico* 79 (80.60%) 19 (19.40%) 98
Coahuila* 30 (39%) 47 (61%) 77
Hidalgo** 30 (60%) 20 (40%) 50
139 (61.80%) 86 (38.20%) 225

*Herds with mycoplasmosis history.

**Herds without history of Mycoplasma bovis infection.
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Sensitivity and specificity assessment of
indirect ELISA test evaluated in serum
for the detection of M. bovis in milk

With the cut point recommended by the manufac-
turer (80%), a 83.3% sensitivity, specificity of 72.15%,
a positive predictive value of 7,58% and negative pre-
dictive value of 99.37% were obtained.

When gathering ELISA test results in 5% ranges,
it was found that a better point of cut was equal to
100, with which sensitivity (83.3%) and specific-
ity (83.56%) was presented. The positive predictive
value was 12.12% and the negative predictive value
was 96.46%, the obtained proportion under the ROC
analysis curve was 0.9075 (Figure 1).

y cuatro sospechosas (1.8%) (Cuadro 2). En relacién
con los lugares de procedencia, el porcentaje de posi-
tividad fue mayor en el hato del Estado de México
(38.8%), aunque no hubo diferencia estadistica signi-
ficativa entre los grupos (P > 0.05).

Aislamiento e identificacién de M. bovis

De las 139 muestras positivas a la prueba de Wiscon-
sin, s6lo se aislé M. hovis en seis muestras (4.3%), de
las cuales tres provenian del Estado de México y tres
de Coahuila. Los seis aislamientos que se obtuvieron
de animales también fueron positivos a la prueba de
ELISA (Cuadros 3y 4).

Cuadro 2
FRECUENCIA Y PORCENTAJE DE MUESTRAS DE SUERO EVALUADAS PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS CONTRA M. hovis MEDIANTE LA PRUEBA DE ELISA INDIRECTA, EN 225 VACAS
DE TRES HATOS DE DIFERENTES ENTIDADES FEDERATIVAS, DE FEBRERO A ABRIL DE 2004
FREQUENCY AND PERCENTAGE OF SERUM SAMPLES EVALUATED FOR THE DETECTION OF
ANTIBODIES AGAINST M. bovis BY INDIRECT ELISA TEST, IN 225 COWS FROM THREE
HERDS OF DIFFERENT FEDERATIVE IDENTITIES, FROM FEBRUARY TO APRIL 2004

Herd origin Positive Negative Suspicious Total
State of Mexico* 38 (38.80%) 58 (59.20%) 2 (2.00%) 98
Coahuila* 23 (29.90%) 53 (68.80%) 1 (1.30%) 77
Hidalgo 11 (22.00%) 38 (76.00%) 1 (2%) 50
72 (32.00%) 149 (66.20%) 4 (1.80%) 225

*Herds with mycoplasmosis history.

Cuadro 3
RELACION ENTRE LA PRUEBA DE WISCONSIN MODIFICADA Y EL AISLAMIENTO DE M. bovis
DETRES HATOS DE DIFERENTES ENTIDADES FEDERATIVAS, DE FEBRERO A ABRIL DE 2004
RELATION BETWEEN MODIFIED WISCONSIN TEST AND THE ISOLATION OF M. bovis FROM
THREE HERDS OF DIFFERENT FEDERATIVE IDENTITIES, FROM FEBRUARY TO APRIL 2004

Positive
Modified

Wisconsin Negative

6 (4.3%)

6 (2.7%)

Isolation
Positive Negative Total
133 (95.7%) 139
86 (100%) 86
219 (97.3%) 225
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Cuadro 4
RELACION ENTRE LA PRUEBA DE ELISA INDIRECTA PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS
CONTRA M. bovis Y EL AISLAMIENTO DE M. bovis DE TRES HATOS DE DIFERENTES ENTIDADES
FEDERATIVAS, DE FEBRERO A ABRIL DE 2004
RELATION BETWEEN INDIRECT ELISA TEST FOR THE ANTIBODY DETECTION AGAINST M. bovis
AND THE ISOLATION OF M. bovis FROM THREE HERDS OF DIFFERENT FEDERATIVE IDENTITIES,
FROM FEBRUARY TO APRIL 2004

Isolation
Positive Negative Total
Positive 6 (4%) 143 (96%) 149
Indirect ELISA Negative 0 72 (100%) 72
Suspicious 0 4 (100%) 4
Total 6 (2.7%) 219 (97.3%) 225
Discussion Determinacion de la sensibilidad y

The subclinical mastitis recorded with the Wisconsin
test (61.8%) was greater in comparison to other stud-
ies done in Mexico, like the one performed in Tres
Marias, Morelos, where a prevalence that varied from
19.6 to 52.9% was found,?* or in the Complejo Agro-
industrial of Tizayuca, Hidalgo, where a frequency of
20.82% was observed.? In the United States of Amer-
ica, frequencies of 48.5% have been informed in New
York and Pennsylvania.?*

In the herd from the State of Mexico, the high sub-
clinical mastitis percentage (80.6%) is associated with
inadequate hygiene and disinfector practices, besides
incorrect handling and lack of maintenance of the
milking machine. With this respect, Jaramillo et al.?®
found that the implementation of hygiene and disin-
fector techniques contributed to lower the prevalence
from 17.1% to 14.26% in two stables with different han-
dling systems. Likewise, in that study it was informed
that the incorrect handling of the milking unit, mainly
from excessive milking, caused an increase in subclini-
cal mastitis.

The positive percentage (32%) of the indirect
ELISA test came out lower to the one found by Barajas
et al.,® whom observed a prevalence of 50% in a study
carried out in animals from Veracruz, and of 43%
according to the results of Ghadersohi et al. in dairy
cattle in Townsville, Australia.?®

The percentage of obtained isolations from ani-
mals with subclinical mastitis in this study (4.3%) was
greater in comparison with the percentage (0.1%)

especificidad de la prueba de ELISA
indirecta evaluada en suero para la
deteccion de M. bovis en leche

Con el punto de corte recomendado por el fabricante
(80%), se obtuvo sensibilidad de 83.3%, especificidad
de 72.15%, valor predictivo positivo de 7.58% y valor
predictivo negativo de 99.37%.

Al agrupar los resultados de la prueba de ELISA
en rangos de 5%, se encontrd que un mejor punto de
corte fue igual a 100, con el cual se presentd sensibi-
lidad de 83.3% y especificidad de 83.56%. Aun asi, el
valor predictivo positivo fue de 12.2%y el valor predic-
tivo negativo de 99.46%, la proporcién obtenida bajo
la curva del andlisis ROC fue de 0.9075 (Figura 1)

Discusién

La mastitis subclinica registrada con la prueba de Wis-
cosin (61.8%) fue mayor en comparacion con otros
estudios realizados en México, como el efectuado en
Tres Marias, Morelos, donde se encontré prevalencia
que vario de 19.6% a 52.9%,2?? o en el Complejo Agroin-
dustrial de Tizayuca, Hidalgo, donde se observé fre-
cuencia de 20.82%.%® En Estados Unidos de América,
se han informado frecuencias de 48.5% en Nueva York
y Pennsilvania.

En el hato del Estado de México, el alto porcen-
taje de mastitis subclinica (80.6%) se asocia con préc-
ticas inadecuadas de higiene y desinfeccién, ademaés
del mal manejo y falta de mantenimiento de la orde-
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Figura 1: Curva ROC de la sensibilidad y especificidad de la prueba
de ELISA indirecta, con respecto al aislamiento de M. bovis.

Figure 1: Sensitivity and specificity ROC curve of indirect ELISA test,
in relation to the isolation of M. bovis.

found by Wilson et al.?* in 105 083 studied cows in New
York and Pennsylvania, and to the percentage (1.8%)
obtained by Gonzalez et al.? in 9 884 samples in New
York; in both studies the samples came from cows with
subclinical mastitis. Nevertheless, it is lower than the
percentage notified (19.8%) by Ghadersohi et al.?” in
202 milk samples from cows with subclinical mastitis
in Australia. A similar percentage (19.64%) was regis-
tered by Hernandez et al.” in 56 animals with clinical
mastitis coming from the State of Mexico.

The scarce number of isolations may be related
with several factors. To this respect, Nicholas and
Ayling? found that in cases of chronic mastitis the use
of antibiotics difficult the isolation. Miranda et al.?®
mentioned that low quantities of mycoplasmas in the
sample difficult isolation. Likewise, Ghadersohi et al.*®
indicated that high titles of antibodies in milk inhibit
the development of M. bhovis, this combined with the
action of the complement cause lyses of this.

The sensitivity (83.3%) and specificity (67.58%)
of ELISA test for the detection of M. hovis mastitis,
based on the cut point of the manufacturer may be
considered as reasonable, this coincides with the
results of Brank et al.* whom elaborated an indirect
ELISA test based on recombinant antigens which con-
sists in PvsA, which allowed them to obtain a sensitive,
specific and quick serological test for the detection of
M. bovis in its different manifestations. Gadhersohi et
al.? developed another indirect ELISA test based on
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fladora mecanica. A este respecto, Jaramillo et al.?®
encontraron que la instrumentacion de practicas de
higiene y desinfeccion contribuyeron a bajar la preva-
lencia de 17.1% a 14.26% en dos establos con diferen-
tes sistemas de manejo. Asimismo, en ese estudio se
informé que el mal manejo de la unidad ordefiadora,
principalmente por sobreordefio, provocé aumento
de la prevalencia de mastitis subclinica.

El porcentaje de positividad (32%) de la prueba
de ELISA indirecta resulté menor al encontrado por
Barajas et al.,® quienes observaron prevalencia de 50%
en un estudio realizado con animales de Veracruz, y
de 43% segun los resultados de Ghadersohi et al. en
ganado lechero de Townsville, Australia.?®

El porcentaje de aislamientos obtenidos de ani-
males con mastitis subclinica en este estudio (4.3%)
fue mayor en comparacion con el porcentaje (0.1%)
encontrado por Wilson et al.** en 105 083 vacas estu-
diadas en Nueva York y Pennsylvania, y al porcentaje
(1.8%) obtenido por Gonzalez et al.*® en 9 884 mues-
tras en Nueva York,; en ambos estudios las mues-
tras provenian de vacas con mastitis subclinica. Sin
embargo, es menor al porcentaje notificado (19.8%)
por Ghadersohi et al.?” en 202 muestras de leche de
vacas con mastitis subclinica en Australia. Un porcen-
taje similar (19.64%) fue registrado por Hernandez et
al.” en 56 animales con mastitis clinica provenientes
del Estado de México.

El escaso numero de aislamientos puede estar rela-
cionado con diversos factores. Al respecto, Nicholas y
Ayling?® encontraron que en casos de mastitis croni-
cas el uso de antimicrobianos dificulta el aislamiento.
Miranda et al.*® mencionan que bajas cantidades de
micoplasmas en la muestra dificultan el aislamiento.
Asimismo, Ghadersohi et al.?® indicaron que titulos
altos de anticuerpos en la leche inhiben el desarrollo
de M. bovis, aunado a la accion del complemento pro-
vocan lisis de éste.

La sensibilidad (83.3%) y especificidad (67.58%)
de la prueba de ELISA para la deteccién de mastitis
por M. bovis, con base en el punto de corte del fabri-
cante podria considerarse razonable, ello concuerda
con los resultados de Brank et al.,* quienes elaboraron
una prueba de ELISA indirecta a base de antigenos
recombinantes que consisten en PvsA, que les permi-
tio obtener una prueba seroldgica sensible, especifica
y rapida para la deteccion de M. hovis en sus diferen-
tes manifestaciones. Gadhersohi et al.* desarrollaron
otra prueba de ELISA indirecta a base de anticuerpos
monoclonales, para detectar anticuerpos de M. bovis
en suero de animales con manifestaciones clinicas de
mastitis y problemas respiratorios, y en animales infec-
tados experimentalmente mediante esponjas nasales
encontraron alta especificidad y buena sensibilidad.

A través de la curva ROC, la relacion entre ambas



monoclonal antibodies, to detect M. hovis antibodies
in animal serum with clinical manifestations of mas-
titis and respiratory problems, and in experimentally
infected animals, by means of nasal sponges, they
found high specificity and good sensitivity.

Through the ROC curve, the relation between
both tests was reasonably good (0.9075). The cut
point could be improved, as recommended by Green-
berg et al.*® and Fletcher et al.,?* since the result kept
the sensitivity, but it improved specificity (67.58% to
79%), which allowed to obtain the global measure-
ment of the test’s performance. Nevertheless, with this
cut point, one of the six isolations stays negative to the
test.

The predictive positive value was associated with
the number of isolations; therefore, it does not mean
that the test is bad, since by definition a low prevalence
of the disease reflects in the same way in the positive
predictive value;* consequently, it would be advisable
to carry out a greater number of samplings and isola-
tions with the finality to find the best performance of
the test. Ghadersohi et al.?® carry out a similar study,
but instead of isolations ELISA test was compared to
the PCR technique to detect M. bovis. ELISA test was
highly specific, sufficiently sensitive and correlation
was significant among both tests (Kappa = 0.44, P =
0.0456).

PCR identification is highly sensitive, specific and
quick; nevertheless, it requires equipment and spe-
cialized personnel, besides cost per sample is higher,?
since the diagnostic laboratories condition in the
country allow to perform ELISA test easier.

Based on results of ELISA test, this could be a
good alternative for the diagnosis of mastitis by M.
bovis; nevertheless, more studies should be done with
a greater number of samples that allow greater quan-
tity of isolations, obtaining better indicators of speci-
ficity and sensitivity and predictive values. With the
obtained results, sensitivity and specificity are accept-
able; even with the cut point proposed in this study,
one of the six isolations stays as false negative, and
taking into consideration M. bovis capacity to dissemi-
nate in a small period of time among the herd, 7 it is
recommended to take as suspicious the samples that
appear between the cut points (100%-60%), and later
take new serum and milk samples to be once again
analyzed with ELISA test and isolation, with the objec-
tive to confirm the diagnosis. Finally, the test could
be used to detect mastitis associated with M. bovis in
bovine cattle, particularly in herds with elevated fre-
quency (> to 10%), with the aim to guarantee a rea-
sonable high predictive value, or as in this case, where
the frequency was of 2.66%, could be used as a screen-
ing test, in addition to the fact that ELISA technique
is practical, quick and economic.

pruebas fue razonablemente buena (0.9075). El punto
de corte pudo mejorarse, como lo recomiendan Green-
berg et al.* y Fletcher et al.,* ya que el resultado man-
tuvo la sensibilidad, pero se mejoro la especificidad
(67.58% a 79%), lo que permitié obtener la medicién
global del rendimiento de la prueba. Sin embargo,
con este punto de corte, uno de los seis aislamientos
queda como negativo a la prueba.

El valor predictivo positivo se asoci6 con el nimero
de aislamientos, por lo que no significa que la prueba
sea mala, pues por definicién una baja prevalencia de
la enfermedad se refleja de igual manera en el valor
predictivo positivo,® por lo que seria recomendable
realizar un niimero mayor de muestreos y aislamien-
tos con la finalidad de encontrar el mejor rendimiento
de la prueba. Ghadersohi et al.?® realizaron un estudio
similar, pero en lugar de aislamientos se comparo la
prueba de ELISA con la técnica de PCR para detectar
M. bovis. La prueba de ELISA fue altamente especifica,
suficientemente sensible y la correlacion fue significa-
tiva entre ambas pruebas (Kappa = 0.44, P = 0.0456).

La identificacion mediante PCR es altamente sen-
sible, especifica y rapida; sin embargo, se requiere de
equipo y de personal especializado, ademas de que
el costo por muestra es mas elevado,® por lo que las
condiciones que presentan los laboratorios de diag-
nosticos en el pais permiten instrumentar con mayor
facilidad la prueba de ELISA.

Con base en los resultados de la prueba de ELISA,
ésta podriaser buenaalternativa parael diagndstico de
mastitis por M. bovis; sin embargo, se requiere empren-
der mas estudios con un mayor nimero de muestras
que permitan mayor cantidad de aislamientos, obte-
niendo con ello mejores indicadores de la especifici-
dad y sensibilidad y de los valores predictivos. Con los
resultados obtenidos, la sensibilidad y especificidad
son aceptables; aun con el punto de corte propuesto
en este estudio, uno de los seis aislamientos queda
como falso negativo, y tomando en cuenta la capaci-
dad de M. bovis para diseminarse en un periodo corto
entre los animales del hato,"*’ se recomienda tomar
como sospechosas las muestras que queden entre los
puntos de corte (100%-60%), y tomar luego nuevas
muestras de suero y leche para volver a analizarlas con
la prueba de ELISA y aislamiento, con el fin de con-
firmar el diagnéstico. Finalmente, la prueba podria
ser utilizada para la deteccion de ganado bovino con
mastitis asociada a M. bovis, particularmente en hatos
con frecuencias elevadas (> al 10%), con el fin de
garantizar un valor predictivo razonablemente alto, o
como en este caso, donde la frecuencia fue de 2.66%,
podria utilizarse como prueba tamiz, sumado a que la
técnica de ELISA es préactica, rapida y econémica.
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