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Paratuberculosis Bovina

Resumen

La Paratuberculosis, (PT) también conocida comoefamddad de Johne es una
enfermedad entérica cronica y progresiva de losiamtes y animales silvestres,
producida por una bacteridMycobacterium aviunsubsp.paratuberculosigMap). La
PT se caracterizada clinicamente en bovinos porediarénica, debilidad, pérdida de
peso, hipoproteinemia y muerte. Asi mismo se laabacia a una enfermedad en
humanos denominada enfermedad e Crohn, siendo pl &&dado de biopsias de
intestino de pacientes con esta enfermedad. Séiastn 3 herramientas de diagnostico
para detectar rebafos infectados por Map. Se neaestr 9 establecimientos lecheros
Se extrajeron muestras ambientales 8 areas désresrt promedio. Asi mismo se
extrajeron muestras de sangre y de materia fedadidual de 45 bovinos mayores de 2
afos en produccion. Con las muestras de materd $ecrealizaron pools de 3, 6 y 9
muestras individuales por pool. Tanto las muesteasateria fecal individual, como las
muestras de pools y ambientales fueron procesamtasl ;nétodo de centrifugacion y
cultivadas en el medio de cultivo Herrold con macina. Se obtuvieron 6 muestras de
cultivo de materia fecal individual positivos de 84@embradas. Asi mismo se
obtuvieron 2, 2, y 3 muestras de pools positivos lae pools de 3, 6 y 9
respectivamente. La sensibilidad de rodeo del noétiedpools fue de 11% (1/9), 22%
(2/9) y 22% (2/9) para los pools de 3, 6 y 9 respamente. E cultivo individual tuvo
una sensibilidad de rebafio de 44 %. El método ukestro ambiental detecto 2 de los
establecimientos positivos de los 9 muestread@sateas con mayor porcentaje de
positivos fue el estercolero de tambo y la salaipral ordefie. Las muestras de sangre
fueron procesadas por la técnica de ELISA indires® obtuvieron 14 muestras
seropositivas de 451 analizadas, la sensibilidadspecificidad de la técnica con
respecto al cultivo individual fue de 16,67% y 9B®respectivamente. La sensibilidad
de rebafio fue de 77, 78%. De los 9 establecimientosstreados las 3 técnicas
coincidieron en clasificar como positivos 2 de 0sSi bien el nUmero de muestras fue
pequefio y por tanto los resultados no se puedgreqsr a la poblacion general este
trabajo espera contribuir con el conocimiento d@aaatuberculosis en el Uruguay y
generar nuevas hipotesis para futuros trabajos.
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Summary

Paratuberculosis, or Johne’s Disease, is a chrorastinal disease caused by
Mycobacterium aviunsubsp.paratuberculosis (Map), and characterized in cattle by
chronic diarrhea, weakness, lost of weight, hiptgnemia and death. In some reports
is also associated with humans enteritis, Crohissade, being even tidap isolated
of intestine biopsies of patients. This trial sedli3 diagnostic tools to detect infected
herds by Map. Nine dairy farms were sampled. Emwvirental samples were collected,
8 different areas on average. Also blood sampleg taken and feces of 45 individual
cattle over 2 years in production. The fecal samplere pools of 3, 6 and 9 individual
samples per pool. Both individual fecal samples;hsas pools and environmental
samples were processed by the centrifugation meémad cultured in Herrold with
mycobactin. There were 6 samples of fecal cultwstwe out of 408 individual. Also
2, 2, and 3 samples positive pools of pools of 3an@ 9 respectively. The herd
sensitivity of the pooled method was 11% (1 / 2%2(2 / 9) and 22% (2 / 9) for pools
of 3, 6 and 9 respectively. Herd Sensitivity of iindual culture was 44%. The
environmental sampling method detected 2 of the@pted areas with the highest
percentage of positives was the manure and prengilkrea. Blood samples were
processed by indirect ELISA, we obtained 14 positamples out of 451 tested, and
the sensitivity and specificity of the test respiecindividual culture was 16.67% and
97.01% respectively. The Herd sensitivity of thel&A was 77, 78%. Of the 9 herds
sampled the 3 methods agreed to classify as pestof 9 herds. While the number of
samples was small and therefore the results canbaoprojected to the general
population this study hopes to contribute to thevidedge of Paratuberculosis in
Uruguay and generate new hypotheses for future .work
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Capitulol. Revision Bibliografica

La enfermedad

La Paratuberculosis, (PT) también conocida comecefamédad de Johne es una
enfermedad entérica cronica y progresiva de losamtes y animales silvestres, producida
por una bacteriavlycobacterium aviunsubspparatuberculosigMap).

El Map se caracteriza por ser gram positiva, fatuli, acido alcohol resistente,
mycobactina dependiente.

La PT se caracterizada clinicamente en bovinos dimrea cronica, debilidad,
pérdida de peso, hipoproteinemia y muerte. Estaremfdad se encuentra en la Lista de
Enfermedades del Cédigo Internacional de Salud Ahae la OIE (Organizaciéon Mundial
de Sanidad Animal).

Uno de los aspectos relevantes de la enfermedabestatus subclinico, estado que
ha dejado en vilo a muchos investigadores en skpte y en el pasado.

Agente

El complejoMycobacterium aviunfMAC) esta constituido principalmente por un
grupo de micobacterias medioambientales relacianaudre si y en el cual se incluyen
Mycobacterium aviursubespeciavium Mycobacterium aviursubespeci@aratuberculosis
(Map), Mycobacterium aviunsubespecienominissuis Mycobacterium aviunsubespecie
silvaticumy Mycobacteriumntracelullare (Inderlied et al., 1993). Algunos autores incluyen
otras especies comdlycobacterium scrofulaceunginderlied et al.,. 1993), aunque
actualmente esta especie ha sido descartada coenabnoi de MAC por carecer de relacion
conM. aviumo M. intracellulare

Los miembros de este complejo MAC presentan caratitas tanto genéticas como
fenotipicas particulares, las cuales les permitearecimiento en biotipos naturales sin
perder por ello su potencial patégeno. Entre estescteristicas se destacan el amplio rango
de temperaturas dentro del cual son capaces dercfegesde 20° C hasta 37° C) y la
capacidad de adaptacion a nuevos sustratos conoamahgos de pH (desde 4 a 7,5 pH),
(Portaels y Pattyn, 1982). A su vez, todos los rbim®m de MAC son &cido-alcohol
resistentes, presentan un crecimiento lento y medwn pigmento amarillo en ausencia de
luz (Inderlied et al., 1993).

Ademas, los miembros de MAC han sido aislados fdergus hospedadores en el
medio ambiente y en una amplia variedad de biotopatse los que se incluyen: el suelo,
tanques de almacenaje de agua, agua de desechanagicipal, aerosoles, protozoos, etc.
(Biet et al., 2005).

El Map se caracteriza por ser bacilos rectos adigente curvados de 1-1n de
largo y 0,2-0,6um de ancho, inmoviles y considerados Gram positavpgsar de la escasa
penetracién de colorante por medio de esta técB&@. es debido a la presencia de acidos
micolicos en la compleja envoltura celular de gst&r provistos, gracias a la cual poseen su
caracteristica resistencia

11



Paratuberculosis Bovina

Las micobacterias son  microorganismos aerobios o croaeroéfilos,
quimioorganotrofos, y su temperatura Optima de ignento se sitia entre 30 y 45° C
(Wayne et al., 1986, Levy-Frebault et al., 1992pdacen exoquelina y micobactina, dos
sideroforos necesarios para metabolizar el hierro.

Los medios de cultivo soélidos en los que son agslabn a base de huevo (Herrold,
Léwenstein-Jensen, Stonebrink) o con base sint@addlebrook 7H10 o 7H11), también
pueden crecer en medios liqguidos como Middlebrod®.7Los medios de cultivo mas
usados son suplementados con micobactina aunqueétapodria usarse hemina, acido
oleico u otras sustancias (Goodfellow et al., 1998)pesar del desarrollo de medios
especificos para el crecimiento de este microosgami continua siendo una bacteria de
crecimiento fastidioso debido a su lento crecimignia su tendencia a formar grumos o a
crecer mal en suspension (Juste et al., 2000).

Desde el punto de vista molecular su estructursAdBl contiene secuencias de
insercion (1S), elementos que han resultado mugsién la identificacion y diferenciacion
de especies. Los IS son pequeias secuencias detrabponible que pueden encontrarse
varias veces repetidas a lo largo del genoma (8e@007; Mayer 2005). Las de mayor
interés son 16110(Thierry et al., 1990), 8081 (Collins et al., 1991), I&245 (Guerrero et
al., 1995), 13547 (Fang et al., 1999), 1311 (Guerrero et al., 1994), 80 (Green et al.,
1989), IV01 (Kunze et al., 1991), BD2(Moss et al., 1992a) y Mav2 (Strommenger et al.,
2001).

Antecedentes en el Uruguay

Los antecedente en Uruguay indican que fue didigads por primera vez en el afio
1944 por Cassamagnaghi A. (1947), quien estudioscelnicos de animales con diarrea
cronica y emaciaciorEstudio posteriores de Errico y col. (1983) aistam) agente en
rebafios lecheros, de animales con sospecha ctinita enfermedad y desde entonces, se
han reportado casos fundamentalmente en rebaftosrdsc Estudios que realizaron en un
periodo de cinco afios a partir de muestras pat@égton lesiones granulomatosas se
destaca que el 21% eran del griyavium(Errico y col, 2003)

Errico y col., en 1990ealizaron un ensayo sobre el control de la enfdathesn
establecimientos lecheros, donde recomiendan nedidln de controlar la enfermedad
basada en un correcto diagndéstico, medidas de mariegiene.

Aunque desde 1944 se describen casos clinicosatddemedad, se desconocia cudl
era la situacion de los rebafios lecheros del paisuanto a la seroprevalencia del
Mycobacterium aviunmsubsp. paratuberculosis elemento imprescindible para planificar
estrategias de control. Estudios de Piaggio y Nuf2@02 y 2003) determinaron la
seroprevalencia en rebafios lecheros de la cuettoeréemas importante de Uruguay.

Nufiez (2006), realizé un estudio que analizé difee factores de riesgo y practicas
de manejo asociados a la infeccion déep. La estimacion de la seroprevalencia proyectada
a la poblacién bajo estudio fue de 5,6% + 1,3 y70t2% + 8,1 de los establecimientos
resultaron con al menos un animal seropositivo. isdgd un modelo multivariable de
regresion logistica se encontr0 que el numero deasveen ordefio y la variable
corespondiente a si en el area de parto encierteatam animales enfermos presentaba una
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tendencia a estar asociada a la seroprevalencidistancia de la fuente del agua de bebida
al estercolero también presenté una asociaciéniyeson la seroprevalencia. Mientras que
la seroprevalencia es similar a la encontrada enagoria de los estudios realizados en el
mundo, se destaca el alto nimero de establecirsientoal menos 1 animal seropositivo.

Transmision

Algunos autores reportan dosis infectantes dé 4028 unidades formadoras de
colonias (ufc) de Map por gramo de materia fecaggegan que unos pocos miligramos de
materia fecal ingeridos por un animal joven sorednfosos. (Jgrgensen et al.,, 1982;
Whittington et al., 2000; Behr and Collins 2010hi&lini et al. (1996) encontraron que 50 a
1000 ufc son infecciosas para un animal joven.

La infeccion por Map es generalmente a travésadadestion oral de alimentacion
contaminada por materia fecal o leche cruda comizahai.

La transmision puede ser de dos tipos: vertiaahgtizontal (Esquema I).

Transmision prenatal

Investigaciones han reportado que aproximadamerzt&% de los terneros nacidos
de vacas con signos clinicos se infectan en eb (&=itz et al., 1989; Sweeney et al., 1992;
Behr and Collins 2010).

Aly et al. (2005) reportan que terneros nacidoammales infectados tiene 6.6 veces
mas probabilidad de nacer infectados, comparado tneros nacidos de vacas
seronegativas (Behr and Collins 2010)

El semen de toros usados en cabafas es de lsgjo, s®bre todo si los animales son
testeados como negativos por lo menos 2 vece®dlaidn., 2004; Behr and Collins 2010).

Transmision postnatal

La mayoria de los autores coinciden en que laeda-bral es el principal modo de
transmision (Clarke, 1997).

Map es eliminado con las heces dando como resultadontaminacion del medio
ambiente, donde pueden sobrevivir durante muchaptie Se han reportado supervivencias
en el ambiente de hasta 252 dias en estado deitai@wrgensen, 1977). Por lo tanto el
medio ambiente es una importante fuente de infacgara los animales susceptibles
(Sweeney, 1996).

Tavornpanich et al. (2004) reportaron que las vaodas etapas posteriores de la
lactancia eran mas propensas a eliminar el micamisgno en las heces comparado con
animales en el periodo seco, aunque aun no séubalddo el mecanismo bioldgico de este
fenémeno.

Map también puede ser excretada en el calostrohgl€Taylor et al., 1981; Sweeney
et al., 1992a; Streeter et al., 1995), los cuatestdizan a menudo para la alimentacion de
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los terneros en forma de pool. La naturaleza ietwd&r del Map, sobre todo en los
macroéfagos, explica esta transmision. Se ha rapwmrtpie vacas infectadas eliminan 50
ufc/50ml de leche, ademas se ha detectado la miasda ADN del microorganismo en
leche.

Se ha identificado Map viables en leche pasteusizladque llevéd a que se realizaran
diferentes estudios relacionando a la viabiliddd pasteurizacion lactea. Dichos resultados
reportaron que la técnica usual de pasteuriza@or28l C durante 15 segundos presenta una
poblacion residual de Map que permanece viablenfGaal., 1999; Stabel et al., 2000; Behr
and Collins 2010).

Esquema I. Representacion de la fuente de infegcitasmision de Map

Fuentes de Infeccion: Fasnde Transmision:
Eliminacion de Map: 1. Transmision Vertical:
n |:> Materia fecal
" Leche, calostro, -Utero
i Ll :i' semen, feto -calostro

2. Transmisién Horizontal

-Directa: Animales contaminados er

Presencia de Map en el .
contacto con animales sanos

medio ambiente

-Indirecta: Animales susceptibles erj
contacto con el ambiente
contaminado

Fases de la enfermedad

Hay 4 fases o etapas descriptas para la enferngeddohne o paratuberculosis en ganado
bovino:

1-Fase | o Silenciosa:

Se caracteriza por ser una etapa “silenciosa” etecthbles. Normalmente esta etapa
se produce en todos los terneros, vaquillonasiggosdas jovenes en general con menos de
dos afios de edad y los animales adultos expuestosisacontinias de Map. Los animales
infectados, en esta etapa, rara vez se detectatosqruebas de laboratorio actualmente
disponibles, incluyendo el cultivo de heces, PCH# f{iglésPolymerase Chain Reactipo
las pruebas serologicas (ELISA, siglas del inflagyme-Linked ImmunoSorbent A3s&y
estos animales son muestreados frecuentemente Maliap detectarse en bajas
concentraciones en las heces de animales infec{daters et al., 2003; Behr and Collins
2010).
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En el examen de necropsia, los microorganismoonorsibles en los tejidos, pero
puede ser detectado a partir de cultivos de mugesttastinales seriadas, dicho hallazgo
demostraria la difusion temprana de la enferme&akeéney et al., 2006; Stabel et al.,
2008).

Esta etapa progresa lentamente durante muchos mes®ss a la fase Il o Il en
rebafios con alta prevalencia. Esto sugiere queragrgso de la enfermedad es dosis
dependiente del Map, ademas de depender de ladedidinfeccion (Collins et al., 2010;
Behr and Collins 2010).

2-Fase Il Portadores Inaparentes.

Esta fase se caracteriza por ser subclinica yg@geheral se produce en animales
mayores de 2 afios. Los animales en esta etapaepasanos, pero estan eliminado un
namero suficiente de Map en la materia fecal paradstectado en los cultivos de materia
fecal. Las pruebas serologicas (ELISA) detectamralg animales, pero no todos. Los
animales seropositivos deben ser confirmados dovatdecal (Behr and Collins 2010)

Estos animales constituyen una grave amenaza adme&uulta, siendo la fuente de
infeccidn de otros animales susceptibles a tragda dontaminacion del medio ambiente.

3-Fase Il o Clinica.

La enfermedad clinica de Johne, ocurre en cual@mienal con infeccién avanzada,

el inicio se asocia a menudo con un periodo désstorej: parto. El ganado, en esta etapa,
elimina Map en heces de forma intermitente. Losnaites pierden peso sin alterar el apetito,
ademas se evidencia una caida en la produccioreae.| Algunos animales parecen
recuperarse, pero a menudo vuelven arecaer emietlpale estrés siguiente. La mayoria de
estos animales estan eliminando miles de milloresomjanismos. Estos animales son
positivos en pruebas de cultivo de materia feckl gnayoria son positivos en las pruebas
serologicas (ELISA). Los signos clinicos suelenadwarias semanas 0 meses antes de que
los animales sean eliminados del rebafio (Behr alth€2010) .

4-Fase IV o Clinica Avanzada

Los animales en el estadio IV de la enfermedaddsdmles, caquecticos y por lo
general tienen diarrea crénica y profusa. En eat® fes caracteristico el edema inter
mandibular o en botella. Los animales pueden psagnépidamente de la etapa Il a la etapa
IV, a veces en unas pocas semanas, pero una péogneds gradual es mas tipica. Una vez
que la diarrea y la hipoproteinemia son profudascondicion del animal empeora
rapidamente.

Como en la mayoria de las enfermedades de cusa@or en la paratuberculosis
existe lo que se denomina “iceberg "- En un rebaifi@ctado tipico, por cada animal en la
fase Ill (que presenten signos clinicos), muchossa@nimales estan presentes en etapas
tempranas de la enfermedad, ejemplo 10-15 termevaguillonas en fase I. (Behr and
Collins 2010)

. El caso clinico representa sélo la "punta debérg" de la infeccion de la
enfermedad de Johne. Sin embargo, sdlo el 30-46 #bdibs los animales infectados pueden
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ser detectados incluso con técnicas de cultivoebatiigico de materia fecal que es la
técnica de referencia (Collins y col, 2010).

Diagndstico

Las pruebas de diagnostico se realizan generagnpam& tomar decisiones respecto a
una poblacién o a un individuo. Estas decisioneden ser, dependiendo del resultado, la
confirmacién con otra prueba mas especifica, lmiséicion del animal, la terapia del
mismo, o la aplicacién de un programa de contro tesultados de las pruebas también se
pueden usar para establecer un pronostico. Gerermen las infecciones cronicas
ocasionadas por Map, el prondstico es reservadave,gya que la terapia no es una opcion.
Sin embargo medidas de control pueden estableparaeevitar la propagacion del Map en
el rebafio. Por lo tanto, el conocimiento del cortgrorento de una prueba diagndstica es
esencial para la toma de decisiones.

Pruebas Diagnosticas
Deteccion directa de Map

Diagnostico macroscopicdxisten signos caracteristicos de la enfermedatbcel
engrosamiento de la mucosa intestinal, edema estimb y ganglios mesentéricos. Sin
embargo, es preciso realizar un analisis histotdde los distintos segmentos intestinales y
de los ganglios mesentéricos, asi como el cultevdod mismos y posterior aislamiento del
agente etiolégico para realizar un diagnosticoecertle la enfermedad.

Tincion directa Este método se basa en el empleo de la tinciddield-Neelsen
sobre un frotis obtenido a partir de la mucosastimal o de las heces. Se basa en la
visualizacion de agregados de bacilos acido alcasistente en grupos de tres o cuatro. Es
una técnica de muy baja sensibilidad en la etapalisica de la enfermedad, adquiriendo
mas relevancia en estados clinicos avanzadositBldiesta técnica depende del nUmero de
bacterias presentes en la muestra y de la expixiglet bacteri6logo. Sin embargo, la
presencia de bacilos acido-alcohol resistentes snespecifico de Map, con lo que este
ensayo no es concluyente.

Cultivo Bacteriolégico.En esta categoria se encuentran el cultivo tiauiti en
medios de cultivos sélidos, cultivo con método eatktrico y no radiometrico

El cultivo tradicional es el método mas empleaddaeactualidad en la gran mayoria
de los paises y se considera la prueba de refarantg@ mortem. La principal desventaja que
presenta este método es el crecimiento lento eairstdto de Map, ademas de la presencia de
formas no cultivables de Map (Gunnarsson y Fodst@d9; Whittington y col. 2000). Este
método, de acuerdo al “Manual de las pruebas dgndsiico y de las vacunas para los
animales terrestres” de la Organizacion Mundiabdeidad Animal (OIE) es el que presenta
100% especificidad, no dando lugar a falsos pasti¢OIE, 2008). El cultivo a partir de
heces en medio solido es capaz de detectar erieyetl 40% del ganado infectado, ya que
Gnicamente detecta animales que excretan mas danl@@des formadoras de colonias por
gramo de heces (Whitlock y col. 2000; CommitteeDagnosis and Control of Johne's
Disease, 2003). No obstante, éste método Unicardarttfica a los animales en un estadio
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clinico de la enfermedad avanzado siendo detecti@hosolo unos pocos animales en los
estadios iniciales (Whitlock y col. 2000).

El método radiometricos esta basado en la detectbisétopo de CO*, el cual es
liberado a partir del acido palmitico (que conti€hg como consecuencia del metabolismo
bacteriano. Este método detecta con mayor rapalgzdsencia de crecimiento de Map en
comparacion con el cultivo tradicional en medioid®l habiéndose descrito aislamientos
positivos en nueve dias tras la inoculacién delimdd cultivo (Damato y Collins, 1990).
Pero tiene la desventaja de ser un método muysmsto

Los métodos de cultivo no radiometricos se funddamen el empleo de medio de
cultivo en el que se incorpora un sistema de dgteaue reacciona cuando se produce una
alteracion en la concentracion de oxigeno, didxidocarbono o presién en cada tubo de
cultivo (Committee on Diagnosis and Control of J&krDisease, 2003).

En un ensayo donde se compara este método cadelidnal los investigadores reportaron
gue este método de cultivo radiométrico era capadetectar Map mas rapido que el método
convencional y por lo tanto era una buena alteraati cultivo convencional.

Extraccion directa de ADN y Deteccion por técnicamoleculares

La extraccion de ADN, la cual puede realizarseealamente desde el tejido o
muestra biolégica presenta ventajas como la debtanoidon de resultados rapidos en
comparacion con la técnica de cultivo (Garrido y. @00; Sevilla, 2007). El principal
inconveniente de esta técnica es la presenciahitedores de PCR, sobretodo en el caso de
la extraccion de muestras procedentes de heceg Y\Mal. 1990; Garrido y col. 2000).

En la actualidad los métodos de extraccion dirdetADN descritos no estan estandarizados
y por lo tanto este tipo de ensayo se considergleonentario a los ensayos de diagnéstico
estandarizados descritos, ya que aumenta la dedesibén cuanto a la deteccion de animales
positivos.

El primer PCR desarrollado fue basado en la IS88dljzandose primers para esa
secuencia, pero algunos autores usando esos pramgfficaron productos de PCR de
Micobacterias ambientales relacionados con la IS§00 lo que existe la posibilidad de
obtener resultados falsos positivos. (Moreira AyRgcol, 1999, Gasteiner J, y col. 2000;
Giese S.B.y Ahrens P. 2000; Garrido J.M., y cd@®0Harris N.B. y Barletta R.G.2001,
Strommenger B.y col 2001; Shin S.J. y col. 2003)sten variantes del PCR como ser el
Multiplex PCR (MPIL), que requiere cantidades miagnde DNA, el Nested PCR y el PCR
en tiempo real.

La sensibilidad y especificidad del PCR en tiemgad aplicado sobre muestras de
materia fecal comparado al cultivo fue de 0.6097 @espectivamente. (Alinovi et al., 2009).
Recientemente, el USDA (United State Departmertgsiculture) aprobd la licencia de un
kit de PCR en tiempo real (Johne Tetracore de \&tAM's). Este kit esta aprobado para
deteccién de Map en ganado a través de la detedir#stia de Map en muestras fecales
(www.tetracore.com).

Deteccion de la respuesta inmune del hospedador

Respuesta Inmune
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El Map, es un patdgeno intracelular, muy cercanMatuberculosis M. bovis M.
leprag y especialmente @ll. avium, se caracteriza al igual que los otros por infectar
macrofagos donde sobreviven y evaden la respuestane. La respuesta inmune a la
infeccibn conMap se caracteriza por una fuerte respuesta mediadaghalas en forma
temprana durante estadios subclinicos de la irfacgifuertes respuestas humorales durante
las fases clinicas tardias de la enfermedad. Aesnalayores de 10 meses aparecen como
mas resistentes a la infeccién y aunque el mecanexacto no se conoce, involucra la
maduracion del sistema inmune incluyendo el balante varias subpoblaciones de células
T asi como su distribucién en los tejidos.

El huésped normalmente se infecta corMelp siendo terneros, via ingestiéon de
material fecal, leche o calostro, siendo posibhehién la transmision transplacentaria. Una
vez ingresado al organismo,Map penetra la superficie de la mucosa gastrointdsiimade
es fagocitado por macréfagos. Se cree que lasaséMilsirven como puerta de entrada para
el Map al sistema linfatico. A las células M les faltaicravellosidades, enzimas digestivas
y mucosidad de la superficie proporcionando al ogiganismo una condicion apta para
adherirse. Los microorganismos vivos cruzan lalaélli por transcitosis y penetran por el
lado baso lateral de la célula siendo fagocitadosmacréfagos o células dendriticas. Luego,
los microorganismos pueden permanecer intactogal€eiet la célula fagociticas o pueden
procesarse y ser presentados al linfocito T. (GhipR.J.y Davis W.1993; Stabel, J.R. 2000;
Coussens P. 2001; Coussens P. 2004; Sigurdarebti:, 2004)

La respuesta inmune mediada por células es maydad varios subconjuntos de
linfocitos T, siendo esenciales para proporcionatgecion y prevenir la progresion de la
enfermedad. La secrecion de citoquinas por lasapabies de células T activa a los
macrofagos para destruir allap fagocitado asi como a otras células T a fin deerr la
infeccién. Cuando el macréfago infectado se actpr@ducirda interleukina-1 (IL-1), un
mensajero celular que activa las células T. Comts@muencia los linfocitos T activados
producen IL-2 qué resulta en la expansion clonpéesica de células citoliticas CD8+y T
helper CD4+. Mientras se activan las células T, nuscrofagos presentan al antigeno
asociado con moléculas MHC de clase Il a las cel@®4+. Antigenos asociados con
moléculas de MHC de clase | son presentados @&lakas CD8+. La poblacion de linfocitos
T helper puede ser dividida en dos subpoblaciohéglper CD4+ tipo 1 que produce IL-2,
TNF-B e IFN+, citoquinas que dirigen la funcion inmune medipdacélulas. En contraste
la subpoblacion T helper tipo2 de linfocitos espaesable de la induccion de la funcion
inmune humoral via citoquinas IL-4, IL-5, IL-6 e-10. (Chiodini, R.J.1996; Stabel, J.R.
2000).

Pruebas seroldgicas

Estos ensayos se basan en la deteccion de la ioexuhumoral y son empleados
principalmente en el caso de rumiantes domésticos.

Test de fijacion del complemento (FEpta prueba ha sido empleada como estandar
para el diagnostico de la enfermedad de Johne eadgavacuno. Este ensayo esta
especialmente indicado en animales con sospechafecion clinica, sin embargo su
aplicacion como herramienta de control poblacialgala enfermedad de Johne es limitada.
En la actualidad, este ensayo es demandado porcaignaises en los que se importa ganado
vacuno (OIE, 2008). Esta prueba diagnostica sectmiza por su capacidad para detectar
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animales altamente infectados, sin embargo eséeniéca que presenta una baja sensibilidad
y tiene tendencia a producir falsos positivos (V@bk y col.2000).

Inmunodifusién en gel de agararosa (IDGAjsta prueba estad principalmente
indicada para la confirmacion de la enfermedadoti@d en ganado caprino, ovino y vacuno
con presencia de signos clinicos (Sherman y cd4)19El empleo de esta técnica en
pequefios rumiantes en Nueva Zelanda y Austral@dehzostrado una mayor sensibilidad y
especificidad que el ELISA (Gwozdz y col. 2000; dopcol. 2000; Sergeant y col. 2003;
OIE, 2008).

Ensayo inmunoenzimatic®ELISA). Esta técnica se caracteriza por preseate
mayor sensibilidad en comparacion con las técrdeaBC y IDGA en cuanto a la deteccién
de animales subclinicamente infectados que actoiao ortadores de la enfermedad (OIE,
2008). Esta técnica es capaz de detectar entr@49% del ganado vacuno identificado
como positivo por el cultivo de heces en mediodeo(Mhitlock y col. 2000). Sin embargo,
esta sensibilidad depende de la edad del animafjuauhay estudios en los que se ha
calculado que la sensibilidad global total estimpdea los diferentes grupos de edad es del
15% (Whitlock y col. 2000; Jubb y col. 2004). Enle principales ventajas de esta técnica
destacan la automatizacion, la repetibilidad, eV&llo nGmero de muestras que es capaz de
analizar y la objetividad de los resultados (Sanggacol. 2003; OIE, 2008). En la actualidad
es una de las pruebas que mas se emplea paraetenid@cion del nivel de infeccion en
rebafios (Nielsen y col. 2001). Ademas, la desdipcde nuevos antigenos y anticuerpos
mas sensibles y especificos estan permitiendo s&raglo de nuevos test de ELISA con
mayores valores de sensibilidad y especificidadffiey col. 2005; Eda y col. 2006; Speer
y col. 2006).

Ensayo de la respuesta inmune mediada por células

La inmunidad mediada por células precede a laym@dn de anticuerpos detectables
y por lo general, los animales que se encuentrélisicamente infectados con Map
normalmente no reaccionan a las pruebas serol¢giess si producen una reaccion positiva
a los ensayos que miden la inmunidad mediada paasgOIE, 2008).

Prueba del gamma interferop-iFN). Este ensayo est4 basado en la medicion de la
produccion dey-IFN por los linfocitos, los cuales son sensibiliaa con antigenos
especificos [tuberculina derivada de la proteitanesr aviar purificada (PPD aviar), (PPD
bovina o jonnina)] durante un periodo de incubadérentre 18 y 36 horas (Wood y col.
1990). A continuacion, la deteccidn cuantitativlhyd#=N producido se realiza a través de un
ELISA de tipo sandwich, el cual emplea dos antipagrmonoclonales dirigidos @lIFN.

En la literatura se ha descrito que la especifttide este ensayo varia entre el 67 y el 94%
(Kalis y col. 2003) en funcién de los criterios u¢erpretacion del mismo, ya que este
ensayo fue inicialmente desarrollado para el distiem de la tuberculosis bovina (OIE,
2008).

Prueba de Hipersensibilidad retardadBsta prueba de hipersensibilidad retardada
también mide la inmunidad mediada por células geepsduce tras la inoculacion
intradérmica de un antigeno y la posterior medictin la induracion del punto de
inoculacion a las 72 h. Inicialmente, los antigeeogpleado fueron la PPD aviar y johnina
hasta que un estudio demostré que la sensibilizat@éalgunos animales con otras especies
de micobacterias miembros de MAC hacia que ambibgesios no presentaran una elevada

19



Paratuberculosis Bovina

especificidad para el diagnéstico de la paratubbesm (Inderlied y col. 1993). La
interpretacion de esta prueba es dificil por ltafde estandarizacion en lo que respecta a la
lectura de la prueba. En un estudio se vio que ngigeno johnina presentaba una
especificidad del 88,8% en ganado vacuno si elgpdatcorte de la induracién dérmica era
superior a 2 mm, del 91,3% si la induracion eraegopa 3 mm y del 93,5% si era mayor a
4 mm (Kalis y col. 2003).

Pruebas diagnosticas a nivel individual y poblacical

Las pruebas diagnosticas pueden ser utilizad&s pana el diagnostico individual de
los animales infectados, denominadas a nivel iddadi o para la deteccion de rebafios
infectados o libres de la infeccién por Map, a €stidimas se les denomina pruebas a nivel
del rebafo.

Las pruebas de diagndstico de Map individuales-ardrtem incluyen pruebas de
deteccion directa del agente y pruebas de deteauilinecta a partir de la respuesta inmune,
la cual puede ser inmunidad mediada por célulasnaohal (Nielsen et al., 2001; Saxmose
Nielsen S; 2009).

Las pruebas a nivel de establecimientos puedesseto para clasificar los rebafios
como "infectado” o "no infectados”, como de "bajesgo” o de "alto riesgo”. Estas
clasificaciones se pueden utilizar para reduciriedgo de transmision entre poblaciones
animales. El resultado de la prueba a nivel defi@bae puede utilizar como un indicador de
si un esquema de programa de control deberia diblestrse o esta funcionando
correctamente o para realizar una evaluacion gedeaalencia en rebafios infectados. Las
pruebas a nivel de rebafos incluyen cultivos den@atecal individuales, pool de de materia
fecal, muestreo ambiental y pruebas serolégicam gparcentaje del rebafios (USDA,
Uniform Program Standards for the Voluntary Bovilehne’'s Disease Control Program,
2010) (Saxmose Nielsen S; 2009)

Seroprevalencia

La paratuberculosis es una enfermedad de creciprdgalencia en especies
ganaderas y esta ampliamente distribuida por tbdwedo (Chiodini et al., 1984,
Kennedy et al., 2001). Sin embargo, la prevalemead de esta enfermedad puede estar
enmascarada por las dificultades que plantea ggn@ktico. Las técnicas utilizadas en la
deteccion de animales infectados en general nesoecialmente sensibles, a lo que hay que
anadir el largo periodo de latencia desde la imdecbasta la aparicion de sintomas, y la
variabilidad del curso de la enfermedad entre aleisna

La prevalencia de PT a nivel de rebafios en lasepaion una importante industria
lactea se calculé en aproximadamente 10% (Sod&96). Mas recientemente, en, Bélgica
(Boelaert et al., 2000), los Paises Bajos (Muslatra., 2000), Dinamarca (Nielsen et al.,
2000), Canada (VanLeeuwen et al., 2001) y EE.ULel\ Wagner, 2000), la prevalencia
a nivel de rebafos se ha estimado a 30-50% (Beh€Calins 2010)

En los dltimos afios varios autores han validadostne@s ambientales y de pooles de
materia fecal para detectar establecimientos iaflest por Map. (Lombard et al., 2006;
Wells et al.2003)
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Otra alternativa para estudiar la presencia dehi&gen un establecimiento son las
pruebas a nivel rebafios a partir de muestras dejuéa de leche, aunque so6lo una
relativamente pequefia proporcion de vacas quetarckéap en las heces lo hacen también
en la leche (Sweeney et al., 1992; Streeter e1295.; Jayarao et al., 2004, Behr and Collins
2010).

En bovinos de carne la prevalencia a nivel defrebdue reportada por varios
autores, siendo de 8 a 54% con al menos un ansdlyo (Thorne y Hardin, 1997; Dargatz
et al., 2001; Waldner et al., 2002; Hill et al. 030 Roussel et al., 2005; Scott et al., 2007;
Behr and Collins 2010).

Estudios epidemioldgicos que se han realizado patimar la prevalencia de la
infeccion de Map en el estado de Rio Grande do(Gamez et al., 2005), revelaron la
presencia de infeccion en casi todos los estabiectos testeados. En Argentina, Paolicchi
et al., (2002) presentaron resultados de seromnesial real en diferentes regiones del pais,
siendo la Provincia de Buenos Aires la que presargidltados mas altos, 26,5% en ganado
de carne y 56% en ganado lechero; mientras qud esst® de Provincias testeadas la
seroprevalecia oscilo entre 0% y 7%.

Nielsen et al., (2009) realizaron una revision loe estudios de prevalencia en
Europa concluyendo que la prevalencia de ganadmd@arece ser 20% y fue de 3-5% en
varios paises. La prevalencia de establecimienssuperior al 50% y ningun pais reporto
prevalencia de 0 % o cercanas a este valor. Esteti@lgunos paises de la Unidon Europea
presentaron resultados de seroprevalencia bajap ¢amstria donde un estudio transversal
encuentra un 2% de animales seropositivos, reslaltenmayor seroprevalencia en bovinos
entre 5y 7 afios de edad (Gasteiner J.et al., 1999)

La prevalencia en los Estados Unidos varia erfi% 240% en rebafios con mas de
300 cabezas. Collins et al.,1994, reportaron ezs&ldo de Wisconsin los resultados de un
muestreo transversal de 158 rebafios y 4990 aninked¢sados donde encontraron una
seroprevalencia aparente de 7,2%, con un 50% @éwoslcon al menos 1 animal positivo.
Johnson-Ifearulundu Y.J y Kaneene J.B (1999), minamn en el estado de Michigan un
6,9% de bovinos serolégicamente positivos, con G @e establecimientos con mas de 1
animal positivo. Otro estudio, esta vez realizadcekestado de Colorado, por Hirst et al.,
(2004), presentan un 4,12% de vacas adultas séigpssde las 10280 testadas, con un
2,65% de prevalencia dentro de los rebafios. Ladtaedes de seroprevalencia sefalados
anteriormente contrastan con el encontrado en p88®Braun K. et al.que reportan en el
estado de Florida un 17,1% de seropositividad. dissudel NAHMS, (1997) muestran una
seroprevalencia ajustada para Map en rebafios teciermas de 30 animales en produccion
de 3,4%, con un 21% de establecimientos seropositithorne J.y Hardin L. (1997),
reportan un 8% de seroprevalencia aparente en gaeelttero, que ajustado por sensibilidad
y especificidad de la prueba dio 16% con un 47%sddablecimientos positivos en el estado
de Missouri.

Control

Los programas de control de la enfermedad de Jeff@san en el conocimiento de
las vias de infeccion de Map, en la persistenciani@oorganismo en el medioambiente y
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en el desarrollo de métodos para la reduccion @pasicion de Map en el habitat animal.
Los requerimientos minimos para el control de femmedad incluyen la identificacion de
los puntos criticos de transmision de la enfermeddddesarrollo de herramientas de
muestreo y diagnostico para la identificacion démafes excretores, la mejora de la
trazabilidad e identificacion de animales de mameda/idual, la presencia de fuentes con
animales de reemplazo libres de la enfermedad(tonedy y Benedictus, 2001).

Existen diferentes programas de control en ditesepaises y la mayoria son planes
voluntarios de control. Un ejemplo es el “The Vdarg Johne’s Disease Herd Status
Program” en EEUU, el mismo fue establecido por prarvez en el afio 1998, para detectar
rebafos de bajo riesgo para Map. Los objetivosiyeei un minimo de normas a aplicar para
la certificacién de los rebafios en bajo riesgot@€a2007)

Otro ejemplo de programa de control es en Auateli el cual la prevalencia de Map
es muy diferente en las diferentes regiones, esemarel Oeste del pais pero endémica en el
Sur y en algunos estados como en Victoria, NewlBSdldales y Tasmania. Hasta el afio 1996
los estados presentaban programas de control garregion pero la procuraciéon hizo que a
partir de ese afo se lograra un plan integrad@d&at nacional (Saxmose Nielsen, 2009)

En los Paises Bajos existe un programa de canicdhdo en 1998 el cual tuvo los
siguientes objetivos: a) reducir la exposicion dehsumidor a Map, b) minimizar las
pérdidas econdémicas, y c) la erradicacion del Mapgod establecimientos ganaderos. Sin
embargo Weber et al., (2008a) reportaron que erb Zalamente 473 establecimientos
tenian el estatus de libre de la enfermedad. Eafiel 2006 se agrega al programa el
monitoreo de los establecimientos a partir del BLpfara leche, al cual se le elevé el punto
de corte del indicado por el comerciante, para itigimlos animales falsos positivos (Weber
et al., 2008). Los animales positivos al ELISA sonfirmados por cultivo fecal.( Saxmose
Nielsen,2009)

Enfermedad de Crhon

La enfermedad de Crohn en una afeccion de los mosn@ue se caracteriza por un
proceso inflamatorio cronico intestinal, que afestas comunmente ileon y colon. Esta
enfermedad afecta seriamente la calidad de vidpat@énte y fue descrita con claridad en
1932 por Crohn, Ginsburg y Oppenheimer, habiendio sinteriormente encontrada en
pacientes en Escocia. Estos casos fueron llamaedonalgma no especifico.

En la década de los 80, la enfermedad fue recda@fectando otras porciones del
tracto digestivo, como ser boca, eséfago, estéryagtoos tejidos como la piel, muisculo y
hueso.

Durante el transcurso de la enfermedad se havaskegue los érganos comiunmente
afectados son el ileon terminal y el ciego, elrlecel colon, que en la gran mayoria de los
casos viene acompafiado de procesos de perfordoignacion de abscesos, fistulas,
constriccidn y obstruccién intestinal, entre otros.

La causa de la enfermedad es desconocida, sinrgonbay diversas hipétesis como
la de una respuesta autoinmune aberrante del hadped antigenos indefinidos o contra
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agentes infecciosos incluyendo a Map, E. coli, um@ccion virica cronica, etc (Chiodini
R.J, 1989). Aunque también se han considerado ptsibles etiologias y origenes como
una isquemia crénica y micro-infartacion, la pres®nde una respuesta anOmala a un
componente dietético, una respuesta inflamatotégicala a la microflora intestinal normal, la
predisposicion genética a la enfermedad (debido @dsencia de SNPs en el gen NOD?2),
etc. (Committee on Diagnosis and Control of JohDessase, 2003).

Hasta la fecha hay numerosos trabajos que apog&og/ que ponen en entredicho la
hipotesis de M. a. paratuberculosis como agenteatale la enfermedad de Crohn.

Uno de los antecedentes que refuerzan la ideaageddgimo una posible zoonosis es
gue Map ha sido detectado hasta el momento en,lgci@so, carne y agua destinados al
consumo humano y por lo tanto estos pueden supmiaeposible ruta de exposicion de Map
para el hombre (Corti y Stephan, 2002; Donaghyly 2@04; Pickup y col. 2005; Clark y
col. 2006; Pickup y col. 2006; Abubakar y col. 200&ravata y col. 2007; Alonso-Hearn y
col. 2009; Behr and Collins, 2010 ). En Argentisa, utilizaron 70 muestras de leche
pasteurizada comercial sometida a distintos traatos térmicos, aislanddap viables del
2.86% las que fueron confirmadas por PCR y RFLPdtbn “A”, el mas prevalente de los
aislamientos desde animales en Argentina y siralldenominado C17 europeo (Paolicchi et
al., 2008)

Asi mismo Chamberlin y col. (2001), sefialan que dvances tecnoldgicos en el
diagnéstico, con el desarrollo de técnicas molees)ahan permitido la identificacion o el
aislamiento delMap en mayor proporcién de tejidos con enfermedad d#hrCque en
controles. Entre el 35 y 40% de los pacientes cdarmedad de Crohn presentistap,
detectados por aislamiento o por hibridacion in. Sechi y col en 2005, detectan por PCR y
cultivo que la mayoria de los pacientes con Cr@mla isla de Sardinia, estan infectados
conMap. Nacer y col en 2004, detecthfap viable en sangre periférica de una proporcion
importante de pacientes con enfermedad de Crohn.

Los genes asociados con la enfermedad de Crolgrsngjue una respuesta inmune
inadecuada a un patdégeno intracelular puede seprietipal desencadenante de la
enfermedad. Map es un patdgeno intracelular y pgokisible que esté desencadenando la
enfermedad (Ferweda y col. 2007; Parkes y col. 007

Por otro lado algunos autores encuentran argumeqie contradicen la hipétesis de
la posible zoonosis. Kanazawa y col en 1999 realiza estudio en 13 pacientes con
enfermedad de Crohn. Utilizando la técnica de PQiRaalo para la 1IS900, no detectdap,
por lo que sugieren que Blap no participa en la patogénesis de la enfermeda@rden.
Ellingson J. y col. 2008or la técnica de PCR no detectan la secuenciasgecion 1S900 en
pacientes con enfermedad de Crohn, y concluyenequesos tejidos y por medio de esa
técnica no es posible asociaMap con la enfermedad de Crohn.

En un estudio se vio que la poblacion rural mdmiesta a Map en comparacion con
otros sectores poblacionales no presenté mayoses t#e la enfermedad de Crohn que el
resto (Jones y col. 2006). Ademas Suecia tientatas de prevalencia de la enfermedad de
Crohn mas altas a pesar de presentar una prewaleag@ de la enfermedad de Johne
(Ekbom y col. 1991, Sternberg y Viske, 2003 ).
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Estudios en Uruguay realizados por lade y col. 2085criben las caracteristicas
clinicas y evolutivas de pacientes con enfermedadCbhn, destacando que se presenta
fundamentalmente en adolescentes y adultos joveoesun predominio de lesiones en
yeyuno, ileon, pero con un mayor compromisos diercque lo esperado.
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Objetivo general

Evaluacion de herramientas y /o estrategias diséigndspara detectar rebafios lecheros
infectados poMycobaterium aviursubsp paratuberculsosigEnfermedad de Johne).

Objetivos especificos.

1. Definir un protocolo de muestreo ambiental comaodmienta para la deteccion de Map
en rebaros lecheros.

2. Definir un protocolo de muestreo de pools de matécal para la deteccion de
infeccidn por Map en rebafios lecheros.

3. Comparacion entre la prueba de ELISA indirectotiwulbacteriano de muestras
individuales.

4. Definir la sensibilidad a nivel de rebafo para 3asstrategias: ambiental, pool de
materia fecal y ELISA indirecto
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Capitulo 3

Muestreo ambiental para la deteccion de Paratubdosis bovina en establecimientos de
la cuenca lechera sur de Uruguay
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Muestreo ambiental para la detecciérde Paratuberculosis bovinan establecimientos de
la cuenca lechera sur de Uruguay

Introduccién

La paratuberculosis o enfermedad de Johne (JD)agnfermedad intestinal cronica
y progresiva de los rumiantes y animales salvagesado por una bacteridycobacterium
avium subsp paratuberculogislap)

Una de las rutas usuales de infeccion es fecal-aiahdo los terneros las categorias
mas susceptibles a la infeccién por la exposicl@stércol infectado por animales adultos
(Larsen et al, 1975; Sweeney, 1996).

La enfermedad recién se manifiesta en animalestaady da como resultado
pérdidas econdmicas causadas por el refugo premaéadureduccioén de la produccion lactea
y ganancia de peso en animales de produccion.

Varios investigadores han reportado la supervieerde Map en diferentes
condiciones in vitro, que incluyen agua, orinaiéestl y temperaturas bajo cero (Lovel et al,
1944.; Larsen et al, 1956; Jgrgensen, 1977). bstibeszgos sugirieron que Map sobrevive
bien en condiciones adversas.

Como un patégeno intracelular obligado, el Map aoreplica fuera del huésped
(Harrys y col, 2001), pero puede sobrevivir por nd@sun afio en el medio ambiente
(Whittington y col, 2004). Animales salvajes, a{€®rn y col, 2005; Beard y col, 2001),
incluso los invertebrados tales como las moscas glsanos (Pavlik y col, 2002; Fischer y
col, 2005), comunmente encontrados en los alrededde las explotaciones lecheras se
pueden infectar con el MAP, y en ocasiones artajhacteria en el medio ambiente. Aunque
la cantidad de Map excretada por estos huéspeddsadicionales es insignificante en
comparacion con que arrojan por el ganado (Tiwarcoy, 2006), estos hospederos
representan una forma en donde la bacteria puddsstr y multiplicarse fuera de la
huésped primario. La presencia de "genes relacaseoh la latencia” en el genoma de Map
sugiere que, en ausencia de nutrientes esendiédgspuede entrar en un estado de latencia
y luego volver a un estado viable infeccioso cualagocondiciones se vuelven favorables
(Whittington y col, 2004).

Whitlock et al. (1992) muestreo el medio ambiersi®, incluir los efluentes del
tambo, en 11 rebafos infectados en Pennsylvanm.investigadores encontraron que el
45% de los establecimientos tenian muestras analbesrnositivas, y sélo un establecimiento
tenia una prevalencia alta de contaminacion amddi€¢22%).

Del mismo modo, Pavlik y col (2002) evaluaron 2906estras ambientales de 20
establecimientos infectados y encontré que 2% jgoaitivos en el muestreo ambiental.

Un estudio realizado en Minnesota por Raizman y @804) encontraron que la
mayoria de los areas comunes para obtener muestrasltivo positivo fueron los caminos
de los establecimientos y las areas de almacentode estiércol, estercolero. El muestreo
ambiental detecté el 78% de los establecimienttectados de los cuales previamente se
conocia el estatus de infeccion, por serologialtvouindividual. Berghaus y col (2006)
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realizaron un estudio similar en 23 establecimienézheros en California y encontraron
qgue el agua de las lagunas de efluentes era lakeniam mas probabilidad de ser positivas
al cultivo. Asi mismo, muestras ambientales ideraibn 74% de los establecimientos
previamente clasificados por otras técnicas consiipos.

El Sistema Nacional de Monitoreo de Salud Animalestablecimientos lecheros
(creado en USA, 2002) vigila los sistemas prodostigistribuidos en 21 estados. Uno de los
componentes de la vigilancia es el muestreo andligudra la deteccidn de rebafios
infectados. Un total de 483 muestras ambiental@®Xanadamente 5 por establecimiento)
fueron recolectadas, y 218 (45,1%) fueron cultigsifivo para Map. Sesenta y nueve de las
98 operaciones (70,4%) tenian por lo menos unatmaugal cultivo ambiental °positivo.

Pillars y col (2009) encontraron que el piso dethimbos y estercolero fueron las
areas mas contaminadas, representando el 30% y d3%otal muestras positivas,
respectivamente.

Recientes estudios sugieren que Map puede estale \ea las particulas de polvo
depositadas en el medio ambiente, sugiriendo léledsansmision de la infeccion por MAP
a través de bioaerosoles (Eisenberg y col, 2010).

Con una larga persistencia en el medio ambienta ydntinua excrecion de
microorganismos por los animales, la acumulaciorMdg viable en el medio ambiente
ocurre, siendo un factor de riesgo para su propagactraves de un rebafio.

Una mejor comprension de la distribucion del Mapetrmedio ambiente puede
conducir al mejoramiento de herramientas de sangecomo alternativas al diagnostico a
nivel de rebafio.

El objetivo de este trabajo es definir un protocpilmto de muestreo ambiental y
describir la distribucion de Map en establecimisrézheros de la cuenca sur del Uruguay.

Materiales & Métodos

Definicién Muestra ambiental

Dado que el estiércol de los bovinos infectados lasprincipal fuente de
contaminacion ambiental por Map. Se define comeranestra ambiental el estiércol que se
recoge de diferentes zonas de los establecimiethbosle la materia fecal de los animales se
estanca y mezcla. Las muestras para la ideniificadirecta o indirecta del agente se
procesan por algunas de las técnicas para el difgndle Map.

Seleccion de los establecimientos

Se seleccionaron un total de 9 establecimientdsetes, 8 del departamento de
Colonia y 1 de San José. Los criterios de inclufi@non: poblacion bovina de al menos 30
vacas en ordefie con historia clinica (diarrea ce)ni y/o antecedentes de seroldgica
positivade Map en el establecimiento. Los datodgmidnales fueron extraidos de la base de
datos de DICOSE MGAP (Division Contralor de Semntgs, Ministerio de Ganaderia
Agricultura y Pesca, Uruguay). Los datos de seiitipmad fueron extraidos del proyecto
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“Paratuberculosis bovina en Ganado Lechero en len€u Sur del pais” INIA-FPTA —
Facultad de Veterinaria (2006).

Muestreo ambiental

Se tomaron un total de 138 muestras ambientalésbdisas entre 6 y 9 areas
diferentes en los 9 establecimientos lecheros gaaitites. Las areas muestreadas fueron
previamente seleccionadas teniendo en cuenta cateoeglentes el muestro que se realizé
en el ‘Voluntary John Disease Herd Status Progra®l Minnesota Board of Animal
Health'. Previo a comenzar el muestreo se recibié ureaatniento por el Dr. Scott Wells
(university of Minnesota) a nivel de predio.

Las areas muestreadas se esquematizan en cuadib mluestreo de areas sufrio
alguna variacién por establecimiento dependienddadecaracteristicas y manejo en los
mismos. La recria fue el area que mas vario, @adiase en 1, 2 o 3 potreros diferentes
segun el establecimiento. Dos tambos tenian cerdgeanimales enfermos y 7 usaban el
potrero de paricion para alojar a dichos animd&tésorral de estabulacion se muestreo en un
solo establecimiento el cual realizaba recriansitea (Cuadros |y Il). Los establecimientos
muestreados se distribuyeron en los meses de m@rmastoiio e invierno como lo indica el
Cuadro |.

Cuadro . Estacién del afio y total de areas musddieen 9 establecimientos lecheros.

Establecimiento . . Total de Muestras

o Estacion de muestreo Total areas .

N Ambientales
R Primavera (Noviembre) 8 16

S Primavera (Octubre) 8 16

M Primavera (Octubre) 8 16

@) Primavera (Noviembre) 6 12

U Otofio (Marzo) 8 16

I Otofio (Marzo) 6 12

B Invierno (Setiembre) 9 18

E Invierno (Setiembre) 7 14

NE Invierno (Julio) 9 18

Total 69 138

Cuadro Il. Distribucién y total de areas muestreagtalos establecimientos.

Areas Muestreadas N° Muestras N° Establecimientos
Sala pre- ordefie 18 8
Estercolero Tambo 28 9
Cria terneros 18 9
Paricion 20 9
Recria (1'y 1) 42 9
Caminos al tambo 6 3
Corral estabulacion 2 1
Corral Enfermos 4 2

Cada muestra estuvo constituida por una mezcta)(de 4 muestras colectadas de 4
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sitios diferentes de una misma area. Dentro de éeeka se eligieron los lugares de mayor
acumulacion de estiércol, como ser bebederos y deme (figura 1 y 2). Se colectaron 2

pools de 4 muestras por area. Las muestras setatoleacon bolsas plasticas las cuales
fueron transportadas al laboratorio en forma refada. Las muestras se guardaron en
freezer a -20° C hasta su procesamiento. Loslestatientos se definieron como infectados

si presentaron al menos un cultivo positivo a Megumiendo que el cultivo de materia fecal

presenta una especificidad de 100%.

Las muestras ambientales fueron sembradas en &b macteriolégico de Herrold
yema de huevo con micobactina (Herrold egg yolkioredHEYM), utilizando cinco tubos
por muestra. Un tubo Herrold yema de huevo sin bactna (HEY) y 4 HEYM. Se utilizo
un medio de cultivo comercial de Becton Dickins8e. utilizaron 4 controles positivos de
materia fecal, de los cuales obviamente ya seredia el estatus de positividad. El total de
tubos sembrados fue de 715.

En los tubos con aislamiento de Map se contaronuetero de colonias por tubo
(NCT). Las mismas se clasificaron en Bajo nimer8)(Moderadas (10-49) y Alto (>50).

Figura. 2 Bebedo omedero.

Método de cultivo de muestras ambientales.

Dos gramos de cada muestra ambiental se colo86 el de agua estéril en un tubo
conico de 50 ml. Después de agitar durante 30 wsnwte dejo reposar por 30 minutos.
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Cinco ml de la capa intermedia superior fuerondiendos a otro tubo conteniendo 25 ml de
0.9% cloruro de hexadecilpiridinio (HPC) en cal@dwabro corazon. Se incubo toda la noche
a 37°C. Una vez incubado, la muestra fue centrifaga900 x g por 30 min. El sobrenadante
fue eliminado y el pellet resuspendido en 1 ml dela con antibidticos (100 ul/ml Acido
Nalixico, 100 ul/ml Vancomicina y 50 pl/ml de Anésicina B). La muestra se agito para
resuspender el pellet en una solucién y se inoodh& . noche a 37° C.

Por altimo se sembr6 0,2 pl de la muestra en 1 debdEY y 0,2 en cada uno de los
4 tubos conteniendo HEYM. Los tubos de cultivo sgabn incubando 16 semanas, los
mismos eran revisados semanalmente. Junto conudastras ambientales se sembraron 5
muestras de materia fecal, las cuales se conocfasaltado (USDA, LVS), siendo 4
positivas y 1 negativa.

Confirmacion de cepas de Map por PCR cuantitativdggPCR)

Las cepas aisladas en muestras ambientales seantamin por gPCR. Para la
deteccion del ADN extraido de colonias aisladasMigp se utilizé un kit comercial
“Mycobacterium Paratuberculosis DNA Test Kit, Ruobrase Chain Reaction, VetAlert™
Johne’s Real-Time PCR, que esta disefiado paradadien cualitativa in vitro de ADN de
Mycobacterium paratuberculosis. La prueba se puétiear para detectar el ADN extraido
directamente de muestras de materia fecal bovicenrmacion de muestras cultivadas en
medios de cultivo liquido.

La prueba se basa en la utilizacion del test de R@Riempo Real que usa
oligonucleodtidos especificos y una sonda fluoroggrque genera una sefal fluorescente
cuando el ADN especifico de M. paratuberculosisa gatesente en las muestras. La
extraccion de ADN fue realizada de colonias aidada medios de cultivo a través del
sistema de extraccion de Map Tetracore. Fueronighas$ en la corrida un control positivo y
un control negativo aportado por el el kit.

Se utilizé el equipo de PCR en Tiempo Real “Stret@gMX305” con el siguiente
programa: activacion enzimatica: 10 minutos a 95, PCR: en dos pasos (95 ° C x 15
segundos, 62 ° C x 60 segundos) durante 50 ciclos.

Prueba produce una sefal fluorescente caraatarisiando el resultado es positivo.
Una muestra positiva se visualiza como una curgmaidal en una grafica lineal de dos
dimensiones donde el ejg" representa el nimero de ciclos de PCR y el\gjaépresenta
la fluorescencia relativa de la sefial. El ciclaud®ral o el valor Ct, es el nimero de ciclo en
el cual el aumento de la sefal fluorescente asactath el crecimiento exponencial del
producto de PCR se detecto por primera vez. Cesepta el punto en que la sefial sobrepase
el umbral de deteccién, cuanto menor sea el vaoCil mayor es el ADN originalmente
presente en la muestra al inicio de la reaccidRCIe.

La corrida se considero valida si la curva de diicption del control positivo se
encuentra entre el ciclo 20 y 26 y si el contrajatero no pasa del umbral antes del punto
final del test. Las muestras fueron consideradagipas si los valores eran menores a 42 Ct.
Asi mismo se colocaron cepas tipificadas previameuar USDA, Laboratory Veterinary
Service, de las cuales se usaron 4 controles yasitifambién se utilizo una cepa Gram
positiva de Staphylococcus aureus como controltheggue contuviera ADN microbiano
diferente al buscado.
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Analisis de datos

Considerando las limitaciones de tamafio muestrgbl@eed la utilizacion de la
estadistica descriptiva para explicitar la disicidbn de las muestras ambientales y los
porcentajes de positividad de los establecimientos.

Resultados

En el cuadro lll se puede observar que el totalubes sembrados fue de 715. Se
obtuvieron 11 tubos con aislamiento Mgcobacterium avium subsp paratuberculoSe
aislo Map en 3 de los controles, existiendo comagiéon en 1 de los mismos (cuadro lI).
Se aislo Map en 4 de los tubos HEYM de uno dedograles positivos, 2 tubos positivos en
el segundo y un tubo positivo en el tercer contEbtuarto control, como ya se menciono, se
contaming antes de las 2 semanas de incubaciéndienglo sacar conclusiones del mismo.
En el control negativo no se obtuvo crecimientaady

Cuadro lll. Resultado del total de tubos sembraasificados como positivos, negativos y
contaminados.

N ° tubos Cultivo Herrold con y sin micobactitdEYM  Porcentaje  HEY Porcentajes

Con aislamiento de Map 11 1,9 (11/572) 0 0,0 ®14
Con aislamiento de Mycobacterias no Map 12 2,502y 7 4,8 (7/143)
Negativos 459 80,2 (459/572)102 69,8 (102/143)
Controles positivos con aislamiento de Map 7 1/312) 0 0,0 (0/143)
Controles positivos sin aislamiento de Map 5 0/8713) 0 0,0 (0/143)
Controles positivos contaminados 4 0,7 (4/572) 1 7(0D/143)
Controles negativos, sin crecimiento 4 0,7 (4/572)0 0,0 (0/143)
Contaminados 70 12,2 (70/572) 34 23,0(33/143)
Total tubos Analizados (n=715) 143 572 715

HEYM: Herrold con micobactina; HEY: Herrold son mbactina

Los aislamientos fueron confirmados por ser mictbacdependiente, acidos
alcoholes resistentes y positivos a gPCR.

Hubo 19 aislamientos en los cuales crecieron migasosmos del grupo de las
Mycobacterias, las mismas fueron descartadas camspeshosas de ser Map por: la
morfologia de la colonia (amarillas), crecimiento s tubos HEY demostrando ser
Mycobacterias micobactina no dependientes y pordsecrecimiento rapido, menor a 2
semanas.

Dos de los 9 (22.2 %) establecimientos fueron positpor cultivo ambienta.

En el cuadro IV se puede observar que de los 8stige areas ambientales
muestreadas se obtuvo cultivos positivos en 3lds.el
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En el 22,2 % (2/9) de los establecimientos se abtom cultivos positivos en los
efluentes del tambo. En el 12,5% (1/8) y 11,1 99)(@le los establecimientos se obtuvieron
en el corral previo al ordefie y potrero de paricgspectivamente (Cuadro 1V).

El 3.6 % de las muestras resultaron positivas (Ruig.

Cuadro IV. Distribucion de muestras ambientalestipas por area

NO
Tipos Areas N°  Establecimiento: % de Areas %
. Establecimientos
Muestreadas  Muestras muestreados/ Positivas o
area Positivos
Corral previo ordefic 18 8 5,6 (1/18) 12,5 (1/8)
Estercolero Tambo 28 9 10,7 (3/28) 22,2 (2/9)
Cria terneros 18 9 0 0
Paricion 20 9 5,0 (1/20) 11,1 (1/9)
Recria (1y I1) 42 9 0 0
Caminos al tambo 6 3 0 0
Corral estabulacion 2 1 0 0
Corral Enfermos 4 2 0 0
Total 138 3.6

En los tubos con aislamiento de Map se contarodmlero de colonias por tubo (NCT).

El 22,2 % de los establecimientos presentaron tulmws bajo recuento de colonias.
Solamente 1 establecimiento presenté una muestrarc@lto recuento (>50), no existio la
categoria moderada (10-49)

Cuadro V. Prevalencia ambiental comparada conrtgpsevalencia y prevalencia por cultivo
individual
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En el Cuadro V se expone la seroprevalencia iriiedie y la prevalencia por cultivo

individual de cada uno de los establecimientosiadoal cultivo.

Cultivo fecal
ELISA individual Cultivo Ambiental
Seroprevalencia Prevalencia Potrero Sala Muestras

ID % % Estercolero Paricion Preordefie positivas/establ.
B 4,00 2,12 (1/47) 0 0 0 0
E 2,30 0 0 0 0 0

I 0,00 2,22 (1/45) 0 0 0 0
M 6,70 4,44 (2/45) 2 0 0 2
NE 6,50 4,34 (2/46) 1 1 1 3
O 4,40 0/45 0 0 0 0

R 1,10 0/46 0 0 0 0

S 0,00 0/45 0 0 0 0

U 4,90 0/45 0 0 0 0

Grafica 2. Porcentaje de establecimientos positigsgecto al recuento de colonias de Map.
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Como se observa en el Cuadro V los establecimiamo<sultivo ambiental positivo
coincidieron con los establecimientos con seropeex#égas mayores a un 6 %. En ambos
casos se aislo en los efluentes de tambo. La &dei&ELISA clasific6 como positivos 7 de
los 9 establecimientos muestreados. El cultivo anthl clasificé como positivo inicamente
a 2 de los mismos. Los establecimientos donde teetdeViap ambientalmente presentaban
una prevalencia de cultivo fecal individual de mag@d% (Cuadro V).

Todas las colonias de Map aisladas fueron confiasigubr biologia molecular (kit

PCR Q).
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Discusién

En la cuenca sur del Uruguay la seroprevalenciaVidp se estima en 3.85 %
(Nafez, 2006), esto podria estar indicando la bdgieccion ambiental de los
establecimientos infectados.

Bergahaus y col (2006) estudiaron un protocolo deestieo ambiental en 23
establecimientos lecheros encontrando que la pe@porestimada de establecimientos
infectados no difirid significativamente entre losetodos aplicados (toma de muestras
ambientales, 74%; cultivo fecal, 70%, y ELISA, 65%Bgrghaus y col (2006) utilizaron
establecimientos con seroprevalencias mayores3gtindebido a la menor especificidad del
ELISA con respecto al cultivo.

Pillars y col (2009), realizaron un estudio londihal de la distribucién de Map en 7
establecimientos lecheros durante 4 afios. De 7&btnas 81 fueron positivas a cultivo. Las
areas mas contaminadas con Map fueron los eflueletdambo y el corral de ordefie. La
autora encontr0 que las muestras ambientales y@assitilisminuyen a medida que la
prevalencia (estimada a partir de cultivo fecalvittial) del rebafio decrece. No pudiendo el
muestreo ambiental clasificar como infectados rebaton prevalencias menores al 2 %.
Cuando las prevalencias se encuentran entre eleR 5/ % solamente se asilaron Map
ambiental en los efluentes del tambo y en corm@ddesrdefie. A partir del 5 % de prevalencia
se comienza a detectar ambientalmente el Map as ateas.

El 14, 5 % de los tubos de medio de cultivo HEY BEYHA en total se contaminaron.
La contaminacion de la muestra esta influenciadaeptpo de dieta y locacion geografica
de los animales. Asi mismo, tienden a coinciditdataminacion en grupos de muestras que
pertenecen al mismo establecimiento (Whitletkal, 1989; Whittington y col 2009). Esta
proporcion de contaminacién coincide con la rematpor otros autores (Kim y col, 1989;
Secott y col, 1999; Nielsen y col 2004; Withlockgl 1989). Por otro lado R. Wittington,
2010 discute la falta de consistencia en la liteeaton el uso de la palabra “contaminacion”
ya que dicha definicion puede variar segun el aptwace dificultoso la comparacion.

En nuestro ensayo en 2 establecimientos se aisjp ddaefluentes de tambo, este
resultado coincide con los de otros autores lotesuwaslaron en mayor proporcion Map en
esta misma area (Riezman y col, 2005 y Pillarsly2@09). Esto se debe a la cantidad de
materia fecal depositada generando un gran pooladeria fecal.

Existe la posibilidad de que en el resto de losbdstimientos estudiados con
seroprevalencia menores al 6 % los animales exeseteean bajos eliminadores, siendo
dificil captar por este método los establecimiectmao ambientalmente infectados.

En uno de los establecimientos en el cuales sengdcona muestra ambiental con
alto recuento (>50) coincidié con una mayor disicibn ambientalmente de Map (3 areas)

Este resultado concuerda con los resultados apsriaa Riezman y col, 2005 donde
encuentran una asociacion entre los altos recuelet@®lonias por tubos en los cultivos de
pools de animales y los hallazgos ambientales @gl &h dichos establecimientos.
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En conclusion las zonas donde se aislo Map amlbiemtaayor proporcion fueron en
el estercolero del tambo seguido por la sala praiv@adefie. Se aisl6 Map ambiental de los
establecimientos que presentaron una mayor sepraia (> 6%)

El muestreo ambiental resulta util en los program@scontrol para determinar la
infeccidén a nivel de rebafio, requiriendo menor ma@mbra y menor tiempo en el manejo
de animales con respecto al cultivo individual y$A.

Esta investigacion es el primer registro de aistauoi ambiental como estrategia de
deteccion de establecimientos infectados por Magekarios lecheros en Uruguay y si bien
no puede generar aproximaciones estadisticas, @isiandescriptivo coincide con los
resultados reportados por otros autores.

La importancia del mismo radica en la generaciénrdprotocolo piloto de muestreo
para establecimientos lecheros de la cuenca swirdgluay.
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Capitulo 4

Sensibilidad de protocolos de pools de materia fegzaa la deteccion de Map a nivel de
rebafios en establecimientos lecheros de una loealide la cuenca sur de Uruguay
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Sensibilidad de protocolos de pools de materia fdgaara la deteccion de Map a
nivel de rebafio en establecimientos lecheros de ulealidad de la cuenca sur de
Uruguay

Introduccién

La paratuberculosis es una enfermedad intestindhica y progresiva de los
rumiantes y animales salvajes causado por una rlzad#ycobacterium avium subsp
paratuberculosis(Map). Esta enfermedad se caracteriza por prodemwieritis cronica,
disminucién de la produccién lactea, diarrea intesnte y pérdida de peso progresiva que
termina con la muerte del animal.

Las pruebas de diagnostico para detectar Mycobacteravium subespecie
paratuberculosisiguen siendo uno de los pilares principales echamiinvestigaciones y de
ellas depende, en parte, el éxito de los prograteasontrol implantados. Esta enfermedad,
causa grandes pérdidas econdmicas en rebafiosdeatehido a una menor produccién de
leche, asi como la eliminacion prematura de ansnaten pérdida de material genético
(Hutchinson et al., 1996, Van Schaik et al., 199&)enfermedad es considerada mas que un
problema individual, un problema de rebafio (Kalialg 2000).

La paratuberculosis es una enfermedad de crecipreealencia en especies
ganaderas y estd ampliamente distribuida por tbdwado (Chiodini et al., 1984, Kennedy
et al., 2001). Un informe realizado por los seonscide salud animal de EEUU (U.S.
Department of Agriculture (USDA), Animal and Plai¢alth Inspection Service, Veterinary
Services, Johne’s disease on U.S. dairies, 1991)2(portd que la enfermedad esta
presente en mas del 68% de los establecimientesalpais.

En Uruguay, los ultimos estudios realizados earel 2003 reportan una difusion en
los establecimientos de la cuenca sur del paisOj22« £ 8,1 con al menos un animal
seropositivo y una seroprevalencia a nivel pobtmlidovina de 5,6% + 1,3 (NUfez et al.,
2006).

Si bien existe extensa bibliografia de estudios pidevalencia, la verdadera
prevalencia de la enfermedad seguramente esta earada por las dificultades que plantea
su diagnostico. Las técnicas utilizadas en la d&irade animales infectados en general no
son especialmente sensibles, sobre todo en lagsesapclinica de la enfermedad, a lo que
hay que afadir el largo periodo de latencia dead@aféccion hasta la aparicion de los
sintomas, asi como la variabilidad del curso dmfarmedad entre animales.

La paratuberculosis en el ganado vacuno ha sidifickeda en cuatro fases o etapas.
En la fase 1, los animales infectados no presesiggnos clinicos y Map no se puede detectar
ni en las heces, ni mediante pruebas seroldgiagada Ease 2, los animales no muestran
signos clinicos, la excrecion fecal de Map puedgrirgermitente y su deteccién por cultivo
es imperfecto, sobre todo cuando los animales sdmled eliminadores. (Merkal et al.,
1968). El ganado puede permanecer en la etapa i @esarrollar signos clinicos o la
enfermedad puede progresar a enfermedad clinipauéesle 2 afios 0 mas de infeccion. En
la fase 3 se observan signos clinicos: pérdidaede [y diarrea. Los animales presentan
mayor concentraciéon de Map en las heces y se dataciticuerpos anti-Map por medio de
las pruebas seroldgicas. En la fase 4 avanza &meeflad clinica: letargo, emaciacion y
diarrea profusa (Sweeney, 1995).
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El diagnéstico de la enfermedad en animales infestaasintomaticos es
extremadamente dificil, ya que no existe ningunoch&tdiagnostico capaz de detectar a
todos los animales infectados de un rebafio (Catlired., 2004). La mayoria de las pruebas
diagndsticas actualmente disponibles se basan atetlccion de la respuesta inmune
humoral, y en la deteccion de Map las heces a través del cultivo fecal o mediénte
prueba de PCR; sin embargo, estas pruebas no gacesade detectar infeccion en animales
en estadios iniciales de la enfermedad (Whitloc.e2000).

El cultivo fecal, a pesar de tener una sensibildiadhaja a moderada segun diferentes
trabajos (15-85% dependiendo de la fase de lareeftad), es el método mas ampliamente
usado para la deteccion del agente y algunos igaéstres lo han considerado como la
“prueba de oro” ante mortem, con una especificdigddl00% (Egan et al., 1999; Sockett et
al., 1992; Withlock et al., 2000; McKenna et aDQ3. Sin embargo, no es capaz de detectar
animales que excretavap en la materia fecal en cantidades inferiores aut&@ de heces
(Collins, 1996, Stabel et al., 1998, Kalis et &Q01). El cultivo fecal presenta las
desventajas de ser laborioso, de alto costo yragttamente lento para obtener un resultado,
ya que se requieren de 8 a 16 semanas de incul@iardetectar la presencia de colonias
visibles (Sweeney et al., 1995, Collins, 1996, Kalial., 1999, Soto et al., 2002).

La deteccidn de anticuerpen el suero de animales infectados mediante ldbparde
ELISA es actualmente el método de diagndstico m@diamente usado para el monitoreo
de rebafios infectados. Esta prueba contrariaméntéti®o fecal es facil de realizar, rapida
y de bajo costo. Sin embargo, a pesar de tenemodarada a buena especificidad (90-99%)
su sensibilidad promedio es baja (45%), pudiendanalar hasta 85% en animales con
signos clinicos, pero no supera el 15% en anin@esnfeccion subclinica debido a que la
respuesta inmune humoral se desarrolla tardianeentes animales infectados (Lombard et
al., 2006; McKenna etal, 2005; Jubb et al., 200@pcito et al., 1994, Collins 1996,
Whitlock y Buergelt 1996, Stabel 1998). En consecig la principal desventaja de las
pruebas seroldgicas es que no permiten deteceacidh en animales jévenes cuando adn
no desarrollan signos clinicos a pesar de exctathacteria por las heces (Sockett et al.,
1992, Sweeney et al., 1995). Una alternativa ssrptaebas de inmunidad celular como la
prueba de Interferon Gamma, dicha prueba ha siddu@da en 2 ensayos en bovinos
(Paolicchi et al., 2003; Huda et al., 2004), doladeensibilidad de la prueba vario entre 13
% y 85 % Yy la especificidad entre 88 y 94 % .i8nlkes cierto que este tipo de inmunidad es
la primera en infecciones por mycobacterias sememwda aplicar en animales mayores de
15 meses debido a los falsos positivos presentedames tempranas debido a la produccién
de Interferbn gamma por las células Natural Kiiflemgersen et al., 2002).

Una ventaja de las prueba de cultivo de PMF, reéspaiccultivo individual es el
incremento en el nimero de animales testados, misyendo de esta forma los costos de las
pruebas de laboratorio. Ademas la sensibilidadRMF es similar al método de cultivo
individual (Kalis et al., 2000; Wells et al., 2002)os mismos autores han reportado una
disminucién en la detecciéon de pools positivos @n ¢asos en que los mismos estén
compuestos por un solo animal con una baja coram®@air de Map en la muestra (Kalis et
al., 2000; Wells et al., 2002).

Al aumentar el nimero de animales testeados en &Mfienta la sensibilidad del
rebafio (Christensen J y Gardner IA, 2000). Sin egthgara los cultivo de materia fecal, el
efecto sobre especificidad del rebafio sera limitiglndo a de la especificidad es de casi el
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100%. Lo que si se podria ver afectada es la pcapor de pools positivos por un efecto
dilucion. Esta disminucién en la sensibilidad flemostrada por varios estudios en ganado
vacuno, ovinos y ciervos (Stehman et al., 1996)ulkanprueba a nivel de rebafio en pools de
5 animales agrupados por edad, la sensibilidaelizio fue equivalente a la sensibilidad de
cultivos individuales y fue significativamente menos costos involucrados ( Kalis et al.,
2000; Well et al., 2003)

Varios investigadores han publicado resultadosesti® pools de materia fecal. En
uno de los estudios, pools de 5 muestras fecalwsrfunas sensibles para detectar vacas
infectadas que los pools de diez muestras (Webs.,e2002). La sensibilidad del cultivo de
pools depende fuertemente del tamafio del pool ynoel de excrecion de Map de los
animales positivos. En algunos casos el cultivindestras de pool fue positivo mientras que
las muestras individuales eran negativas (Kale.e2000; Raizman et al., 2004, Pradenas et
al., 2008). Evaluacion de los pools de muestrdsedes (1:5) en rebafios lecheros infectados
detectaron al menos el 88% de las muestras querdantal menos un animal con moderada
(> 10 UFC / tubo) y altos niveles de excrecionanHeces (Wells et al., 2003). Los estudios
posteriores con pools de diez muestras fecalesleaios de baja prevalencia resultaron
rentables para la deteccién a nivel de rebafio ylggu@roporcionar una estimacion en
rebafnos lecheros de tamafo grande infectados ppr Bdanimero 6ptimo de muestras por
grupo puede variar de 3 para un rebafios de 50@ cacabaja prevalencia a 5 en rebafios de
1.000 vacas de alta prevalencia (van Schaik e2@03).

El objetivo de este trabajo es definir un protocale pools para detectar
establecimientos infectados y estudiar la senddidlia nivel de rebafio de dicho método para
las condiciones de la cuenca sur del Uruguay (paibias bovinas con baja prevalencia de
Map).

Materiales y Métodos

Seleccion de los establecimientos y toma de mugestra

Se seleccionaron un total de 9 establecimientdsetes, 8 del departamento de
Colonia y 1 de San José. Los criterios de inclugi@non: poblacion bovina de al menos 30
vacas en ordefie, con historia clinica (diarrea icajny/o seroldégica de Map en el
establecimiento. Los datos poblacionales fuerora@dds de la base de datos de DICOSE-
MGAP, 2008 (Division Contralor de Semovientes, Miario de Ganaderia Agricultura y
Pesca, Uruguay). Los antecedentes de seroposttividaron extraidos del proyecto
desarrollado por el Dr. Alvaro Nufiez denominado réReerculosis bovina en Ganado
Lechero en la Cuenca Sur del pais” INIA-FPTA, Feaulde Veterinaria (2006). Se
seleccionaron los establecimientos que tuvieron ced3 animales seropositivos en un total
de 20 vacas muestreadas (datos del afio 2006). hiacpin seleccionada era de baja
prevalencia por serologia.

En cada establecimiento se seleccionaron 45 arsndaglenas de 2 afios de edad en
lactacion. A cada animal se le extrajo en forma umbhulel recto una muestra de materia
fecal. Las muestras fueron extraidas con bolsas/lda, las cuales fueron identificadas con
la caravana del animal.
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Las muestras fueron acondicionadas en heladenaefitgerantes hasta la llegada al
laboratorio. Posteriormente se guardaron en freez@0 ° C hasta su procesamiento. Las
muestras fueron procesadas en el la Direccion terhtorios Veterinarios, del Ministerio
de Ganaderia Agricultura y Pesca (DiLaVe — MGAP).

Medios de Cultivo

Previa validacion, se utilizé medio de cultivo Hdd hecho in housé con y sin
micobactina. La validacion del medio de cultivo tdéds, se realizé segun el método R.
Whitlock, University of Pennsylvania (2001).

Se procesaron las muestras individuales por eddnéde centrifugacion (descripto en
el Capitulo 2).

Se realizaron 16 lotes de medio de cultivo Herrb8llotes fueron con mycobactina y
3 sin mycobactina. Por cada lote de 1 L. se reéuparpromedio 150 tubos conteniendo 6
ml de medio de cultivo y por cada lote de 2 L ssupero un promedio de 300 tubos. El
protocolo del medio de cultivo se presenta en @x@n. A cada lote se le efectdo un control
de calidad de esterilidad y control de crecimiento.

Control de calidad de esterilidad

Seis tubos de cultivo de cada lote de medio sinular se incubaron aerébicamente
por un minimo de 3 semanas a 37 ° C. Dos tuboserfusleccionados del comienzo, 2 de la
mitad y 2 del final del medio de cultivo.

Cada tubo fue etiquetado con la fecha de efectehdote y un nimero de lote
otorgado en forma secuencial.

Semanalmente se registro, cambios de color delanedi como visualizacién de
contaminacion.

Control de calidad de crecimiento de Map

Se seleccionaron materias fecales Map positivascledes fueron donadas por
Colorado State University, Laboratory Veterinaryn&me de las cuales se conocia
previamente el estatus de las mismas. Se selecoionauestras de materia fecal las cuales
fueras de recuento alto > a 50 ufc por tubo y deeeto bajo entre 1 — 10 ufc por tubo.

Se tomaron 6 tubos de cada lote de medio de cigroold con mycobactina.
Las muestra de materia fecal positivas fueron [saa&s por el método de centrifugacion.

Se inocularon por cada muestra de materia fecab8stcon mycobactina de cada
lote hecho th housé y un tubo de medio de cultivo Herrold con mycdivezec comercial
Becton DickinsonAsi mismo cada grupo de 4 tubos fue acompafiadsypoorrespondiente
tubo de medio de cultivo sin mycobactina de losddtechositi housé

Procesamiento de muestras individuales

Dos gramos de materia fecal de cada muestraidudivfue procesada por el método
de centrifugacién. El inoculo fue sembrado en lotale medio de cultivo Herrold sin
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mycobactina y 3 tubos de medio de cultivo Herrald mycobactina los mismo fueron
incubados a 37 ° C por 16 semanas, fueron evalisaiagnalmente.

Pools de materia fecal

El método usado para la mezcla de pools de mdtré fue previamente validado
por Wells et al., 2002.

Dos gramos de materia fecal individual de 3 animélieron mezclados en un tubo
conico de 50 ml con una espétula estéril, una wemogenizados, 2 grs. del pool fueron
procesados por la técnica de centrifugacion, sigadailtimo el inoculo sembrado en 1 tubo
de Herrold sin mycobactina y 3 tubos de Herrold mycobactina.

Los Pools de 6 fueron realizados a partir de lachaede 2 pools de 3y los de 9 a
partir de la mezcla de 3 pools de 3 muestras iddales.

Una vez procesados todos los pools los mismo®riugrcubados a 37 © C por 16
semanas, los mismos fueron evaluados semanalmente.

El crecimiento bacteriano fue cuantificado porne¢todo de conteo directo de
colonias. El resultado final fue informado como ateég (ausencia de colonias de Map),
minimo (entre 1 y 10 colonias por tubo), moderaatdré 10>y < 50 colonias por tubo), alto
(mas de >50 colonias por tubo).

Confirmacion de colonias de Map

Todas las colonias sospechosas se les realizorintg Ziehl Neelsen y prueba de
PCR en tiempo real (ver protocolo capitulo 2)

Analisis de las muestras

La sensibilidad del método de pools de material féRSE) se defini6 como la
probabilidad de detectar un pool positivo tal cqpeepgools contuvieran al menos una muestra
individual positiva a Map.

La sensibilidad del rebafio se definio como la phbdislad de que los pools positivos
detecten rebafios infectados por Map. Por los w#ete inclusion de los rebafios se asume
que todos ellos tienen presencia del agente (Mapuna baja prevalencia.

Se analizo la sensibilidad del método de poolscasio la sensibilidad a nivel de
rebafo (HSe).

Resultados
Validacién del medio de cultivo “In House”
Solamente un lote del medio de cultivo hecho “wude” fue descartado por

coagulacion de la yema de huevo. El resto de Ites [fueron validados tanto para los
controles de calidad de contaminacion como demiento.
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Cultivo individual de materia fecal

Se sembraron un total de 408 muestras fecaleddodies muestreadas a partir de 9
establecimientos lecheros. Se aisl6 Map de 6 masedtr materia fecal (1,47%) distribuidas
en 4 establecimientos lecheros de un total de ad@ul).

Cuadro I. Numero de cultivos individuales y posi\ypor cultivo fecal distribuidos en los
nueve establecimientos lecheros.

Muestras
fecales Prevalencia
ID individuales %

B 47 2,12 (1/47)
E 45 0,00 (0/45)
I 45 2,22 (1/45)
M 45 4,44 (2/45)
NE 46 4,34 (2/46)
@) 45 0,00 (0/45)
R 45 0,00 (0/45)
S 45 0,00 (0/45)
U 45 0,00 (0/45)
Total 408 1,47 (6/408)

ID = Codigo de identificacion de cada estableciniiemuestreado
Cultivo de pools de materia fecal.

De los 9 establecimientos muestreados se realizi88 pools constituidos por 3
muestras individuales cada uno. Dos de estos god¥ % (2/138) resultaron positivos,
clasificando como infectado 1 de los 9 establecito®e Los 2 pools positivos no
presentaron muestras individuales positivas aiveutecal.

En los pools constituidos por 6 muestras indiviesigde obtuvieron 2,80 % (2/71) de
los pools como positivos. Los 2 pools positivosaleah constituidos uno por 1 muestra
individual positiva con bajo recuento bacterian@-(€ ufc por tubo) y el segundo con un
alto recuento (> 50 ufc por tubo). Los pools de d&edtaron 2 de los 9 (22,2%)
establecimientos positivos.

Los pools constituidos por 9 muestras individualksificaron como positivos el
6,40 % (3/47), de los pools, 2 pertenecian al migs@mblecimiento y ambos estaban
constituidos por 1 muestra individual cada unop&bl de 9 detectdé un establecimiento
como positivo, el cual no habia sido detectadolgmpools de 3 ni de 6 respectivamente ni
por las muestras individuales. Para los calculasval de animales, se considerd que el
mismo contenia al menos una muestra individuatigasiCuadro II)

El establecimiento identificado como “M” preset@nimales individuales positivos
al cultivo, los dos fueron colocados por azar em&mo pool de 3, dicho pool no fue
detectado en los cultivos de pools de 3 ni en 408 tespectivamente siendo detectado en los
pools de 6.

Los 2 pools de 3 detectados pertenecieron al lestatiento identificado como
“NE”, de ambos pools no se obtuvieron animalesviddiales positivos al cultivo.
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Todos los pools (pool de 3 y de 9) que dieron pmsi aunque fueran negativos en los
cultivos individuales, fueron considerados verdasglepositivos en funcién de que la

especificidad del cultivo es 100%. Por lo tantcasemié que al menos 1 animal tanto del
pool de 3 como del 9 era positivo al cultivo indival (Cuadro Il). Este supuesto incremento
el calculo de la prevalencia de la muestra a nivéividual de 1,47% (6/408) a 2,21%

(9/408) (Cuadros 1y II).

Estos supuestos fueron tenidos en cuenta pac@liosios de la sensibilidad de pools
y sensibilidad de rebafio (HSe).

De las 6 muestras individuales con crecimientotdsemno 5 fueron de bajo
crecimiento (< 1-10 ufc /tubo) y 1 de alto crecimiee (> 50 ufc/tubo). De los 3 tipos de
pools solo el pool de 6 detecto como positivo @l gue contenia la muestra individual con
un alto recuento de microorganismos.

En las 5 muestras con menor nimero de recuerdbtaeo 1 tubo positivo de los 3
tubos HEYM sembrados por muestra.
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Cuadro 1. Distribucion de los pools y de las nraesindividuales por establecimiento.

, Cgltuvo Pools de 3 Pools de 6 Pools de 9
individual
0 " 0 N° e

Muestras Pools N . positivas Pools N . 'po.S|_t|vas Pools N° _pogpvas

o Prev % L positivas . " iy positivas individua- L o individua-

individua- N° Pools Positivos .7~ individualeg N° pool Positivos .7 . N° pools Positivos  positivas

b individua- individua- les L les
les % no % % individuales
les detectadas les no
detectadas detectadas

B 47 2,12 (1/47) 17 0/17 0 1 7 o/7 0 1 6 0/6 0 1
E 45 2,22 145) 15 0/15 0 1 8 0/8 0 1 5 20 (1/5) 1 0
I 45 2,22 (1/45) 15 0/15 0 1 8 0/8 0 1 5 0/5 0 1
M 45 4,44 (2/45) 15 0/15 0 2 8 12,5 (1/8) 2 0 5 5 0/ 0 2
N 46 8,69 (4/46 16 12,5 (2/16) 2 2 8 125(1/8) 1 3 6 33,3 (2/6) 2 2
@) 45 0/45 15 0/15 0 0 8 0/8 0 0 5 0/5 0 0
R 45 0/45 15 0/15 0 0 8 0/8 0 0 5 0/5 0 0
S 45 0/45 15 0/15 0 0 8 0/8 0 0 5 0/5 0 0
U 45 0/45 15 0/15 0 0 8 0/8 0 0 5 0/5 0 0
T 408 2,21 (9/408) 138 1,44 (2/138) 2 7 71 2,81 (2/71) 3 6 47 6,381B/ 3 6

a. ldentificacion de los establecimientos
b. prevalencia estimada a partir de los pools pesg, si un pool dio positivo y ninguna muestraividlial fue positiva en forma retrospectiva se agugue al menos habia

1 animal individual positivo.

58



Sensibilidad de Pool y Sensibilidad del rebafio (HSe

De las 408 muestras individuales 6 tuvieron cremito bacteriano y 3 se
consideraron como positivas a partir del crecinmamt los pools (2 de pools de 3y 1 de
pool de 9), siendo la proporcién estimada de amspbsitivos de 2,2 % (9/408). Las 9
muestras individuales consideradas con Map sahldigaron en 8 diferentes pools de 3
muestras, solo 1 de los pools de 3 contenia 2 nagdstividuales positivas.

En los pools de 3, 6 y 9 muestras individualebohti con una muestra positiva
a Map y uno que tenia 2 muestras positivas, tatadia los 8 pools con presencia del
agente. Asumiendo que el cultivo de materia fesdl@% especifico la proporcion de
deteccién positiva del cultivo de pools con mussinaividuales positivas fue de 0,25
(2/8), 0,25 (2/8) y 0,38 (3/8), en pools de 3, % nespectivamente (Cuadro Ill). A nivel
del cultivo individual de estos pools solo en tabia detectado el agente 0,75 (6/8).

Considerando los nueve establecimientos positimosensibilidad de rebafio
(HSe) fue de 0,11(1/9), 0,22 (2/9) y 0,22 (2/9),pewls de 3, 6 y 9 respectivamente.
(Cuadro Ill). La HSe con cultivo individual fue @44 (4/9) respecto a la de los 3
protocolos de pools. Pero se debe de considemtagumuestras por establecimiento
fueron aproximadamente en promedio: 45, 15, 8 gr& [as muestras individuales y los
pools de 3, 6 y 9 respectivamente.

Cuadro lll. Proporcion de de pools detectados siBédidad de rebafio (HSe) para los
diferentes tamafios pools.

Cultivo
individual Pools de 3 Pools de 6 Pools de 9
P(pool) 0,66(6/9) 25% (2/18) 25% (2/8) 38% (3/8)

HSe  44% (4/9) 11% (1/9) 22% (2/9) 22%  (2/9)

Confirmacioén de colonias

Todas las colonias sospechosas fueron acido dloedistentes y presentaron un
Ct<42.

Asi mismo los controles positivos dieron un CtZ ¥ los negativos fueron No
Ct, confirmandose la presencia y ausencia de ADMale respectivamente.
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Cuadro IV. Confirmacion de Map por PCR en tiemgal r

Establecimiento ID Muestra Cta
B B30 38,08
I 118 40,23
M M27 21,09
M M35 19,33
NE NE22 23,57
NE NE33 22,93
Control Positivo Fort Collins 4 21,62
Control Positivo control del kit 20,51
Control Negativo control del kit neg
Control Negativo  Staphylococcus aureus neg
Control Negativo M. bovis(cepas de campo) neg

M. avium aviun{secuenciadas) de

Control Negativo  Nandu neg

a. Ct. numero de ciclo en el cual el aumento de lakiifiorescente se asocia con el
crecimiento exponencial del producto de PCR.

Discusion

Los pools légicamente generan un efecto dilucidm especto a las muestras
individuales. Es asi que observamos que en un @@ y en uno de 9 resultados
negativos cuando ellos tenian en su conformacidmu@stras positivas individuales.
Estas dos muestras positivas fueron detectadad pookde 6 lo que sugiere que
seguramente la muestra original del pool de 3 fareigimente homogenizada. Esto
ademas puede ser explicado por la dificultad queergeen la homogenizacion la
formacion de “clumps” de estos microorganismos Katial., (2000) sugieren que hay
un elemento del azar aparte del elemento dilu@@cionado a la deteccién de Map en
materia fecal, particularmente cuando las muestratiene bajo nimero de bacterias y
la distribucion en la muestra no es homogénea.

Existieron 2 pools de materia fecal (uno de 3 p we 9) que detectaron
muestras positivas que no fueron encontradas & pnidos cultivos individuales. Este
fendmeno lo han evidenciados varios autores, querdwizado previamente estudios
de pools de materia fecal. Well et al., (2002 y30@ncontraron que pools fueron
positivos a pesar de que las muestras individugkes negativas. Este mismo resultad
lo obtuvo Kalis et al., (2000). Asumiendo que laigiva de cultivo fecal es 100 %
especifica, Wells et al., (2002) interpretaron w@wsultado positivo a pool como
verdaderamente positivos.

Wells et al., 2002 reportaron que pools de 5 magshdividuales eran sensibles
para detectar animales infectados y que la redaated costo de testear todo el rebafio
era ampliamente significativa. Ese investigadorbprpools de 5 y de 10 muestras
individuales. La sensibilidad de los pools fue 8ea3L00% dependiendo del tamafio del
pool y de la concentraciéon de Map en las muestdisiduales. Asi mismo Kalis et al.,
(2000) encontraron que en rebafios lecheros infestagpartir de pools de 5 animales
detecta al menos 87% de las muestras que contaneenos un animal eliminador
moderado (> 10 ufc /tubo y altamente eliminadorO>ufc/tubo). Estudios posteriores
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evaluaron pools de 10 en poblaciones de baja gnesia siendo rentables para la
deteccién de Map y proporciona una estimacion deféacion del rebafio. (van Schaik
et al., 2003; Tavornpanich et al., 2004).

El tamafio optimo del pool depende de la prevaterdzl tamafio del rebafio y
los pools varian de 3 muestras por pool en rebaf®o$H00 animales con bajas
prevalencias a 10 muestras por pool en rebafio9@@ dnimales con alta prevalencia
(van Schaik et al., 2003).

En nuestro ensayo debido a la baja proporcion delsppositivos por
establecimientos no es posible sacar conclusicesgsecto a la sensibilidad de pools
relacionadas a la concentracion de Map en las nasasdividuales como otros autores.
Pero como vemos en el Cuadro Il hay una tendemgjae la proporcion de deteccion
de 1 animal positivo cuando esta eliminando el tgeae cuando pasamos al cultivos
en pool.

El uso de pools estratégicos de acuerdo a la ddads animales hace mas
eficiente su uso, ya que disminuye la probabilidid incluir un animal infectado
eliminador de bacterias en un pool donde hay aesnab infectados provocando un
efecto de diluciébn (mezcla de heces infectadashemes no infectadas en un mismo
pool), lo que trae como consecuencia una disminudela sensibilidad del pool (Kalis
et al., 2000, Praderas et al., 2008).

En nuestro ensayo en los 9 establecimientos neaelsts no fue posible realizar
esta clasificacion por edad debido a falta de méaion.

Asi mismo otro factor que pudo afectar la sendidl de los pools fue la
conservacion de las muestras en freezer a -2@revio a su procesamiento, lo cual
baja la deteccion de Map. (Richards, 1981, Richdr@ig7).

Otro factor a considerar es que los establecimsern estudio son de baja
seroprevalencia (3,8%) y baja prevalencia de aul(i¥,8%) es de suponer que la
proporcion de animales en etapa subclinica enlaséase 2 es en proporcion mucho
mayor que las de fase 3 y 4. Por lo tanto estoipashtar afectando la deteccion de
animales eliminadores de materia fecal en los kestafientos.

Asi mismo hay que destacar que la mayor serofesial a nivel de predios, asi
como mayor prevalencia animal con cultivo bacteriire en 2 de los establecimientos
que mas casos clinicos presentaron en los ultilRoseses (establecimiento M y NE)
y en los cuales también se encontraron muestragatales positivas (capitulo 2)

Considerando la sensibilidad del cultivo individ(#4%) es de esperar que en
los rebafios que no se aislaron cultivos positigbgsepuedan detectarse en posteriores
muestreos siendo el porcentaje de los animalestatfes esperado mayor al observado.
Esto se ve reforzado considerando que solo 0,6&sdauestras con aislamiento fueron
detectadas individualmente (Cuadro IlI).

A diferencia de otros estudios el cultivo individiude materia fecal clasifico
como positivo mayor cantidad de establecimientepaeto a los cultivos de pools de 3,
6 y 9 respectivamente. Esto contrasta con lo ermdmipor Kalis et al., (2000) donde la
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diferencia en HSe de los 2 métodos no es signiedpool 73%, cultivo individual
64%).

Una posible explicacion a esta situacion estauenién del nimero de muestras
procesadas por establecimiento que en nuestroiestagd en funcion del tamafio de
los pools. Es asi que el nUmero de muestras odidts/gor estrategia fue en promedio
por establecimiento 45, 15, 8 y 5 para muestrasvithles, pools de 3, 6 y 9
respectivamente.

En la cuenca sur del Uruguay debido a las bagsfencias a nivel de predios
es necesario rever los protocolos de muestreo dis para siguientes investigaciones,
ya que el mismo tiene la ventaja de ser un métedbajb costo el cual clasifica a los
establecimientos como verdaderamente infectadododademas informacion de la
proporcion de animales infectados en los estableniws.
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Capitulo 5

Evaluacion de una prueba de ELISA indirecto como ésategias para detectar
rebafios lecheros infectados con paratuberculsis bioxa en una localidad de la
cuenca sur del Uruguay.
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Evaluacion de una prueba de ELISA indirecta como ésategias para detectar
rebafios lecheros infectados con paratuberculosis ioa en una localidad de la
cuenca sur del Uruguay.

Introduccion

La paratuberculosis es una enfermedad intestirtadica y progresiva de los
rumiantes y animales salvajes causado por unarlzabdlgcobacterium aviunsubsp
paratuberculosis(Map). Esta enfermedad se caracteriza por produé& enteritis
cronica, disminucién de la produccion lactea, diarmtermitente y pérdida de peso
progresivo que termina con la muerte del animatp ga mayoria de los animales
infectados no muestran signos clinicos.

La identificacién y eliminacion de animales infaadbs, junto con los esfuerzos
de manejo en los rebafios para reducir la transmis@gn aspectos a tener en cuenta en
los programas de control de la enfermedad. Numsrgm@gramas de control
recomiendan para detectar rebafios infectados telotele los animales con pruebas
seroldgicas, sobre todo el test de ELISA (ensaywuito enzimatico) en suero y/o en
leche. (USDA APHIS, Uniform Program Standards fog ¥/oluntary Bovine Johne’s
Disease).

La ventaja que tiene la prueba de ELISA sobreio fecal es la accesibilidad
debido a la disponibilidad de numerosos laborasodi® diagnostico que lo realizan, la
obtencion rapida de los resultados y el bajo cpstomuestra. Sin embargo, el ELISA
para Map tiene la desventaja de tener una baj&defe en los animales que eliminan
baja concentracidbn de microorganismos en su mateca (Whitlock y col, 2000;
Dargatz y col, 2001., Collins y col, 2005).

Actualmente existen multiples técnicas comercidie€£LISA disponibles en el
mercado para Map. En América del Norte, hay treskaulos por USDA (United State
Department of Agriculture), ELISA Herdchekl, IDEXK aboratories, Westbrook,
Maine); ELISA Parachekl Biocor (Pfizer Animal Hé&dlty ELISA simbidticos (San
Diego, CA, EE.UU.). En Europa se comercializan EA.ISvanovir (Svanova Biotech,
Uppsala, Suecia) y ELISA Pourquier (proveedor IDBEXXas preparaciones de
antigenos en la mayoria de casos no son comparables

A pesar de que se comercializan como herramielgasreeningpara su uso a
nivel de rebafios, también se tienden a usar cooebps a nivel individual.

Numerosas comparaciones de ELISA se han realizadtferentes lugares del
mundo con el objetivo principal de determinar lassleilidad y la especificidad (Sockett
y col., 1992.; Ellis y col, 1998; Nielsen y colQ@; Kalis y col, 2002, Mackenna y col,
2005), asi como la repetibilidad y la reproducdzitl de las pruebas (Collins y col,
1993;. Adaska y col., 2002; Dargatz y col., 2004e8ney y col., 2006).

El comportamiento de la prueba de ELISA para Magtivas al cultivo de
materia fecal individual, usualmente se reportafuanion del patrén de eliminacion de
microorganismos por las heces de los animalesarepintermedios y altos excretores
respectivamente. A medida que la enfermedad pragles animales eliminan mayor
concentracion de microorganismo por gramos de radtral, estos animales tiene una

67



Paratuberculosis Bovina

mayor probabilidad de ser positivos a las pruekasi@icas (ELISA) (de Lisle y col,
1980; Whitlock y col, 2000.). Ademas en las prinseztapas de la infeccion bovina, los
anticuerpos contra Map generalmente no estan gessen la circulacion general de los
animales (Chiodini, 1996).

Las estimaciones de la sensibilidad de ELISA basad los patrones de
eliminacién de microorganismos son, 15% en bajasetares fecales y 88% para los
altos excretores (Dargatz y col.,, 2001). Las diz@neias entre las investigaciones
radica en la definicién de lo que es un animal &eedo positivo y cual es la técnica "de
oro" para definir al mismo (Sockett y col., 1992)

Otros autores han analizado el uso de una “prdeb@o post mortem” (cultivo
de muestra de tejido intestinal) para evaluar laelpa de ELISA indirecta. Ellos
muestrearon 994 animales a nivel de plantas deafatcho ensayo concluy6 que la
prueba serologica tenia una sensibilidad con rés@dcultivo de tejidos de 9% y una
especificidad de 97%. (Mc Kenna y col.,, 2005). Bsmo autor analiz6 los datos
usando el cultivo fecal individual como “prueba de” ante mortem siendo la
sensibilidad del ELISA indirecto 16.6% y la espeaifad de 97.1%, respectivamente.

Otras investigaciones ha reportado la sensibildada prueba de cultivo fecal
en un rango de 23%-29% en animales en etapas teaspda la infeccion (Whitlock y
col.,, 2000) y 70% -74% en etapas avanzadas deféaneedad (Egan y col., 1999;
Sockett y col., 1992).

McKenna y col., (2006) compararon 3 kits de ELI&Mnerciales, 2 de USAy 1
Europeo, los resultados obtenidos dieron un potuerdo entre las tres pruebas ELISA
(Kappa: 0,33 y 0,18). El déficit en el acuerdo dag 3 pruebas se puede explicar por la
baja sensibilidad de las mismas. Esto tiene coesetas mayores cuando las pruebas
se utilizan para tomar decisiones en forma ind&iden los animales. Si un animal
resulta positivo por una de las pruebas este aétaeprobabilidad de dar un resultado
diferente en otra prueba debido a los bajos valteesensibilidad de las mismas.

Algunos autores sugieren que las Mycobacteriasieartddes pueden producir
falsos positivos en las pruebas de ELISA dificudmalin mas el diagndéstico (Norby y
col., 2007; Alinovi y col., 2009)

En Uruguay se han aplicado anteriormente la @rud ELISA para realizar
estudios de prevalencia (Nufiez, 2006). Asi misnamgdto y col, 2003 realizaron un
estudio en el cual compararon 2 pruebas de ELISAn®sa vs Idexx) reportando un
malo acuerdo entre los mismos (kappa: 0,17) y ea Bajo la curva ROC de 0,65.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar ehportamiento de la prueba de
ELISA indirecta (Idexx) como estrategias para deterebaios lecheros infectados en
la cuenca sur del Uruguay.
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Materiales y Métodos
Seleccion de los establecimientos

Se seleccionaron un total de 9 establecimientdsetes, 8 del departamento de
Colonia y 1 de San José. EL muestreo se realiz pariodo comprendido entre julio
2009 vy julio 2010. Los criterios de inclusion fuergoblacion bovina de al menos 30
vacas en ordefie con historia clinica (diarrea cedny/o serologica de Map en el
establecimiento. Los datos poblacionales fueroma@ds de la base de datos de
DICOSE-MGAP (Divisibn Contralor de Semovientes, Miario de Ganaderia
Agricultura y Pesca, Uruguay). Los datos de seiitipmad fueron extraidos del
proyecto denominado “Paratuberculosis bovina ena@arechero en la Cuenca Sur
del pais” INIA-FPTA, Facultad de Veterinaria (2006%e seleccionaron los
establecimientos que tuvieron mas de 3 animalepssitivos en un total de 20 vacas
muestreadas (datos del afio 2003). La poblaciércetada era de baja prevalencia
por serologia.

Toma de muestras de sangre para serologia

Se extrajo de cada animal una muestra de sangria dena caudal por
venopuncion. Para la extraccion de sangre seartln jeringas descartables de 10 mly
agujas 18 G x 1 y %. La sangre se deposité en tdosdrio de 100 x 16 mm, fueron
identificadas con el codigo del establecimient@y k& identificacion del tubo, el que se
correlacionaba en una planilla con la identificaciddividual del animal, en este caso
caravanas. Se extrajeron un total de 451 muestraargyre.

Procesamiento de las muestras

Las muestras una vez llegadas al laboratorio daltadcde Veterinaria fueron
centrifugadas, se separ6 el suero del coaguloudtbsfue trasvasado por duplicado a
viales de 1,5 ml. Posteriormente se identificarotularon y se congelaron a -20° C
hasta su procesamiento.

Prueba Seroldgica, ELISA indirecto en suero

Se realiz6 el diagnostico de laboratorio para tebeaculosis bovina siguiendo
los procedimientos del proveedor del kit diagnastic

Para la deteccion de anticuerpos contra la Panatulbsis se utilizo la técnica
de ELISA (enzime linked immunoassay). Se emplekitslcomercial de IDEXX Lab
(HerdChek Map) que detecta la presencia de anpjosezontra Map en suero o plasma
y es recomendado para ser usado como prueba de tanprueba es un ELISA en fase
sélida donde las reacciones cruzadas son remoeigasy paso previo de absorcion.
Este paso consta de la dilucion de la muestra ntgemos déMycobacterium phley
posterior incubacion. La densidad 6ptica (DO) sdima 650 nm en un lector de placas
Multiskan II, de Labsystem.
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Toma de muestras de materia fecal

En cada establecimiento se seleccionaron 45 arsmalenas de 2 anos de edad
en lactacion.

A cada animal se le extrajo en forma manual debrena muestra de materia
fecal. Las muestras fueron extraidas con bolsaglde, las cuales fueron identificadas
con la caravana de cada animal.

Las muestras fueron acondicionadas en helademasrefdgerantes hasta la
llegada al laboratorio. Posteriormente se guardamonfreezer a -20 © C hasta su
procesamiento. Las muestras fueron procesadas ebirégcion de Laboratorios
Veterinarios del Ministerio de Ganaderia AgricudtyrPesca (DILAVE, MGAP).

Procesamiento de muestras para cultivo de mategalfindividuales

Dos gramos de materia fecal de cada muestraidldivfue procesada por el
método de centrifugacién. El inoculo fue sembradoletubo de medio de cultivo
Herrold sin mycobactina y 3 tubos de medio de wuiltiierrold con mycobactina. Los
mismos se incubaron a 37 ° C por 16 semanas, seisados semanalmente.

Analisis de datos

La presencia o ausencia de anticuerpos fue detadaipor el cociente (S/P)
entre las densidades opticas (DO muestra- DO damegativo) / (DO control positivo-
DO control negativo) segun protocolo del laboratgrioductor del kit.

Si este cociente es0.25 la muestra es considerada positiva a la pceséle
anticuerpos contra Map.

El Software Statistical Statal1l.0TM (Stata Coation, College Station, Texas)
se uso para determinar la sensibilidad y espeatd#ficde la pruebas de ELISA con un IC
95%; asi como la prevalencia proyectada a la pminiacddAdemas se determind la
sensibilidad de la prueba de ELISA para detecceretiafios.

Resultados

Se muestrearon en promedio 45 animales por esi@idedto, salvo en uno de
los establecimientos en el cual se muestrearonnfiiates. De los 451 muestras de
suero procesadas por la técnica de ELISA indirédtoesultaron positivas al titulo de
corte (S/P> 0,25 se considera positivo) sugerido por el famte del kit. De los 9
establecimientos muestreados en 7 se obtuvierostrageseropositivas, entre 1 hasta 3
por establecimiento. (Cuadro 1). Dos de los estabientos muestreados no
presentaron serologias positivas. Se obtuvieronis@naientos pertenecientes a 4
establecimientos. De los 7 establecimientos canaos un animal seropositivo, en 3
se realiz6 aislamiento por cultivo fecal individugCuadro 1), uno de los
establecimientos con aislamiento fue negativosetalogia. En los cultivos fecales en 5
de las 6 muestras positivas las ufc se clasificaoomo bajo recuento (< 10 ufc /tubo),
salvo para un establecimiento, en el cual, en enasimuestras individuales se obtuvo
un recuento alto clasificAndose dicho animal coltwediminador >50 ufc/tubo
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Cuadro I. Proporcion de animales seropositivossitpos al cultivo de materia fecal

ELISA
Muestras
fecales Prevalencia Numero ufc
Muestras (%) de Map

ID de suero pos Seroprevalencia (%) individuales cultivo /tubo
B 50 2 4,00 47 2,12 (1/47) <10 ufc
E 43 1 2,33 45 0,00 (0/45) 0
I a7 0 0,00 45 2,22 (1/45) <10 ufc
M 44 3 6,82 45 4,44 (2/45) >50 ufc
NE 46 3 6,52 46 4,34 (2/46) <10 ufc
O 46 2 4,35 45 0,00/45 0
R 91 1 1,10 45 0,00/45 0
S 45 0 0,00 45 0,00/45 0
U 39 2 5,13 45 0,00/45 0
Total 451 14 3,80* 408 1,47 (6/408)
ID: Cddigos de identificacion de los establecimaant
Pos: Sueros positivos a ELISA
* Ver en cuadro Il

Cuadro Il. Seroprevalencia de paratuberculosigia pel ELISA Indirecto
Estimacion de la Proporcion
NUumero de e strato= 1
NUmerode PSUs = 9
Numero de observaciones (muestra) = 451
Total de la poblacién en los 9 establecimiento8 11
Proporcion Error. [Intervalo de Confianza de 95 %]
t&sdar

Serologia PT
Seronegativos 0.9615091 0.0094051 0.9398209 0.9831974
Seropositivos 0.0384909 0.0094051 0.0168026 0.0601791
PSU: Unidad Primaria de Muestreo

En el Cuadro Il se puede observar el célculo depsevalencia para la
poblacion en estudio. Los 9 establecimientos meadts tenian una poblacion total de
1811 animales al momento de la toma de muestras. d&derminar la prevalencia a
nivel poblacional se realiz6 una ponderacion portashafio poblacional de cada
establecimiento. Dicho calculo se realiz6 con laneude muestreos complejos del
Software Stata 11; para esto se generé una vagabléos pesos de cada observacion
como el inverso de la probabilidad de estar enuastia de cada bovino que es igual
para todos los animales de ese establecimientobi€anse definio la variable Farm
(establecimientos) como unidad primaria de mues{®U), para que corrija la
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estimacion de la varianza al estimar la prevaleremael total de la poblacion
considerando los conglomerados (clusters) quefsignilos establecimientos. A partir
de estos célculos la seroprevalencia proyectada@oblacion fue de 3,8 %.

Los cuadros de contingencia Il y IV se utilizamgpaalcular la Sensibilidad y
Especificidad tanto del ELISA a nivel individualmo la Sensibilidad del ELISA a
nivel de rebafio.

El cuadro Il muestra que de un total de 407 aresial los cuales se les efectlo
tanto la prueba de ELISA como el cultivo individsad encontré que Unicamente 1
animal fue positivo para ambas pruebas. Dicho dnpmesento en el cultivo individual
un alto recuento de microorganismos (>50 ufc/tuf@yadro I). Los 5 animales
positivos a cultivo fecal no fueron positivos a paueba de ELISA, los mismos
presentaron una concentracién de ufc < a 10, dadds como débiles eliminadores.
Asi mismo la prueba de ELISA detecté 12 animaleaageropositivos los cuales no
fueron detectados como excretores en el cultivo.

Cuadro lll. Cuadro de de contingencia Cultivo deema fecal vs ELISA indirecto

ELISA PT a
Cultivo individual Positivo Negativo Total
Positivo 1 5 6
Negativo 12 389 401
Total 13 394 407

a. ELISA PT: Test de ELISA indirecto contra paraxdulosis

El cuadro IV de contingencia se utiliza para deteamla sensibilidad de la
prueba de ELISA a nivel de rebafio. Para dicha mhtecion previamente se
clasificaron los 9 establecimientos muestreados ocastablecimientos que eran
positivos a Map ya sea por ser seropositivos enstreas anteriores, por tener
antecedentes clinicos de la enfermedad y/o poepta&saislamientos a partir de cultivo
de materia fecal.

Con la prueba de ELISA indirecto se detectaron 7Aode9 establecimientos
clasificados previamente como positivos.

La sensibilidad de la prueba de ELISA indirecto oespecto al cultivo fue de
16,6% (IC 0,42%-64,12%) y la especificidad fue@&0 % (IC 94,83%-98,44%)
(Cuadro V).

La sensibilidad a nivel de rebafio para la técnec&SA fue de 77,78% (IC
39,99%- 97,19%)
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Cuadro IV. Sensibilidad y Especificidad de la fraele ELISA indirecto respecto al
cultivo de materia fecal

IC 95%
Sensibilidad Relativa Pr ( T+/D+)a 16,67% 0,42 24,1
Especificidad Relativa  Pr ( T-/ D-)b 97,01% 94,83 8,4
Prevalencia Pr (D) c 1,47% 0,54 3,18
RSe (e) Pr(H+/HV+)d  77,78% 39,99 97,19

a, Pr (T+/D+): Probabilidad de tesbpitivo (ELISA) tal que el animal este infectadosffivo a
Map por cultivo de materia feaadividual),

b, Pr (T-/ D-): Probabilidad de test negativo (ElBtal que el animal este sano (negativo a

Map
por cultivo de materia fecal individual),

¢, Pr(D+): Prevlancia por cultivo de materia fecal inddual,

d,Pr(H+/HV+): Probabilidad de rebafio positivo (ELAS tal que el rebafio este infectado
(positivo a Map por cultivo de materia fecadlividual serologia previa y antecedentes
clinicos),

(e), RSe: sensibilidad del rebafio por la pruebd&d¢ésSA indirecta,

IC: Intervalo de confianza

Discusion

La sensibilidad de ELISA para la deteccion de alemanfectados con Map es
baja (5%-30%), pero aumenta con la edad de losa@e{Nielsen y Toft, 2006). Las
estimaciones de especificidad estan por encima98& para las pruebas ELISA
comerciales.

Las pruebas de ELISA mas comunmente utilizadas gatactar animales
positivos son para utilizarse en suero y en leéthigunos autores reportan que hay
variaciones en el momento de aplicar dichas pruéiatsen y col (2002) realizaron un
ensayo donde encontraron que la prueba de ELISAueros detecto mas animales
positivos al final de la lactancia, en cambio lagira de ELISA en leche al comienzo de
la misma. Estas diferencias se pueden utilizar pptanizar la toma de muestras. En
nuestro ensayo no se tuvo en cuenta el momenta daclancia para la toma de
muestras, el unico criterio fue animales mayore® @os en produccion, a partir de
este criterio los animales fueron tomados al azar.

Los 9 establecimientos muestreados tenian histtinica de paratuberculosis
ademas de serologia previa positiva a Map por Elifsikecto (IDEXX).

A pesar de eso en nuestro muestreo hubo 2 estaidatos muestreados que resultaron
negativos a la prueba de ELISA, sin embargo unellds (identificados como “I”) fue
confirmado como infectado por aislamiento bacterianpartir de cultivo de materia
fecal (cuadro I).

La sensibilidad y especificidad de la prueba deSALke calcul6 a partir del
cultivo fecal el que fue considerado como “pruekaodo antemortem”, dando como
resultado una sensibilidad (Se) de 16, 6% y unacifgpdad (Sp) del 97,0; si bien el IC
fue amplio (Cuadro V), este puede explicarse potanmafio de muestra relativamente
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pequefio. A pesar de esto tanto la Se como la $giden con la reportada por otros
autores (McKennay col., 2005; Jubb y col., 2004N#lb y col., 1991).
Algunos autores reportan que la capacidad del ElgSva detectar anticuerpos

de Map en animales infectados depende de la freuean que se realice la prueba y
del punto de corte elegido. Algunos investigadanegieren que la Se del ELISA se
podria aumentar si un solo resultado positivo gritaera vez de realizado el test ya es
considerado como positivo (Nielseen, 2010). En tnoesnsayo el muestreo se realizo
una unica vez a lo largo del estudio. Otra formawaentar la sensibilidad de la prueba
de ELISA es aumentar la frecuencia de muestreo.

Asi mismo la sensibilidad de la prueba de ELISA enta a medida que la
enfermedad avanza y la probabilidad de tener apsrsg#ropositivos es mayor cuando
estos son altos eliminadores y estan clinicamemf&raos. Algunos autores reportan
Se de la prueba de ELISA entre 50-80% en animéilasamente enfermos (Sweeney y
col., 1995; Bech-Nielsen y col., 1992). En nuesingayo el Unico animal seropositivo
que presentd cultivo de heces positivo era un ™adixcretor de microorganismos,
coincidiendo este hallazgo con los de otros autdtedsen, 2008).

Los animales que fueron positivos a la prueba &gicd pero no al cultivo
podrian ser animales infectados pero no infecci¢so®xcretores) (Collins, 2010). Lo
que explicaria la ausencia de cultivo positivoa@nrhismos.

También se han reportado la ocurrencia de falsastiyms a las pruebas
seroldgicas debido a Mycobacterias spp ambientalas, similitudes antigénicas al
Map, dando reacciones cruzadas entre las mismasviiyaobacterias que encontraron
mas frecuente en el ambiente fueMravium, M intracellulare, and M scrofulaceum,
(Osterstock y col., 2007).

Sweeney y col, (2006) reportaron que en algunawvaes en etapas posteriores
a la infeccién, la produccién de anticuerpos putdetuar. Asi mismo debido a la
imperfecta “Se” de la prueba de ELISA existen amgmanegativos a la misma, en
establecimientos infectados, que podrian ser mdfiest pero no estar eliminando el
microorganismo, ya que seguramente estan cursaapasetempranas de la enfermedad
y donde la respuesta inmune aun no generd un canabisio de celular a humoral
(Collins, 1996; Stabel, 1997; Clark y col., 2008).

Sin embargaen nuestro estudio hubo 5 animales positivos divoufecal pero
negativos a la serologia. Hay que mencionar gsieniemo eran eliminadores débiles
(<10ufc) encontrandose seguramente en etapas teaspde la enfermedad donde los
resultados de las pruebas de ELISA pueden no ssrstentes con el cultivo.

La sensibilidad a nivel de rodeo fue de 77,78 Ygw@dl que para el calculo de la
sensibilidad y especificidad los IC fueron amplaebido al limitado tamafio de las
muestras. Si bien el numero de establecimientgegsefio para hacer una proyeccion
al resto de los establecimientos de la cuencatacbeha estimacion concuerda con
los datos reportados por Nufiez, 2006, siendo eafesde de 70,2% + 8,1.

Por ultimo el ELISA indirecto como método dereeningresultd ser el mas
sensible, de los 3 ya que detectd 7 de los 9 esiafientos infectados. Si bien esta
herramienta fue la que logréo una mayor sensibilidacivel de rebafo, debido a la
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menor especificidad se corre el riesgo de clasificdeos como infectados en los cuales
se podria estar detectando animales falsos pasitivo

La importancia de estas herramientas y/o estrategidica en detectar rebafios
infectados para aplicar programas de control o cthaterodeos libres para su
certificacion. Dichas estrategias pueden ser usad@s o combinadas en diferentes
programas (ej. ELISA con cultivo individual de maefecal) para aumentar la
sensibilidad de deteccion.

Si bien en la bibliografia varias de estas estraseiiene una buena performance
en establecimientos con prevalencias altas (>168&)nmismas presentan una menor
performancecuando son aplicadas en rebafios de bajas preleadr&%). En nuestro
caso esto quedo demostrado ya que los 9 estabdéetoni muestreados eran de baja
prevalencia. Dicho fendmeno también se evidenaado dichas pruebas son usadas a
nivel individual. (Tavornpanich y col., 2008).

Hay que tener en cuenta que Uruguay esta tendi@dddntensificacion de la
produccion ganadera lo cual podria favorecer lastrasion de la enfermedad, estas
bajas prevalencias a nivel predial son importaptga comenzar programas de control
gue sean exitosos y no tan extensos.
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Conclusiones

Este estudio analizd 3 diferentes estrategias (meoesambiental, pool de
materia fecal, ELISA indirecto en muestras de supava detectar rebafos infectados
por Map.

Las mismas ya han sido reportadas por otros aytocoeso quedo sefialado en
los diferentes capitulos de esta tesis. Algundsajos al respecto incluyeron dentro de
sus investigaciones muestreos grandes y otros €efesato debieron trabajar con una
muestra “n” pequefia de establecimientos.

Nuestro trabajo cae en los estudios de “n” pequkdimdo al alto costo de las
pruebas involucradas lo cual nos limita a la haaakcar conclusiones, pero a pesar de
esa debilidad, el mismo tiene fortalezas las cua&sla pena resaltar.

En los ultimos afios investigadores Uruguayos patiit sobre seroprevalencia,
factores de riesgo y comparacion de pruebas d8AkEh paratuberculosis (Piaggio y
Nufiez 2002, 2003, 2006). Errico y col (1983 y )98&bian reportado algunos casos
en épocas anteriores de aislamiento y programa®mteol, pero hasta la fecha no se
habia realizado un trabajo que involucrara diferemistrategias de deteccidén de rodeos
infectados aplicadas al mismo tiempo.

A pesar que los resultados obtenidos para lag&@egias no pueden proyectarse
al resto de las poblaciones y requieren un estotis amplio, se ha recorrido un
extenso camino para poder continuar con estastigaemnes.

Uno de los productos concretos que deja este trama@gpendientemente de los
objetivos especificos planteados es la validac&mrm medio de cultivoifi housé, el
cual disminuye sustancialmente los costos de Idsvasi de materia fecal para el
diagnéstico de Map. Asi mismo adquirimos exper@rem muestreos ambientales y
pools de materia fecal, los cual tiene la ventaga der estrategias de bajo costo.
Respecto al muestreo ambiental una de las verggjagie no se tiene que manejar
animales durante el muestreo lo cual esta en aenwami el cuidado del bienestar de los
animales.

La técnica de pools de cultivo fecal sirve comadmarenta descreeningde bajo
costo respecto al cultivo individual. Si bien oteagores reportaron buena sensibilidad
a nivel de rebafios con respecto al cultivo indigiden nuestro caso fue menor. La
menor sensibilidad del pool probablemente puedas®apensada con un muestreo con
un “n” mayor que obtenga una sensibilidad equival@un mismo costo.

Por ultimo el ELISA indirecto como método dereeningresultdé ser el mas
sensible, de los 3 ya que detectd 7 de los 9 esiafientos infectados. Si bien esta
herramienta fue la que logréo una mayor sensibilidacivel de rebafio, debido a la
menor especificidad se corre el riesgo de clasifitdeos como infectados en los cuales
se podria estar detectando animales falsos pasitivo

La importancia de estas herramientas y/o estrategidica en detectar rebafios
infectados para aplicar programas de control o cthaterodeos libres para su
certificacion. Dichas estrategias pueden ser usad@s o combinadas en diferentes
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programas (ej. ELISA con cultivo individual de nrédefecal) para aumentar la
sensibilidad de deteccion.

Si bien segun la bibliografia varias de estas tegfi@s tiene una buena
performance en establecimientos con prevalenctas é&16%) las mismas presentan
una menoiperformancecuando son aplicadas en rebafos de bajas preradr&%).

En nuestro caso esto quedo demostrado ya quedswBlecimientos muestreados eran
de baja prevalencia. Dicho fendmeno también seeavid cuando dichas pruebas son
usadas a nivel individual. (Tavornpanich et alQ&0

Hay que resaltar que los valores de sensibilidadpecificidad de las pruebas
cuando son utilizadas como “Pruebas de Rebafiof @staenciados por la prevalencia
dentro del rebafio, el nUumero de muestras analizgdasensibilidad y especificidad de
las pruebas a nivel individual asi como el valercdrte usado para designar al rebafio
como positivo (Christensen y Gardner, 2000).

Hay que tener en cuenta que Uruguay esta tendi@riddntensificacion de la
produccion ganadera lo cual podria favorecer lastrasion de la enfermedad, estas
bajas prevalencias a nivel predial son importaptga comenzar programas de control
que sean exitosos y no tan extensos.

Asi mismo algunos paises ya estan exigiendo paradartacion de ganado en
pie el testeado de los animales contra paratutssrsisl con lo cual dicha enfermedad
comenzara a ser en Uruguay una barrera sanitaadgaxportacion.

Este trabajo espera contribuir con el conocimielgda Paratuberculosis en el
Uruguay y generar nuevas hipotesis para futurbsijwa.
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Anexo |

New Bolton Center University of Pennsylvania Schoadf Veterinary Medicine

Johnes’s Laboratoy (Protocolo, 2001)

Formula del cultivo Herrlod con Micobactina

8.

9.

NookwNE

9 gr. Peptona

4,1 gr Piruvato de Sodio

4,5gr. NaCl

15,3 gr. Agar Noble

2,7 gr. Extracto de carne

27 ml Gicerina

4,1 ml NaOH (4%). Usar lo necesario para llevarudtivo liquido de pH 6,9 a
7,0, el cultivo solido debe de tener un pH de 7723a

Micobactina (2mgr./vial)

6 yemas de huevo (120 ml/L)

10.5,1 ml 2 % verde de Malaquita

Antibiéticos: Anfotericina B, Vancomicina, Acido Nidixico

Preparacion de la Micobactina: Agregar 4 ml deladtetilico (95%) en los viales de 2
mg de micobactina J.

Autoclavar el medio liquido 35 minutos a 121 ° Gsteriormente agregar las yemas de
huevo estériles, verde de malaquita y antibioticos.

El medio de cultivo Herrold sin micobactina sdimade la misma forma pero sin
incluir la micobactina.
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