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ANTECEDENTES

La paratuberculosis o enfermedad de Johne es una enfermedad infecciosa crénica que afecta a rumiantes
domésticos y silvestres. Es producida por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, un bacilo de
crecimiento lento que requiere de micobactina férrica para desarrollar. Se han aislado micobacterias micobactina
dependientes de humanos con enfermedad de Crohn, que presentan sintomas similares (Collins, 1997; Poncey
Barrera,1989). Este bacilo infecta a los macréfagos de la lamina propia del intestino y linfonédul os asociados
(Merkal, 1970), produciendo una enteropatia granulomatosa que ocasiona deficiente absorcion de nutrientes
esenciales y acelerada pérdida de proteinas. Esta micobacteria tiene como via principal de transmisiéon la
fecal/oral, pero también lo hace a través del (tero y laleche de vacas infectadas (Collins, 1994). Los animales
infectados clinicamente excretan entre 1,3x10° y 5,9x10° organismos/g de materia fecal, mientras que los
portadores subclinicos eliminan entre 40 y 100 organismos/g de materiafecal (Mason et al.,1997). Los animales
adquieren la enfermedad dentro de los primeros seis meses de vida, ya que la leche contaminada es potencial
fuente de contagio, y manifiestan signos clinicos de diarreas persistentes y pérdidas de peso 2 a5 afios mas tarde
(Clarke, 1997). En las hembras provoca un descenso en la produccién lactea que vadel 5 a 25% en los estadios
tempranos, desde la primera lactacion y acorta su vida productiva media (Collins, 1994; Nordlund et al., 1996).
Debido a la falta de tratamiento y a que la eiminacion de solo los sintométicos no basta para controlar la
enfermedad, cualquier programa de control debe incluir métodos para identificar y separar animales infectados
(Wilson et al., 1995; Vanschaik et al., 1996) haciendo especial énfasis en €l riesgo de contacto de los terneros
con animales adultos, manteniendo en lo posible éareas libres de contaminacion con materiafecal de los Gltimos.
El cultivo, con una especificidad del 100%, es € método mas efectivo para detectar infeccion en el ganado
aparentemente sano (Merkal, 1984), teniendo los inconvenientes de su lentitud (4 a 6 meses) y baja sensibilidad
(50%). Otro método de identificacién presuntiva, en los primeros estadios de la enfermedad, es la prueba
tuberculinica intradérmica comparativa, realizada en la tabla del cuello o pliegue ano caudal utilizando PPD-
bovino (PPD-B) y PPD-aviar (PPD-A) de mayor poder discriminatorio que lasimple. Si bien lamismatiene bajo
poder predictivo positivo, del orden del 22%, posee sin embargo, un buen poder discriminatorio negativo, del
95% (Cicuta, 1999). Teniendo en cuenta que la paratuberculosis ha sido diaghosticada en animales bovinos del
nordeste argentino (NEA) (Cicuta et al, 1995), la posibilidad de la eliminacién del bacilo en leche (Taylor et al.,
1981; Sweeney et a., 1992 y Streeter et al.,1995), su resistencia ala pasteurizacion (Grant et al., 1996 y Sung et
al.,1998) y su probable vinculacion con la enfermedad de Crohn en humanos (Ponce y Barrera, 1989,
Collins, 1997 y Mason et a.,1997), nuestro objetivo fue investigar €l estado de situacion en el ganado lechero del
NEA.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras de sangre, materia fecal y leche de 4 establecimientos lecheros ubicados en la
provincia de Corrientes (localidades de San Isidro, Laguna Pampin y Capital), realizando la prueba intradérmica
comparativa en el pliegue ano caudal, 77 bovinos hembras y 2 bovinos machos adultos, utilizando PPD-A y
PPD-B de la Direccion de Laboratorios (DILAB) del Servicio Nacional de Sanidad Anima (SENASA) y
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Sanidad Ganadera, con una concentracion proteica de 0,5 mg/ml (=25.000 Ul) y 1 g/ml (=32.500 Ul),
respectivamente. Fueron considerados positivos (+) aguellos animales que presentaron un aumento = 0 > 3 mm.

Con ¢ suero de cada animal se realiz6 el test de ELISA indirecto y PARACHEK ™. El primero utiliza
100 pl de antigeno protoplasmaético de paratuberculosis (PPA-3, Allied Monitor), Cepa 18, en 0,05M de buffer
carbonato de sodio adherido a microplacas (Dynatech) e incubado toda la noche a 4°C. Se lavd 3 veces con
solucién tween salina (TSS). Se adhirié 100l del suero preabsorvido con M. phlei (1:2) y diluido 1:50 en
solucion buffer fosfato con tween 80 y gelatina (PBS-TG) y se incub6 2hs. a 15°C. Se lavé la placa 3 veces con
PBS- TG a 6°C. Se agregd 100 pl de 1g.G Peroxidasa incubandose 1 h 30 min. a 15 °C, lavandose luego 3 veces
con PBS-TG. Se agregd 100ul del sustrato ABTS (azinobis diamonium salt) y ley6é a 405 nm en lector Allied
Monitor, 3 veces cada dos minutos. Se calcularon los indices de ELISA de los sueros testeados dividiendo €l
promedio de las densidades épticas (DO) por e promedio del control negativo conocido. Se considerod
sospechoso aquel suero con indice de 1,51-2,1 y positivo con indice de 2,11 6 més.

El test PARACHEK™ Johne's Absorbed EIA, (CSL Veterinary, Australia),fue realizado de acuerdo a
las instrucciones del laboratorio. La media de la absorbancia,,|eida a 450 nm., del control negativo fue <0,150 y
la del control positivo entre 0,900 y 1,200.E! valor de corte fue la media del control negativo més 0,100 y se
consideré positivala muestra con un valor de absorbancia mayor que €l valor de corte.

Para € cultivo, aproximadamente 10 g de materia fecal fueron agitados durante 30 minutos en 100 ml
de cloruro de hexadecilpiridinium (HPC) a 0,75% para decontaminar Se dejo reposar 30 minutos'y 40 ml del
sobrenadante fueron transferidos a tubos plasticos, tapa a rosca, previa agitacion manual. Transcurridos 3
minutos, se extrgo los 40 ml del sobrenadante y se dgjaron los tubos en posiciéon vertical a temperatura
ambiente durante toda la noche. Pasado ese tiempo se sembr6 0,4 ml del sedimento en cada uno de 4 tubos de
medio de Herrold (1 sin micobactina, 1 con micobacting, 1 con micobactinay piruvato y otro con micobactina,
acido nalidixico, 30 nmg/ml, vancomicina 1 ng/ml y anfotericina B 501 ng/ml SIGMA ). Los tubos se incubaron a
37°C en posicién horizontal durante 48 horas, posteriomente en posicién vertical. Se realizo la lectura de los
medios a los 30, 60 y 160 dias, observando el desarrollo de colonias con caracteristicas de Mycobacterium
avium subespecie paratuberculosis.

En el caso de cultivo de leche, se centrifugaron 150 ml a 2500 rpm durante 30 minutos; 2 ml del pellet
obtenido se resuspendieron en 20 ml de HPC a 0,75% para decontaminar durante toda la noche. Pasado este
tiempo se centrifugd a 2000 rpm durante 20 minutos. Se elimind el sobrenadante y se resuspendié el sedimento
en solucion fisioldgica estéril, dejando reposar unos minutos 'y se sembré e incub6 de acuerdo con lo descripto
para materiafecal.

Se realiz6 € caculo de proporciones de ambas pruebas utilizando Software Statistix version 3.2 bajo
entorno windows (Facultad de Ciencias Veterinarias- U.N.N.E.), aplicando laférmula p=x, /ny parael intervalo
de confianza: px Zy. a2 . Gp.q.1/n.

DISCUSION DE RESULTADOS

L os resultados obtenidos de los 79 bovinos en los que se realizaron las pruebas diagnosticas, figuran en
€l Cuadro 1. Respecto ala prueba tuberculinica intradérmica comparativa en el pliegue ano caudal, sélo 1 de los
79 bovinos fue positivo a PPD-B. En la prueba de ELISA 16 sueros fueron positivos y 36 sospechosos. En €
Test de PARACHEK™ 6 sueros fueron positivos. En cuanto a cultivo de materia fecal y de leche, aun no se
obtuvo resultados.

Cuadro 1: Pruebas diagndsticas de Paratuber culosis en 44 bovinos

Establecimiento | N° de Animales| PPDA | PPDB | PARACHEK™ ELISA
Positivo | Positivo Positivo Positivo Sospechoso
A 9 - - 1 3 3
B 20 - 1 3 8 10
C 34 - - - 5 13
D 16 - - 2 0 10
Total 79 0 1 6 16 36
REFERENCIAS:

PPD A: Derivado proteinico purificado Aviar
PPD B: Derivado proteinico purificado Bovino
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La proporcion de bovinos positivos a PPD-B en esta poblacidn, con una confianza de 95%, es de 0,013,
y € intervalo de confianza es 0,013 + 0,02548 (0,01198 - 0,03798). La proporcién de bovinos positivos a
ELISA con una confianza de 95%, es de 0,202, y € intervalo de confianza es 0,202 + 0,0882 (0,1138 - 0,2902)
y la de bovinos sospechosos a ELISA es de 0,456, cuyo intervalo de confianza es 0,456 + 0,10976 (0,34624 -
0,56576). La proporcion de bovinos positivos a PARACHEK™ con una confianza de 95%, es de 0,076, y €
intervalo de confianza es 0,076 £ 0,0588 (0,0172 - 0,1348).

CONCLUSIONES

La prueba intradérmica comparativa es de valor limitado, debido a que posee una sensibilidad de 26,8%
y una especificidad de 72% (Pavlik et al.,1999), detecta animales sensibilizados a M. avium ( Moreira et
al.,1991), y tiene reaccidn cruzada con la tuberculosis ( De Diego, 1991), Sin embargo en un estudio previo
realizado en esta region (Cicuta, 1999), el poder discriminatorio negativo de esta prueba se elevaa 95% y
reacciona muy bien en los primeros estadios de la enfermedad cuando hay abundantes bacilos en € intestino (
De Diego, 1991), puede ser utilizada para tener una vision general de la situacion de la enfermedad en un
establecimiento. El test de ELISA detecta inmunidad humoral por anticuerpos circulantes contra M. avium
subsp. paratuberculosis en animales con infeccién clinica o subclinica (Moreira et a.,1991), con una
sensibilidad del 66% y especificidad de 99% (utilizando andlisis por ROC, Med Calc. Program), aumentando la
primera a partir de los 4 afios de edad y la segunda con la absorcién del suero con M. phlei (OIE, 1996). En la
actualidad es uno de los test mas utilizados en conjunto con otros métodos diagnosticos como € cultivo de
materiafecal, pudiendo detectar aquellos animales que presentan infeccion subclinica (Stabel, 1998).

Por los datos obtenidos hasta e momento queda confirmada la evidencia de infeccion por M. avium
subsp. paratuberculosis en € ganado lechero de Corrientes, pero a no haber aislado aln el agente etiol 6gico, no
es posible concluir sobre el estado de la enfermedad en el NEA.
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