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RESUMEN:

Se presentan los resultados obtenidos en 17.747 sueros analizados para el diagndstico seroldgico de paratuberculosis bovina,
provenientes de 85 rodeos de cria y 5 de leche, ubicados en 14 partidos de la provincia de Buenos Aires. La prueba de ELISA
permite diagnosticar esta enfermedad en estadio subclinico, y la incorporacién de urea mejora la eficiencia para detectar los
anticuerpos especificos contra el Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). Se estimé la seroprevalencia sobre la base
de los resultados obtenidos de animales caracterizados como positivos y sospechosos en la prueba de ELISA urea. Se observé una
seroprevalencia individual del 5,5 % en los rodeos de cria y del 13,6 % en los rodeos lecheros, siendo la seroprevalencia predial del
78,8 %. De 425 muestras de heces cultivadas se aislé MAP en el 67,6 % de los animales positivos, del 52,7 % de los sospechosos y
del 7 % de los negativos por la prueba de ELISA urea. Mediante estadistica bayesiana, el valor predictivo positivo de esta prueba
fue de 0,61 y el valor predictivo negativo de 0,93. Nuestros resultados aportan informacién actualizada sobre la estimacién de
la seroprevalencia regional de paratuberculosis bovina, la cual es elevada, y confirma la utilidad de la prueba de ELISA urea,
desarrollada localmente, en el diagnéstico y control de la enfermedad.

PALABRAS CLAVE: Rumiantes, Enfermedad de Johne, Diagnéstico, ELISA urea.

ABSTRACT:

The results of 17.747 bovine serum samples belonging to 85 beefherds and 5 dairy herds from 14 localities of Buenos Aires province
are presented. ELISA is the diagnostic test of choice in cattle with subclinical paratuberculosis, and addition of urea in this assay
improves the efficiency to detect antibodies against Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). Seroprevalence was
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estimated based on positive and suspicious sera to urea ELISA. Individual seroprevalence for beef and dairy herds was 5.5 % and
13.6 %, respectively, with an overall herd seroprevalence 0f 78.8 %. In addition, 425 fecal samples were analyzed by microbiological
culture. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis was isolated in 67.6 % of positive, 52.7 % of suspicious and 7 % of negative
urea ELISA animals. The positive predictive value of urea ELISA was 0.61, and the negative predictive value was 0.93 using Bayesian
statistics. These results are an update to the estimated regional paratuberculosis seroprevalence and confirm the usefulness of urea
ELISA in the diagnosis and control of paratuberculosis in cattle.

KEYWORDS: Johne's disease, Diagnosis, Urea ELISA, Ruminants.

La paratuberculosis (PTB) es una enfermedad infecciosa cronica de los rumiantes, caracterizada por causar
una ileocolitis granulomatosa difusa con compromiso de los linfonodos y vasos linféticos asociados al ileon
y colon. La infeccidn con el Mycobacteriumavium subsp. paratuberculosis (MAP) se produce en los bovinos
jovenes via fecal-oral, por contacto directo con las heces infectantes durante el parto o al ingerir calostro
o leche contaminados provenientes de un animal enfermo (Chiodini et al., 1984; Clarke, 1997; Sweeney,
1996). La enfermedad presenta un periodo de incubacién prolongado que oscila entre 2 y 8 afios, inicidndose
con estadios subclinicos que pueden durar varios afios, hasta la presentacién de signos clinicos y la eliminacién
de micobacterias en la materia fecal (Whitlock & Buergelt, 1996). A medida que la enfermedad progresa,
los niveles de los titulos de anticuerpos séricos aumentan, coincidiendo con la mayor eliminacién de MAP
(Barkema et al,, 2018; Maroudam et al., 2015). En los bovinos, los signos clinicos son: disminucién de la
produccidn lictea, mala condicion corporal y diarrea, al principio intermitente y posteriormente continua,
la que produce hipoproteinemia con sindrome de malabsorcién proteica y pérdida de masa muscular. El
cuadro clinico, de varios meses de duracién, lleva ala emaciacién y muerte. La PTB bovina generaimportantes
pérdidas econdmicas, tanto en los rodeos lecheros como en los de carne (Clarke, 1997; Maroudam et al,,
2015; OIE, 2018).

En Argentina, Rosenbusch describié por primera vez en los bovinos esta afeccién en 1932, siendo
posteriormente comunicada en 1942 en los ovinos, en 1995 en las cabras y en el 2000 en los ciervos. Se han
descrito numerosos casos clinicos compatibles con esta enfermedad, representando una de las principales
causas infecciosas de muerte en los bovinos adultos (Costa et al., 2004; Spith et al., 2012). Paolicchi et al.
(2003) demostraron una seroprevalencia de 50% de establecimientos afectados en la provincia de Buenos
Aires utilizando la prueba de ELISA. En Uruguay se ha establecido una prevalencia predial del70,2 % + 8,1 %
(Suanes & Rubino, 2012) y, en Brasil, también se confirmé la presencia de MAP mediante distintas pruebas
diagndsticas (Albuquerque et al., 2017).

En nuestro pais, las medidas de control se basan en el diagnéstico y la eliminacién de los enfermos, en
conjunto con medidas de bioseguridad tendientes a evitar el contacto de los bovinos eliminadores de MAP
con los terneros en sus primeras semanas de vida (Alvarado Pinedo, 2015; Gilardoni et al., 2012; Paolicchi
etal., 2003).

Las pruebas diagnésticas que se emplean en la actualidad estan dirigidas a la deteccion de MAP de forma
directa o a determinar la respuesta inmune del hospedador. La deteccién del patégeno se puede efectuar a
partir del cultivo bacterioldgico de muestras de materia fecal, leche, intestino, linfonodos o bien de érganos
con lesiones macroscépicas. Las pruebas diagnésticas se comparan con el cultivo bacterioldgico que es
considerado la prueba de oro o gold standard. El desarrollo de colonias puede observarse en un tiempo no
menor a 6 semanas y hasta 6 meses (Whitlock et al., 2000). Para evidenciar la presencia de ADN de MAP
existen diversas técnicas moleculares, tales como la PCR convencional, la PCR en tiempo real, la multiplex
PCRy las sondas de hibridacién (Alinovi et al., 2009; Timms et al., 2015). Estas pruebas se pueden realizar a
partir de las muestras clinicas o de los aislamientos, siendo la mayor limitante para su uso masivo los elevados
costos. Otra alternativa para el diagnéstico es el hallazgo de lesiones microscépicas caracteristicas de PTB,
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con presencia de micobacterias libres o en el interior de macréfagos evidenciables con la coloracién de Ziehl
Neelsen o mediante inmunohistoquimica (OIE, 2018).

La respuesta inmune es, en un primer momento, de tipo celular, siendo factible su determinacién con el
uso de la prueba intradérmica con derivado proteico purificado (PPD) aviar, la prueba de linfoproliferacion
y la cuantificacién de gamma interferédn (Alvarado Pinedo, 2015; Jungersen et al.,2012; OIE, 2018).
Posteriormente la respuesta inmune es de tipo humoral, obteniéndose un diagnéstico seroldgico indirecto
mediante las pruebas de inmunodifusion en gel de agar (AGID) y de ELISA. Sin embargo, de acuerdo con
el estadio en el que se encuentre el animal infectado, los resultados pueden variar con cada técnica (Nielsen
etal., 2001, 2008; OIE, 2018).

La prueba de ELISA urea se ha utilizado en el diagnéstico seroldgico de diversas enfermedades para
determinar la avidez de los anticuerpos con respecto al antigeno; dicha avidez aumenta con el tiempo después
del contacto inicial con el patégeno y se relaciona con la cronicidad de la infeccién (Iddawela et al., 2015;
Lynch etal., 2014). La urea es un agente caotrdpico que afecta los enlaces de hidrégeno, desestabilizando las
fuerzas hidréfobas que acttan en la unién antigeno-anticuerpo. Las uniones débiles se rompen, quedando
unidas las que tienen mayor afinidad funcional o avidez (Fialov4 et al., 2017). Este efecto es similar al logrado
cuando los sueros son absorbidos con otras micobacterias, como Mycobacterium phlei (Di Paolo et al.,
2016; OIE, 2018). El objetivo de este trabajo fue estimar la seroprevalencia actualizada de PTB bovina en
la provincia de Buenos Aires, utilizando la prueba de ELISA urea con muestras de suero bovino remitidas
a nuestro laboratorio.

Materiales y métodos

Muestras y prueba de ELISA urea

Se analizaron 17.747 muestras de suero provenientes de 90 establecimientos (85 de rodeos de criay 5 de
rodeos lecheros) que fueron remitidas al Centro de Diagndstico e Investigaciones Veterinarias (CEDIVE)
para el diagndstico de PTB bovina, entre los anos 2016 y 2018. En la mayoria de los casos las muestras
pertenecian a bovinos adultos de rodeos en los cuales se sospechaba la presencia de esta enfermedad. Ademas,
se incluyeron rodeos en los que se realizaba un control sanitario con fines de saneamiento o para la venta de
animales como reproductores. Se procesaron muestras provenientes de 14 partidos de la provincia de Buenos
Aires, en su mayorfa de Chascomus, Magdalena, General Belgrano y Lobos (Fig. 1). La cantidad de muestras
y de establecimientos analizados por partido se presentan en la Tabla 1.



MAR{A FIORELLA ALVARADO PINEDO, ET AL. SEROPREVALENCIA DE PARATUBERCULOSIS BOVINA MEDIANTE LA PRUE...

Mas del 13% de muestras analizadas
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establecimientos  muestras de suero  muestras (%)
Azul 1 4 0,02
Pila 1 25 0.14
Castelli 5 44 0,25
Tapalqué 1 54 0.30
La Plata 2 62 0,35
General Guido 2 124 0.70
Dolores 4 181 1,02
Tandil 1 300 1.69
Caiiuelas 1 319 1.80
General Paz 3 774 4.36
Lobos 4 1480 8.34
General Belgrano 5 2459 13.86
Magdalena 16 3482 19.62
Chascomus 44 8439 47,55

TOTAL

b=l
=

17.747 100

En la prueba de ELISA urea, se utilizaron placas de 96 pocillos (Microlon®, Greinerbio-one,
Kremsmiinster, Austria) que se sensibilizaron con 100 pl por pocillo de antigeno protoplasmatico de MAP
con una concentracién de 20 pg/ml en solucién de carbonato 0,05 M (pH 9,6). Estas placas se colocaron
durante la noche en heladeraa 4 °C. Al dia siguiente, después de lavar 3 veces con una solucién tamponada de
fosfatos (PBS) con 0,05 % de Tween 20 (ELISA-PBS), se agregaron 100 ul de una dilucién 1/180 de los sueros
control y negativo y de los sueros problema por duplicado. Las placas se incubaron 30 minutos a temperatura
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ambiente (aproximadamente 20 °C). Posteriormente cada placa fue lavada 3 veces con ELISA-PBS y se
incorporaron 100 pl de solucién de urea 8 M por pocillo, incubdndose a temperatura ambiente durante 4
minutos. A continuacién, cada placa fue lavada 3 veces con ELISA-PBS vy se agregaron 100 pl por pocillo
de inmunoglobulina anti-IgG bovina conjugada con peroxidasa (Sigma-Aldrich®, Darmstadt, Alemania) con
una dilucién de 1:5000 en ELISA-PBS. Después de incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente, las
placas se lavaron 3 veces con ELISA-PBS y posteriormente se agregaron, en cada pocillo, 100 pl de solucién
de revelado. Finalmente se realizd la lectura utilizdndose un espectrofotémetro (Labsystems Multiskan® Plus,
Helsinki, Finlandia) y un filtro de 405nm (Di Paolo et al., 2016). Para obtener un valor asociado al porcentaje
de positividad de la muestra analizada en relacidn con los controles (PPRC) se realizé un céleulo a partir de
la densidad éptica (DO) promedio obtenida en cada muestra. Dicho cdlculo se muestra en la figura 2.

(DO X de la muestra — DO X del control negativo)

PPRC = X 100
(DO X del control positivo — DO X del control negativo)

PPRC: porcentaje de positividad en relacién a los controles
DO: densidad dptica
A promedio

Se consideraron como positivos aquellos valores de PPRC iguales o superiores al 70 %. Los valores del 60 %
al 69 % se informaron como sospechosos. Este protocolo es una modificacién del desarrollado previamente
por Traveria (2003) y el mismo es utilizado en el CEDIVE para el diagndstico serolégico de rutina de PTB
bovina.

Andlisis estadistico

Mediante estadistica bayesiana se calcularon los valores predictivos positivo (VPP) y negativo (VPN)
de la prueba de ELISA urea (Risso & Risso, 2017). Para elaborar una curva ROC (Receiver Operating
Characteristic) y calcular el drea bajo la curva y el punto de corte sugerido de PPRC, se utilizé el sistema
estadistico R Core Team (2013) con el paquete pPROC (Robinet al., 2011). Para determinar la asociaciéon
entre los resultados positivos y sospechosos por la prueba de ELISA ureay el aislamiento de MAP de materia
fecal, se utiliz6 la prueba de chi cuadrado (X2)barkema con la correccién de Yates con un nivel de significancia

de p <0,05.

Sobre un total de 17.747 muestras analizadas con la prueba de ELISA urea se encontraron 653 animales
positivos (3,6 %), 428 sospechosos (2,4 %) y 16.666 negativos (94 %). Del total de establecimientos que
participaron de este estudio (90) se encontré serologia positiva en 71 (78,8 %) correspondientes a 66 rodeos
de criay a5 rodeos lecheros. Se observé una seroprevalencia individual a PTB bovina del 5,5 % en los rodeos
de criay del 13,6 % en los rodeos lecheros. En 19 de los 90 establecimientos estudiados (21,2 %) se obtuvo
resultado negativo, representando un total de 475 muestras de suero, con un promedio de 25 muestras por
establecimiento y un rango entre 2 y 45 muestras.

Si bien se indicé efectuar el cultivo de materia fecal de todos los animales que habian resultado positivos
o sospechosos a la prueba de ELISA urea, solamente se recibieron en el laboratorio 213 heces de bovinos
positivos (32,6 %)y 184 de sospechosos (42,9 %). Dichas muestras derivaron de 30 establecimientos ubicados
en los partidos de Magdalena, Chascomus, General Paz, General Belgrano, La Plata, Tandil, Tapalqué,
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Castelli y Dolores. Dos de 28 muestras negativas al ELISA urea, provenientes de un rodeo de cria con PTB
endémica, resultaron positivas al cultivo. Los resultados totales de los cultivos bacterioldgicos realizados se
presentan en la tabla 2.

Se obtuvo desarrollo de MAP en el 67,6 % de los cultivos de los animales positivos por la prueba de ELISA
ureay en el 52,7 % de los sospechosos, observandose diferencias significativas entre ambos grupos (p=0,034).
Se aislé MAP a partir de materia fecal en el 7 % de las muestras negativas al ELISA urea.

De acuerdo con los resultados bacterioldgicos obtenidos en las muestras de heces analizadas, la prueba de
ELISA urea para detecciéon de PTB bovina present6 una sensibilidad del 49 % y especificidad del 90 %, con
un punto de corte sugerido de 84 PPRC para un 4rea bajo la curva de 0,739 (Figura 3), con un VPP de 0,61
yun VPN de 0,93.

e |
@D
o
T
§ S -
E
= et
= 84 000 {0.901, 0.494)
o g — AUC=0,739
L
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L
O
T T T T T T
1.0 08 06 04 02 00

Especificidad

En nuestro trabajo se estimé una seroprevalencia individual a PTB bovina del 5,5 % en los rodeos de cria y del
13,6 % en los rodeos lecheros, coincidiendo con los hallazgos descriptos por otros autores en rodeos bovinos
en los que la enfermedad se considera endémica (OIE, 2018). La seroprevalencia predial fue del 78,8 % en
los establecimientos analizados, observando, en la mayoria de los mismos, animales con signologia clinica
compatible con PTB bovina. Estos resultados muestran concordancia con un resumen de datos seroldgicos
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de esta enfermedad obtenidos durante 25 afios en el INTA Balcarce mediante la prueba de ELISA, en donde
para rodeos de carne se informé una seroprevalencia predial del 79 % y una individual del 6,3 %. En los
rodeos lecheros se informé una seroprevalencia predial del 81 % y una individual del 15,7 %, considerdndose
al sistema productivo lechero como un factor asociado a la enfermedad (Moreno et al.,, 2017). En los ultimos
afos, en el servicio de diagndstico que ofrece el CEDIVE, se han incrementado las consultas relacionadas
con esta enfermedad, que afecta a rodeos de cria y lecheros y cabanas. Ademas de las condiciones de manejo
propias del sistema lechero, varios factores pueden asociarse a este incremento. Entre estos pueden incluirse
los cambios productivos generados por la expansion agricola, lo que significa que se concentre la cria bovina
en sistemas pastoriles de menor superficie. De esa manera, se incrementa la probabilidad de diseminacién
del MAP.

En la PTB bovina los titulos de anticuerpos séricos son més altos durante la etapa de enfermedad clinica,
cuando los animales presentan mas lesiones y liberan grandes cantidades de MAP en sus heces y leche
(Maroudam et al., 2015). La prueba de ELISA se caracteriza por presentar una mayor sensibilidad en
comparacion con las técnicas de fijacién del complemento y AGID, en cuanto a la deteccidon de animales con
enfermedad subclinica y que actian como portadores (OIE, 2018). Esta técnica es capaz de detectar entre
un 30 % y 40 % del ganado vacuno identificado como positivo mediante el cultivo de heces en medio sélido
(Whitlock et al., 2000). Esta sensibilidad también depende de la edad del animal, hecho documentado en
numerosos articulos que mencionan diferentes porcentajes de sensibilidad, aunque hay estudios en los que
se ha calculado que la sensibilidad global estimada para los diferentes grupos de edad es del 15 % (Jubb et al.,
2004, Whitlock et al., 2000). La especificidad se encuentra en el rango del 40-100 % (Nielsen & Toft, 2008).

En concordancia con esta informacién, la prueba de ELISA indirecta utilizada en el CEDIVE posee una
sensibilidad y especificidad calculada de un 38 % y 97 %, respectivamente, presentando mayor eficiencia en
animales mayores a los dos afios (Traverfa, 2003). La incorporacién de urea, luego de la incubacién de los
sueros con el antigeno fijado a las placas, le aporta mayor certeza al diagndstico seroldgico de la PTB bovina
al mejorar sus caracteristicas operativas. En una enfermedad crénica como la paratuberculosis, los animales
que poseen anticuerpos con mayor avidez tienen valores elevados de DO en la prueba de ELISA urea, y
estos resultados se pueden asociar a estadios subclinicos o clinicos incipientes que se presentan luego del
prolongado periodo de incubacién.

En este trabajo se consideraron como positivas las muestras que resultaron con un PPRC 270 % y como
sospechosas aquellas con un PPRC entre 60 % y 69 %, indicindose, en ambos casos, el envio de materia
fecal de esos animales para realizar el cultivo bacterioldgico y confirmar la infeccién por MAP. Al analizar los
aislamientos de MAP de acuerdo con los resultados previos en la prueba de ELISA urea, obtuvimos 67,6 %
de aislamientos en los positivos y 52,7 % en los sospechosos, con diferencias significativas entre ambos grupos
(p=0,024). Nuestros hallazgos son comparables con los informados por Barkema et al., (2018), pudiéndose
correlacionar altos titulos en la prueba de ELISA urea con mayor grado de diseminacién de MAP. Con la
cantidad de muestras de heces analizadas en este trabajo se obtuvo un 49 % de sensibilidad y un 90 % de
especificidad para un punto de corte sugerido de 84 PPRC y un 4rea bajo la curva de 0,739; el VPP y el VPN
fueron de 0,61 y 0,93, respectivamente.

Usualmente el cultivo de materia fecal es capaz de detectar la mayoria de los animales en estadios avanzados
de la enfermedad, pero solo identifica algunos animales en las primeras etapas de la infeccidon (Nielsen & Toft,
2008). La sensibilidad del cultivo fecal es del 70-74 % para el ganado con signos clinicos y del 23-29 % para
el ganado con infeccidn subclinica (OIE, 2018). Es sabido que ninguna prueba para el diagnéstico de PTB
bovinaes el 100 % sensible o especificay estas caracteristicas operativas son consideradas por nuestro grupo de
trabajo al momento de confirmar un diagnéstico y de proponer medidas de control. Los establecimientos que
aplican voluntariamente programas de control basandose en el diagndstico sistematizado y en la eliminacion
de los animales positivos, logran disminuir la seroprevalencia al cabo de varios afios (Alvarado Pinedo, 2015;
Moreno et al., 2017; OIE, 2018).
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La PTB bovina es una enfermedad infecciosa crénica con un prolongado periodo de incubacién, que
ocasiona la baja productiva y muerte de los animales enfermos, justificando la existencia de variados métodos
diagndsticos que intenten detectar eficientemente la mayor cantidad de animales infectados.

En nuestro pais, la PTB bovina se presenta endémicamente y la ausencia de una vacuna aprobada por el
SENASA para su aplicacion, hace necesaria la utilizacién de protocolos de control que combinen el uso de
técnicas diagnosticas en distintos estadios de la enfermedad.

Aunque las pruebas de ELISA son rdpidas y altamente sensibles en animales infectados, en nuestro pais atin
son de elevado costo, restringiendo su uso a nivel predial si no se utilizan de manera programada y criteriosa.

El uso de la prueba de ELISA urea desarrollada localmente, de menor costo que las actualmente en uso,
genera una plataforma promisoria para avanzar en el disefio de las pruebas diagnésticas, tendientes a mejorar
las caracteristicas operativas, adaptdndolas a las condiciones epidemiolédgicas imperantes en la region y a las
capacidades de los laboratorios de diagndstico veterinario.
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