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subsp. paratuberculosis en rebafios bovinos de leche y su relacion con la prueba de ELISA*

Sensitivity of pooled faecal culture for detecting Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
infection in dairy herds and its relationship with the ELISA test

M Pradenas®®”, J Kruze?, G van Schaik®¢
nstituto de Microbiologia, Facultad de Ciencias.
PEscuela de Graduados, Facultad de Ciencias Veterinarias.
“Instituto de Medicina Preventiva Veterinaria, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Austral de Chile, Valdivia Chile.
dAnimal Health Service Ltd., Denveter. The Netherlands.

SUMMARY

The aim of the present study was to evaluate the sensitivity and specificity of pooled faecal culture as a better alternative for the diagnosis of
paratuberculosis in dairy herds compared to the conventional faecal culture and the ELISA test. Individual faecal and blood samples were collected
from 50 cows in each one of 12 dairy herds (n = 598) with a history of paratuberculosis. Faecal samples were cultured on Herrold's medium individually
and in pools of 5 and 10 animals strategically grouped according to age. Sensitivity and specificity of both tests were evaluated by means of two by two
tables using the conventional faecal culture as the reference test. 10 (83.3%) herds and 42 (7%) animals resulted positive for Map, and 15.8% and 22%
of pooled faecal samples (5 and 10 animals, respectively) were also positive. The sensitivity of the pooled faecal samples was 43.2% for the 5 animal
pools and 46.4% for the 10 animal pools whilst the sensitivity of the ELISA test was 42.9%. The cost of using pooled faecal culture in 5 animals was
similar to that of the ELISA test but four times less than the conventional faecal culture; however, the sensitivity and specificity of this pool was similar
to the conventional faecal culture. These results suggest that faecal culture with pooled samples could be successfully used in combination with ELISA

test for detection of Map infection in dairy herds.
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INTRODUCCION

La paratuberculosis bovina o Enfermedad de Johne es
una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (Map), que afecta princi-
palmente a rumiantes y se caracteriza por producir una
enteritis cronica, disminucién de la produccion lactea,
diarrea intermitente y enflaquecimiento progresivo que
termina con la muerte del animal. Esta enfermedad, de
distribucién mundial, causa grandes pérdidas econdmicas
en rebafios lecheros debido a una menor produccién de
leche y eliminacién prematura de animales con pérdida
de material genético (Hutchinson 1996, Van Schaik y col
1996). La enfermedad es considerada mas que un problema
individual, un problema de rebafio (Kalis y col 2000), y se
caracteriza por presentar una baja prevalencia individual
pero una alta prevalencia predial.

Aceptado: 24.05.2007.

# Financiamiento: DID UACh Proyecto N° S-2003-40 y FAT/
CORFO.

*  Casilla 167, Valdivia, Chile; mpradenas @uach.cl

En Chile no existen antecedentes oficiales de preva-
lencia de paratuberculosis a nivel nacional, sin embargo,
Map ha sido aislado en numerosas oportunidades en
rebafios bovinos del sur de Chile (Grinbergs y Caorsi
1958, Soto y col 20022b, Haro 2005, Pradenas 2006) y
antecedentes no publicados hacen sospechar que existe
una alta prevalencia predial.

Ademais la enfermedad también ha sido descrita en
otras especies domésticas y silvestres (Zamora y col
1975, Kruze y col 2007, Salgado y col 2007, Paredes
y col 2007).

La base del control de esta enfermedad es el correcto
y oportuno diagnéstico de los animales infectados subcli-
nicamente y su inmediata eliminacién o segregacion para
evitar la transmisién de la infeccién a los animales mas
jovenes, que son los mds susceptibles. El diagndstico de
paratuberculosis en bovinos con signologia clinica (edema
submandibular, diarrea crénica y pérdida progresiva de peso)
no es dificil; sin embargo, el diagnéstico de la enfermedad
en animales infectados asintomadticos es extremadamente
dificil, ya que no existe ningin método diagndstico capaz
de detectar a todos los animales infectados de un rebafio
(Collins 2004). La mayoria de las pruebas diagndsticas
actualmente disponibles se basan en la deteccién de la
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respuesta inmune humoral, y en la deteccién de Map en
las heces a través del cultivo fecal o mediante la prueba
molecular de PCR; sin embargo, estas pruebas no son
capaces de detectar infecciéon en animales en estadios
iniciales de la enfermedad (Whitlock y col 2000).

El cultivo fecal, a pesar de tener baja sensibilidad
(50%), es el método mas ampliamente usado para la
deteccién del agente y es considerado como la “prueba
de oro”, con una especificidad superior al 99%. Sin
embargo, no es capaz de detectar animales que excretan
Map por las deposiciones en cantidades inferiores a 100
ufc/g de heces (Collins 1996, Stabel 1997, Stabel 1998,
Kalis 2001). El cultivo fecal presenta las desventajas de
ser laborioso, de alto costo y extremadamente lento para
entregar un resultado, ya que se requieren 8-16 semanas
de incubacién para detectar la presencia de colonias
visibles (Sweeney y col 1995, Collins 1996, Kalis y col
1999, Soto y col 2002P).

La deteccion de anticuerpos anti-Map en el suero de
animales infectados mediante la prueba de ELISA es actual-
mente el método de diagndstico mas ampliamente usado para
el monitoreo de rebafios infectados ya que, contrariamente
al cultivo fecal, es una prueba facil de realizar, rdpida 'y de
bajo costo. Sin embargo, a pesar de tener una moderada
especificidad (90-99%) su sensibilidad promedio es baja
(45%), pudiendo alcanzar hasta 85% en animales con signos
clinicos, pero no supera el 15% en animales con infeccién
subclinica debido a que la respuesta inmune humoral se
desarrolla tardiamente en los animales infectados (Cocito
y col 1994, Collins 1996, Whitlock y Buergelt 1996, Stabel
1998). En consecuencia, la principal desventaja de las prue-
bas seroldgicas es que no permiten detectar infeccién en
animales jévenes cuando atin no desarrollan signos clinicos
apesar de excretar la bacteria por las deposiciones (Sockett
y col 1992, Sweeney y col 1995).

En todo programa de control de paratuberculosis es
recomendable el uso combinado de la prueba de ELISA y
el cultivo fecal con el objeto de detectar el mayor nimero
posible de animales infectados (Collins 2004). Sin embargo,
el elevado costo del cultivo fecal no siempre permite el
uso masivo del examen bacteriolégico como herramienta
diagnéstica. Investigaciones realizadas en los dltimos afios
han demostrado que una alternativa diagnéstica de menor
costo para detectar el agente en las heces es el cultivo de
una mezcla de deposiciones de varios animales (pool fecal),
alternativa que no afecta la sensibilidad ni especificidad del
cultivo fecal convencional (Sweeney y col 1995, Collins
1996, Kalis y col 2000, Wells y col 2002). El cultivo de
pool fecales permite examinar un gran nimero de anima-
les en un rebafio a un menor costo, ya que sélo los pools
positivos necesitan ser re-examinados individualmente
para identificar los animales infectados.

El objetivo de este estudio fue comparar la sensibilidad
del cultivo de pool fecal con el cultivo fecal individual y la
prueba de ELISA con la finalidad de recomendar su uso en
el diagnéstico y control de paratuberculosis bovina.
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MATERIALY METODOS
REBANOS LECHEROS

Se seleccionaron 12 rebafios bovinos lecheros de la X
Regidn (Chile), con antecedentes clinicos, histopatoldgicos
o seroldgicos de paratuberculosis, basado en informacién
previa obtenida directamente con los propietarios de los
rebafios o con sus respectivos médicos veterinarios. Para
cada rebafio se confeccion6 una ficha con antecedentes
generales de manejo del rebafio y edad o nimero de partos
de los animales.

MUESTRAS FECALES

En cada uno de los rebafios seleccionados se recolectd
un maximo de 50 muestras fecales individuales de vacas,
preferentemente mayores de 3 partos. Las muestras fueron
obtenidas por via rectal utilizando mangas individuales
desechables y transportadas al laboratorio en frascos esté-
riles para coprocultivos de 50 mL, debidamente rotulados.
Las muestras fueron mantenidas a temperatura ambiente,
y procesadas dentro de 24 horas de obtenidas cultivindose
simultdneamente en forma individual y en pools de Sy 10
animales. Para la confeccion de cada pool, los animales
se agruparon estratégicamente de acuerdo a la fecha de
nacimiento o al nimero de partos (10 pools de 5 vacas y
5 pools de 10 vacas por cada rebafio). Cada pool consistié
de una suspensién homogénea de 2 g de heces por animal
en 5 mL de agua desionisada estéril contenido en un tubo
conico estéril.

CULTIVO FECAL

Descontaminacion de las muestras. Previo al cultivo las
muestras fecales fueron descontaminadas de acuerdo
al procedimiento recomendado por el Laboratorio de
Diagnéstico de la Universidad de Cornell, USA (Shin
y col 1990), transfiriendo 2 g de cada muestra, tanto
individual como pool, a un tubo cénico de centrifuga de
50 mL de capacidad conteniendo 35 mL de agua desio-
nisada estéril, se agitaron en posicién horizontal durante
30 minutos en un agitador orbital y luego se dejaron repo-
sar en posicidn vertical durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, 5 ml del sobrenadante de cada
tubo fue transferido a un nuevo tubo estéril conteniendo
25 mL de HPC (solucién al 0,9% de cloruro de hexa-
decilpiridinio, SIGMA), los cuales fueron incubados a
37 °C durante 16-24 horas; posteriormente las muestras
se centrifugaron a 1700 x g durante 20 minutos a 15 °C,
se eliminé el sobrenadante y el pellet se resuspendi6
en 1 mL de una solucién antibiética compuesta por
100 pg/ml de 4cido nalidixico, 100 pg/mL de vancomicina
y 50 pg/mL amfotericina B, dejandose actuar por 24 horas
a 37 °C. Esta suspension se utiliz6 para inocular todos los
medios de cultivo.



Medio de cultivo. Se utiliz6 el medio de Herrold modifi-
cado con yema de huevo (HEYM) y micobactina J (Allied
Monitor, Inc., USA) en tubos de agar inclinado con tapa
rosca, preparado de acuerdo a las recomendaciones del
Laboratorio de Diagnéstico de la Universidad de Cornell,
USA (Shin y col 1990), utilizando huevos frescos SPF
producidos en el Instituto de Patologia Animal, Facultad
de Ciencias Veterinarias, Universidad Austral de Chile.

Inoculacion e incubacion de las muestras. Cada muestra
fecal, individual y pool, fue sembrada simultdneamente
en 3 tubos HEYM con micobactina J y 1 tubo HEYM
sin micobactina J, utilizando como inéculo 150 puL de la
suspension fecal previamente descontaminada con HPC
y antibidticos. La incubacién de los tubos se realiz6 a
37 °C en condiciones de aerobiosis manteniendo los tubos
en posicion horizontal y con las tapas sueltas durante la
primera semana de incubacion, para permitir una adecuada
evaporacion de la humedad en la superficie del medio;
posteriormente los tubos se cerraron herméticamente
para continuar la incubacién en posicion vertical hasta
completar 16 semanas. Los tubos fueron examinados
semanalmente para verificar el desarrollo de colonias y la
eventual presencia de organismos contaminantes.

Lectura e interpretacion de resultados. El desarrollo
de colonias tipicas de Map, después de 3 semanas de
incubacién en los tubos HEYM con micobactina pero
sin desarrollo en los tubos HEYM sin micobactina, se
consider6 presuntamente positivo de Map. Para validar
una muestra presuntamente positiva, al menos uno de
los tres tubos inoculados por muestra debia estar libre
de microorganismos contaminantes (Kalis y col 2000).
Para confirmar una muestra presuntamente positiva, las
colonias de los tubos positivos fueron sometidas a andlisis
molecular mediante la técnica de reaccion de polimerasa
en cadena (PCR), para detectar la presencia del elemento
de insercion IS900, caracteristico de Map (Laboratorio de
Patologia Molecular, Instituto de Bioquimica, Facultad de
Ciencias, Universidad Austral de Chile.).

Los animales cuyas muestras fecales resultaron positivas
al cultivo fecal fueron clasificados en cuatro categorias
segtin el nimero de colonias (ufc/g) obtenidas en los
tubos positivos: a) animales negativos (sin desarrollo de
colonias), b) animales bajos eliminadores (<50 ufc/g),
¢) animales moderados eliminadores (50-300 ufc/g), y
d) animales altos eliminadores (>300 ufc/g). El recuento
de colonias no se considerd relevante para determinar el
estatus de infeccién de un rebaio, ya que basté un animal
cultivo positivo, individual o pool, para clasificarlo como
rebafio infectado (Kalis y col 2000).

EXAMEN SEROLOGICO

Obtencion de muestras. Simultdneamente con la recoleccion
de las muestras fecales se obtuvo una muestra de sangre
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de los mismos animales por puncién de la vena coccigea
utilizando tubos vacutainer estériles. Una vez en el labo-
ratorio, se separd el suero y se congel6 a —20 °C hasta su
posterior procesamiento.

Prueba de ELISA. Para la deteccién de anticuerpos séricos
contra Map se utilizé un kit comercial de ELISA (IDEXX
Laboratories, Inc. USA). La medicién y registro de la ab-
sorbancia o densidad 6ptica (DO) se realiz6 utilizando un
lector de ELISA (BIOTEC ELX 800) con una longitud de
onda de 620 nm. La presencia o ausencia de anticuerpos
anti-Map se determiné calculando la razén DO muestra
problema/control positivo (M/P) para cada muestra, la que
se basa en la densidad Optica del suero problema corregida
de acuerdo a las densidades dpticas de los sueros controles
positivos y negativos. Para que el ensayo sea considerado
vélido, la diferencia entre la media del control positivo y la
media del control negativo debi6 ser mayor o igual a 0,150;
ademads, la media del control negativo debid ser menor o
igual a 2,20. La interpretacion de los resultados se realizé
de acuerdo a los valores de puntos de corte indicados por
el fabricante, donde un animal con un valor M/P mayor a
0,25 fue considerado positivo.

Definicion de caso. Para la determinacion de la sensibilidad
(SE) y especificidad (SP) de las diferentes pruebas diag-
nosticas, se consideré como animal infectado aquél con
resultado positivo al cultivo fecal individual y como animal
no infectado aquél con resultado negativo al cultivo fecal
individual. Un pool fecal fue considerado positivo cuando
se logré aislar Map en alguno de los 3 tubos inoculados. La
SE de rebaiio fue definida como la habilidad de la prueba
para detectar, al menos, un animal infectado en un rebafio
infectado, y la SE del pool se definié como la habilidad
para detectar, al menos, un animal positivo.

Andlisis estadistico. Para el cdlculo de la sensibilidad
de los pools y de la prueba de ELISA respecto de los
cultivos fecales individuales, se utilizaron tablas de 2
entradas (Programa Win Episcope 2.0) y para verificar si
existia diferencia entre las sensibilidades de los pools de
5 y 10 animales se utiliz6 la prueba exacta de Fisher en
el programa Statistix 8.0.

RESULTADOS

Cultivo de muestras fecales. La utilizacion del medio de
Herrold modificado con yema de huevo (HEYM) permiti6
aislar Map en 10 (83,3%) de los 12 rebafios muestreados y
en 42 (7%) de las 598 muestras fecales individuales exa-
minadas; la frecuencia de animales positivos al cultivo en
los diferentes rebafios vari6 entre 2% y 20% (cuadro 1).

Aunque fue posible aislar Map en animales con un
amplio rango de edades (2-11 afios), el mayor nimero de
animales infectados correspondi6 al grupo de edades de
2 a 5 afos; sin embargo, el mayor porcentaje de animales
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infectados estuvo en el grupo de animales >5 afios con un
8,9% (12) de animales positivos al cultivo fecal individual
(cuadro 2). El cultivo de los pools fecales permiti6 aislar
Map en 19 (15,8%) y 13 (22%) de los 120 pools de 5 y
los 60 pools de 10 animales, respectivamente.

Sensibilidad del pool fecal. Para determinar la sensibilidad de
los pools fecales se utilizé como referencia los resultados de
los cultivos fecales individuales, asumiendo una sensibilidad
del 50% para el cultivo fecal individual. Las sensibilidad
promedio para los pools de 5 animales fue de 43,2% (IC
23,8%-56,2%) y la correspondiente a los pools de 10 ani-
males fue de 46,4% (IC 28,0%-65,0%) (cuadro 3).

Sensibilidad y especificidad de la prueba de ELISA. De
las 42 muestras positivas al cultivo fecal individual sélo

Cuadro 1. Nimero y porcentaje de muestras fecales individuales
positivas a Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis en 12
rebafios lecheros.

Number and percentage of individual faecal samples positive
to Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in 12 dairy herds.

N° animales Cultivos fecales positivos

Rebatio muestreados Ne %

1 50 5 10
2 50 10 20
3 50 2 4
4 50 1 2
5 50 1 2
6 50 2
7 50 6 12
8 50 4 8
9 50 10 20
10 50 1 2
11 48 0
12 50 0 0

Total 598 42 7

Cuadro 2. Nimero y porcentaje de animales positivos al cultivo
fecal de acuerdo a grupos de edades.

Number and percentage of animals positive to faecal culture
according to age groups.

Cultivo fecal

Edaden  N°de animales positivo
afios muestreados
N° % IC*
<2 33 2 6,1 0-16
2-5 430 28 6,5 4-9
>5 135 12 89 4-14
Total 598 42 7,0

IC: Intervalo de confianza 95%.
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18 resultaron positivas a la prueba de ELISA, es decir, el
examen seroldgico fue capaz de detectar sdlo el 42,9% de los
animales positivos (cuadro 4). El cdlculo de la sensibilidad y
la especificidad de la prueba de ELISA por rebafio demostrd
que en 3 de ellos la sensibilidad fue de 100%, mientras
que en 5 rebafios fue de 0%. La especificidad en cambio,
vari6 entre 87% y 100% (cuadro 5). La sensibilidad de la
prueba de ELISA, segun el estatus eliminador de Map de
los animales cultivo positivo, demostré que a medida que
aumenta el estatus eliminador de bacterias de los animales
mejora la sensibilidad de la prueba alcanzando al 100%
en el grupo de altos eliminadores (cuadro 6).

Cuadro 3. Numero, porcentaje y sensibilidad promedio (SE)
de pools fecales de 5 y 10 animales positivos a Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis.

Number, percentage and average sensitivity of faecal pooled
samples of 5 and 10 animals positive to Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis.

Cultivos fecales positivos

Rebaiio Pools de 5 animales  Pools de 10 animales

N° % N° %

1 6/10 60% 4/5 80%

2 6/10 60% 5/5 100%

3 0/10 0% 1/5 20%

4 0/10 0% 0/5 0%

5 0/10 0% 0/5 0%

6 0/10 0% 0/5 0%

7 3/10 30% 1/5 20%

8 3/10 30% 0/5 0%

9 1/10 10% 2/5 40%

10 0/10 0% 0/5 0%

11 0/10 0% 0/5 0%

12 0/10 0% 0/5 0%
Total 19/120 15,8% 13/60 22%

SE promedio 43,2% 46,4%

Cuadro 4. Cilculo de la sensibilidad y especificidad de la prueba
de ELISA en relacién a los cultivos fecales individuales.

Calculation of the sensitivity and specificity of the ELISA
test in relation to the individual faecal samples.

Cultivo Cultivo
ELISA Positivo Negativo Total
Positivo 18 28 46
Negativo 24 528 552
Total 42 556 598

Sensibilidad: 18/ (18+24) x 100 = 42,9%.

Intervalo de confianza de la sensibilidad (95%): 28,0% - 58,0%.
Especificidad: 528/ (28+528) x 100 = 95%.

Intervalo de confianza de la especificidad (95%): 93,1% - 96,8%.



Cuadro 5. Sensibilidad (SE) y especificidad (SP) de la prueba
de ELISA en relacion a los cultivos fecales individuales segtin
rebafio.

Sensitivity (SE) and specificity (SP) of the ELISA test in
relation to individual faecal cultures according to herds.

Rebaiio SE SP
1 80% 100%
2 50% 95%
3 100% 100%
4 100% 98%
5 0% 100%
6 0% 98%
7 20% 93%
8 75% 98%
9 0% 93%
10 100% 87%
11 0% 94%
12 0% 90%

Cuadro 6. Sensibilidad de la prueba de ELISA segtin estatus
eliminador de los animales cultivo positivo.

Sensitivity of the ELISA test according to shedding status
of culture positive animals.

Prueba de ELISA
Estatus eliminador (ufc/g)
- Total SE
Bajo (< a 50) 12 24 36 33%
Medio (50 — 300) 1 1 2 50%
Alto (> a 300) 4 0 4 100%
Total 17 25 42

DISCUSION

El control de la paratuberculosis en un rebafio infectado
es un desafio dificil y de largo plazo, debiendo focalizarse
bésicamente en estrategias efectivas de manejo y diagndstico
a nivel de rebafio (Wells y col 2002, Collins 2004). Este
aspecto es critico porque, ya sea por razones econdmicas
o por no definir claramente cudl es el objetivo de realizar
el diagndstico, muchas veces, la prueba de eleccién no es
la mas apropiada.

El aislamiento de Mycobacterium avium subsp. paratu-
berculosis en 10 (83,3%) de los rebafios en estudio y en 42
(7%) de los animales examinados permitié confirmar que
este patogeno estd presente en los rebafios lecheros del sur
de Chile. Considerando que la sensibilidad del cultivo fecal
no supera el 50%, y que existen factores relacionados a la
patogenia de la enfermedad como excrecién intermitente
del agente y la condicién eliminadora del animal (bajo,
moderado o alto eliminador), el porcentaje de animales
realmente infectados en los rebafios es, probablemente,
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mayor al encontrado en este estudio. Por otra parte, en dos
de los rebafios en estudio no fue posible aislar la bacteria
y en tres de ellos se logrd aislar Map solamente en un
animal (cuadro 1). Considerando que en estos rebafios se
encontraron animales positivos a la prueba de ELISA, y
tomando en cuenta los factores anteriormente mencionados,
es posible asumir que en estos rebafios existen animales
infectados que no fueron detectados por el cultivo fecal
(Collins 1996, Whitlock y Buergelt 1996, Stabel 1998).

Al analizar la poblacién de animales cultivo positivo
segun rangos de edades (cuadro 2) no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos etarios; sin
embargo, el mayor porcentaje (8,9%) estuvo en el rango
de animales mayores de 5 afios, lo que concuerda con la
patogenia de la enfermedad que se caracteriza por presentar
un largo periodo de incubacidén con desarrollo de signos
clinicos y excrecién abundante de Map por las heces a
edades mds avanzadas (Whitlock y Buergelt 1996, Kalis
y col 1999,Van Schaik y col 2005).

El cultivo de pools fecales demostré ser eficiente para
diagnosticar infeccidn permitiendo detectar animales infec-
tados tanto en pools de 5 como de 10 animales (15,8% y
22% de cultivos positivos, respectivamente), constituyendo
una herramienta diagnéstica util para clasificar a un rebafio
como infectado. El uso de pools estratégicos de acuerdo a
la edad de los animales hace més eficiente su uso, ya que
disminuye la probabilidad de incluir un animal infectado
eliminador de bacterias en un pool donde hay animales
no infectados provocando un efecto de dilucién (mezcla
de heces infectadas con heces no infectadas en un mismo
pool), lo que trae como consecuencia una disminucién de
la sensibilidad del pool (Kalis y col 2000). En este estudio,
a pesar de la utilizacidn de pools estratégicos de acuerdo
ala edad de los animales, se presentaron casos en los que
se observé este efecto de dilucion, principalmente en los
pools de 5 animales; en efecto, algunos de estos pools
resultaron negativos al cultivo a pesar que una o mds de las
muestras individuales que conformaban dicho pool fueron
positivas. Esto ocurri6 principalmente con animales bajos
eliminadores de Map (<50 ufc/g). En algunos pools de 10
animales se produjo un efecto inverso, es decir, algunos
pools que fueron positivos a Map estaban conformados
por muestras que resultaron todas negativas al cultivo
fecal individual, situacién que también ha sido descrita
por otros investigadores (Wells y col 2002, Tavornpanich y
col 2004), y que podria deberse a la presencia de animales
bajos eliminadores con un nivel de excrecién fecal que
el cultivo individual no es capaz de detectar (<100 ufc/g)
(Collins 1996).

Generalmente se describe que los pools de 5 anima-
les son mds sensibles que los pools de 10 animales para
detectar infeccion por Map (Kalis y col 2000, Wells y col
2002, Wells y col 2003), sin embargo, en este estudio la
sensibilidad obtenida para los pools de 5 animales fue de
43,2% y para los pools de 10 animales 46,4% (cuadro 3).
La mayor sensibilidad de los pools de 10 animales podria
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deberse a que al aumentar el nimero de animales por pool
aumenta la probabilidad de deteccidn de la bacteria; otra
explicacién podria ser una inadecuada homogeneizacién de
la muestra fecal durante el procesamiento para el cultivo,
ya que en ocasiones es dificil romper un conglomerado
bacteriano y distribuir homogéneamente la bacteria en
toda la muestra fecal, o simplemente puede deberse a un
efecto de azar de encontrar o no un conglomerado bac-
teriano en la muestra analizada (Kalis y col 2000, Wells
y col 2002).

La sensibilidad del cultivo fecal estd directamente
relacionada con la prevalencia de infeccion presente en el
rebafio y con la proporcion de animales bajos, medios y
altos eliminadores (Van Schaik y col 2005). Para el caso
de los pools, aunque esta relacién no ha sido descrita,
los animales que eliminan mas de 300 ufc/g y forman
parte de un pool, tienen una mayor probabilidad de ser
detectados en un pool fecal a diferencia de los animales
bajos 0 medianos eliminadores, donde la probabilidad de
deteccion es menor debido al efecto de dilucién mencio-
nado anteriormente. Al determinar la sensibilidad de los
pools de 5 animales en relacién a la prevalencia predial
de infeccidn, s6lo se observd diferencia significativa entre
los rebafios de baja prevalencia y los de mediana y alta
prevalencia, resultado que era obvio de esperar ya que en
los rebafios de baja prevalencia se encontraron animales
bajos eliminadores a diferencia de los rebafios de media y
alta prevalencia en los cuales la mayoria de los animales
eran medios y altos eliminadores.

Estd demostrado que a medida que la enfermedad
progresa aumenta la concentracién de anticuerpos circu-
lantes y la tasa de eliminacién de bacterias por las heces;
en consecuencia a medida que la infeccidn avanza, es mas
facil detectar animales infectados a través de la prueba de
ELISA como también a través del cultivo fecal (Whitlock
y col 2000). Esto explica por qué la sensibilidad promedio
de la prueba de ELISA es sélo de un 15% en animales
subclinicos y de un 85% en animales con signos clinicos,
con una sensibilidad promedio de 45% (Cocito y col 1994,
Collins 1996, Whitlock y Buergelt 1996, Stabel 1998).

La sensibilidad promedio obtenida en este estudio
para la prueba de ELISA considerando todos los rebafios
fue 42,9% (cuadro 4), valor que se encuentra dentro del
promedio descrito para la prueba; sin embargo, al calcular
la sensibilidad individualmente por rebafio (cuadro 5),
se puede observar que en 5 de ellos la sensibilidad fue
0%, debido probablemente a que en estos rebafios los
animales se encontraban en estados iniciales de la infec-
cién (Whitlock y col 2000). Al comparar la sensibilidad
de la prueba de ELISA segtn el grado eliminador de los
animales (33%, 50% y 100% para bajos, medios y altos
eliminadores, respectivamente) (cuadro 6), se observo una
tendencia similar a lo descrito por otros autores, donde se
reporta un 15% de sensibilidad para animales subclinicos,
un 70% para animales enfermos con moderada elimina-
cién de bacterias por las heces y un 87% para animales

36

clinicamente enfermos que eliminan grandes cantidades
de bacterias por las heces (Dargatz y col 2001).

Una de las principales ventajas de detectar rebafios
infectados a través del cultivo de pools fecales, como
alternativa al cultivo fecal individual, es que una mayor
cantidad de animales pueden ser examinados en un pool
por los mismos costos fijos de laboratorio. De esta forma,
si un productor desea limitar sus costos de laboratorio
manteniendo la sensibilidad y especificidad del cultivo
fecal, la alternativa de realizar pools sobre el tamafio total
de la poblacién es ventajosa, ya que aumenta la sensibilidad
predial al aumentar el nimero de animales muestreados
(Christensen y Gardner 2000).

En los rebafios de baja prevalencia, al no existir pools
positivos, se asume que todos los animales pertenecientes
a dicho pool son negativos y, por lo tanto, no se generan
costos adicionales por repetir cultivos individuales en un
segundo muestreo. En cambio, en rebafios de alta prevalencia
(>10%), 1a probabilidad de que la mayoria de los pools den
un resultado positivo es alta, por lo que no se recomienda
el uso de pools fecales como método de diagndstico en
este tipo de rebafios (Van Schaik y col 2003, 2007).

Una publicacién reciente de un grupo de expertos in-
ternacionales en diagndstico de paratuberculosis (Collins y
col 2006) recomienda en forma consensuada el uso de las
diferentes pruebas diagndsticas, segin sea el objetivo del
diagndstico: clasificacién de rebafios en infectados y no
infectados, estimacion de prevalencia individual, control de
la enfermedad, monitoreo, erradicacion de la enfermedad,
confirmacion de casos clinicos, y prevencion del ingreso
de la infeccién en un rebafio libre. Considerando que el
diagnéstico de paratuberculosis tiene un fuerte impacto
econdmico, especialmente en rebafios con un gran nimero
de animales, el uso del cultivo de pool fecal es la mejor
y menos costosa alternativa para clasificar a un rebafio
como infectado o no infectado, principalmente en reba-
fios de media y baja prevalencia, con una sensibilidad y
especificidad similar al cultivo fecal individual, pero a un
considerable menor costo.

Por otra parte, el mayor impacto econémico con conse-
cuencias negativas en un rebafio estd dado por los animales
en estadios tardios de la enfermedad (altos eliminadores y
fuertemente positivos a la prueba de ELISA) (Lombard y
col 2005), por lo que el cultivo de pools fecales se podria
recomendar en forma combinada con la prueba de ELISA
en los programas de control de paratuberculosis bovina.

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la sensibilidad y
especificidad del cultivo de pool fecal como alternativa diagndstica de
paratuberculosis en rebafios lecheros bovinos comparado con el cultivo
fecal individual y la prueba de ELISA con la finalidad de reducir costos
asociados al diagnéstico de la enfermedad. En 12 rebafios lecheros con
antecedentes de paratuberculosis se recolecté un maximo de 50 muestras
fecales individuales por rebafio (n=598) y se cultivaron en medio de
Herrold en forma individual y en pools estratégicos de 5y 10 animales.



Simultdneamente, de cada animal se recolecté una muestra de sangre
para la prueba de ELISA. Se evalu6 la sensibilidad y especificidad de
las pruebas usando como referencia los cultivos fecales individuales
mediante tablas de dos entradas. En 10 (83,3%) rebafios y en 42 (7%)
animales fue posible aislar Map en tanto que el 15,8% y 22% de los
pools de 5 y 10 animales, respectivamente, resultaron positivos al cultivo
fecal. La sensibilidad de los pools fecales de 5 y 10 animales fue 43,2%
y 46,4%, respectivamente, mientras que la sensibilidad del ELISA fue
42,9%. El costo de los pools fecales de 5 animales fue similar al de la
prueba de ELISA, pero cuatro veces menor que el costo del cultivo fecal
individual; sin embargo, la sensibilidad y especificidad de los pools de 5
animales fue similar a los cultivos individuales. El cultivo de pools fecales
demostro ser una buena y costo-efectiva alternativa para el diagndstico
de paratuberculosis para detectar rebaiios infectados con Map.
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