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1. RESUMEN

La Paratuberculosis, también conocida como Enfer-
medad de Johne es una enfermedad entérica crénica, pro-
ducida por una bacteria: Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, caracterizada en bovinos por diarrea cré-
nica, perdida de peso y muerte. Actualmente se la asocia
con una enteritis en humanos, conocida como enferme-
dad de Crohn. La seroprevalencia puede ser asociada a
varios factores: tamaro del rodeo, condiciones ambienta-
les, cuidados con el ternero, manejo de vaquillonas prefia-
das, practicas de manejo y eliminacién del estiércol. El
objetivo de este estudio es determinar |la seroprevalencia
de la Paratuberculosis en rodeos lecheros de Florida y
Colonia, mediante un muestreo seroldgico transversal y
evaluar la asociacion con practicas de manejo a través de
un estudio de casos y controles analizados en un modelo
de regresion logistica. La estimacion de la seroprevalencia
proyectada a la poblacién bajo estudio fue de 5,6% + 1,3y
un 70,2% * 8,1 de los establecimientos resuitaron con al
menos un animal seropositivo. Mediante un modelo
multivariable de regresion logistica se encontré que el nu-
mero de vacas en ordefio y la variable corespondiente a si
en el area de parto encierran o tratan animales enfermos
presentaba una tendencia a estar asociada a la
seroprevalencia. Establecimientos con mas de 180 vacas
en ordefio tienen casi 5 veces menos probabilidad de tener
paratuberculosis que los mas pequenos. La distancia de
la fuente de agua de bebida al estercolero presenté una
asociacion positiva con la seroprevalencia. Se destaca el
alto nimero de establecimientos con al menos 1 animal
seropositivo, mientras que la seroprevalencia es similar a
la encontada en la mayoria de los estudios realizados en
el mundo.

INTRODUCCION

La Paratuberculosis, también conocida como Enfer-
medad de Johne es una enfermedad entérica cronica y
progresiva de los rumiantes y animales silvestres, produci-
da por una bacteria: Mycobacterium avium subsp.
Paratuberculosis (Map), gram positiva, facultativa, acido
alcohol resistente, mycobactin dependiente y caracteriza-
da clinicamente en bovinos por diarrea crénica, debilidad,
pérdida de peso, hipoproteinemia y muerte. Esta enferme-
dad se encuentra en la Lista de Enfermedades del Cédigo
Internacional de Salud Animal de la OIE (Organizacién
Mundial de la Salud Animal).

En 1826, D'Aroval report¢ la ocurrencia de diarrea
cronica en ganado. Posteriormente Hansen y Nielsen en

1881 observaron el engrosamiento y corrugacion de la
mucosa intestinal en ganado muerto con esa forma espe-
cial de enteritis. En 1895 Johne y Frothingham demostra-
ron la presencia de bacilos acido alcohol resistentes en
secciones del intestino de ganado con enteritis. Bang en
1906 distinguid entre enteritis tuberculosa y no tuberculosa,
proponiendo el término enteritis pseudotuberculosa. El
agente recién fue aislado por primera vez de bovinos por
Twort en 1910, que lo caracterizé como micobacteria y lo
denomind Mycobacterium enteriditis chronicae
pseudotuberculosae bovis johnes. Después de la caracte-
rizacion total del Mycobacterium paratuberculosis como
una especie distinta en el género Micobacteria se la deno-
min6 Paratuberculosis o enfermedad de Johne. (Chiodini,
R.y col.1984; Cocito C. y col.1994).

Los animales se contagian siendo terneros, pero no
evidencian la enfermedad hasta después de los 2 afios.
Después de un largo periodo de incubacion que puede ser
de afios, los bovinos comienzan a eliminar cantidades
detectables de Map en heces, el que puede sobrevivir en
el medio ambiente, en la tierra, agua y materia fecal por
largo tiempo. (Chiodini, R.y col.1984;Cocito C. y col.1994).
A pesar de que los casos clinicos se eliminan de los ro-
deos, animales que cursan la enfermedad subclinicamente
pueden causar perdidas econémicas importantes debido
a una menor produccién y un pobre comportamiento
reproductivo (Johnson-Ifearulundu Y.J.y col 1997, Johnson-
Ifearulundu Y.J. y col. 2000). Aungue no se la considera
zoonosis, actualmente hay reportes que la asocian con
una grave enteritis en humanos llamada enfermedad de
Crohn, habiéndose incluso aislado el Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis de biopsias de intestino de pa-
cientes con esa enfermedad (Chiodini, R.J. y col. 19846;
Chiodini, R.J. 1989; Sanderson, J.D. y col. 1992; Collins
M.T y col. 2000; Stabel, J.R. 2000). Las practicas de ma-
nejo de los establecimientos lecheros pueden influenciar
la transmision de M. paratuberculosis del ganado adulto a
los jovenes, por lo que la identificacién y la asociacion de
estas con la seroprevalencia puede resultar de suma utili-
dad tanto para conocer aspectos epidemiolégicos como
para establecer criterios a ser utilizados en la prevenciéon
de la enfermedad.

Los antecedente en Uruguay indican que fue diag-
nosticada por primera vez en el afio 1944 por
Cassamagnaghi A. y Cassamagnaghi A. (h), (1947), que
estudiaron casos clinicos de animales con diarrea cronica
y emaciacion. Estudio posteriores de Errico F. y col. (1983)
aislaron el agente en rodeos lecheros y de animales con
sospecha clinica de la enfermedad y desde entonces, han
reportado casos fundamentalmente en rodeos lecheros.
Estudios que realizaron en un periodo de cinco afios a
partir de muestras patologicas con lesiones granulomatosas



Pag. N° 98

XXXYV Jornadas Uruguayas de Buiatria

o '@'h

S

se destaca que el 21% eran del grupo M. avium,

Errico F. y col., en 1990 realizaron un ensayo sobre
control de la enfermedad en establecimientos lecheros,
donde recomiendan medidas a fin de controlar la enferme-
dad, basadas en un correcto diagnodstico, medidas de
manejo e higiene. Aunque desde 1944 se describen casos
clinicos de la enfermedad, se desconocia cudl era la si-
tuacion de los rodeos lecheros del pais en cuanto a la
seroprevalencia del Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, elemento imprescindible para planificar
estrategias de control. Estudios recientes (Piaggio y col.
,2002; Nufez y col., 2003, Nufez A., 2006) determinaron
la seroprevalencia en rodeos lecheros de la cuenca leche-
ra mas importante de Uruguay asi como estudios sobre
factores asociados a la enfermedad.

Estudios realizados por el NAHMS-USDA (Sistema
Nacional de Monitoreo en Salud Animal del Departamento
de Agricultura), analizando los resultados del Programa
Dairy' 96 desde el punto de vista econdmico, determind
que los establecimientos con presencia del agente pier-
den U$S 200 por vaca y por afio. Ott y col en 1999, estu-
diaron la importancia econémica de la Paratuberculosis
bovina a nivel de los rodeos lecheros, concluyendo que las
perdidas son muy grandes y ocurren en rodeos de todos
los tamafios y regiones. Las pérdidas economicas se atri-
buyen tanto a la enfermedad clinica como a la infeccién
subclinica. Estas incluyen la reduccion de la eficiencia ali-
menticia, menor produccién de leche, disminucién de la
grasa y proteinas de la leche, perdidas de peso, disminu-
cion de la fertilidad, perdidas del potencial genético por
refugo de animales genéticamente superiores e incremen-
to de la incidencia de mastitis.

El agente etiologico de la Paratuberculosis bovina
es el Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, (Map),
bacteria gram positiva, acido alcohol resistente, intracelular
facultativo, con un tamano entre 0,5a 1,5 um y resisten-
te a los tratamientos debido a su pared celular fuerte,
relativamente rica en lipidos y con un lipopolisacarido,
lipoarabinomannan (LAM). Perteneciente a la familia
Mycobacteriacea, se caracteriza por su lento crecimiento
in vitro, por producir coionias rugosas no pigmentadas y
por la dependencia de la presencia de Mycobactin, quelante
del hierro en el medio de cultivo para su desarrollo.El Map
tiene la condicion de suspender su metabolismo, mante-
niéndose inactivo por meses. Esto permitiria que el micro-
organismo persista en el medio ambiente, mas de dos
afos en el agua y nueve meses en las heces. Pero debido
a que el Map es un patogeno obligado, necesita para
replicarse estar en el organismo animal. Su gruesa y fuer-
te pared celular lo hace mas resistente al tratamiento tér-
mico. El hierro es un nutriente esencial para muchos
microorganismos y como la solubilidad del mismo es baja
en medio acuoso muchas bacterias han desarrollado me-
canismos especializados para su adquisicién. En las
micobacterias el hierro es secuestrado por sideroforos. Se
conocen dos tipos de siderdforos, mycobantina y
exoquelina. La primera es interna a la bacteria y las
exoquelinas son pequenas moléculas proteicas presentes

en el liquido extracelular y su funcion es remover el hierro
de los depdsitos organicos y transportarlo a traveés de la
membrana bacteriana. La Mycobactina es un complejo de
alto peso molecular, caracterizado por un ntcleo lipidico.
La Mycobactina J fue originalmente descrita como un fac-
tor de crecimiento requerido para el Map, pero hoy se sabe
que es producto de cepas de Map adaptadas a crecer en
medios de cultivos y es la unica accesible
comercialmente.(Chiodini, R.J y col 1984; Cocito C. y
col.1994).

El Map esta antigénica y genéticamente relaciona-
do con el Mycobacterium avium subsp. avium (Maa),
Mycobacterium avium subsp. silvaticum (Mas), con los que
forman el Mycobacterium avium complex, Mac. De acuer-
do a estas similitudes se ha propuesto al Map como una
subespecie de M. avium. Las diferencias genéticas mas
relevantes que distinguen el Maa del Map son la presencia
en este Ultimo, de secuencias de insercion denominadas
1S900 e ISMav2. Estas secuencias son especificas de Map
y son usadas como blanco para la deteccion por PCR.
(Cocito C. y col. 1994 ; Harris N.B. y col. ; Motiwala A.S.
y col. 2006). Los hallazgos patolégicos se centran a nivel
intestinal, donde los cambios macroscopicos afectan prin-
cipalmente la porcidn terminal del ileon el que se presenta
engrosado, edematoso, con la mucosa corrugada, y con
los ganglios linfaticos agrandados y edematosos

Numerosas técnicas de diagnéstico han sido desa-
rrolladas buscando la deteccion del agente causal de la
enfermedad, pero este hecho es muy variable, dependien-
do de la sensibilidad y especificidad de cada test. El culti-
vo bacteriolégico de heces es el método mas confiable y
especifico pero tiene la desventaja de ser poco sensible y
de requerir 12 semanas de incubacién y comunmente re-
sultar contaminado por lo que se han desarrollado procedi-
mientos que llevan a reducir esta contaminacion tanto de
bacterias como de hongos basados en la utilizacion del
medio de Herrold y antibiéticos Otra desventaja es que en
presentaciones subclinicas la eliminacién fecal de
mycobacterium es intermitente por lo que solo la utiliza-
cion de esta técnica puede llevar a detecciones incomple-
tas en los rodeos. Las tinciones acido alcohol resistentes
de heces o biopsias intestinales pueden ser Utiles pero se
necesitan bacteridlogos experimentados para identificar al
mycobacterium, puesto que las colonias aparecen agru-
padas y resulta muy dificil diferenciarlas de otros
microorganismos acido- alcohol resistentes (Chiodini, R.J.
y col., 1984; Stabel, J R. 1996). Se han desarrollado téc-
nicas serologicas que detectan la presencia de anticuerpos,
siendo la Técnica de ELISA la de mayor sensibilidad y la
mas util para detectar cuadros subclinicos a diferencia de
las técnicas mas antiguas, clasicas y simples de
implementar como son la Inmunodifusién en Gel Agary la
Fijacion de Complemento que a pesar de ser mas especi-
ficas no sirven para detectar estadios tempranos. Recien-
temente se han desarrollado métodos de diagnéstico
moleculares utilizando sondas de DNA para heces y PCR.
La utilizacion de PCR en leche ha tomado auge en los
ultimos tiempos (Collins M.T. 1996; Collins D.M. y col
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1997). Los anticuerpos contra la Paratuberculosis son pro-
ducidos en los animales en los estadios tardios de la in-
feccion. La mayoria de los estudios de seroprevalencia han
sido realizados en rodeos lecheros y utilizan la prueba de
ELISA para la deteccién serolégica como prueba de tamiz
para deteccion de anticuerpos contra Map, método consi-
derado el mas estandarizado para caracterizar el status
sanitario en rodeos (Wells y col. 2002). También se ha
propuesto al muestreo ambiental por cultivo bacteriano,
como una alternativa para la deteccién de rodeos positivos
a paratuberculosis (Raizman y col. 2004). La respuesta
inmune a la infeccion con Map se caracteriza por una
fuerte respuesta mediada por células en forma temprana
durante estadios subclinicos de la infeccion, y fuertes res-
puestas humorales durante las fases clinicas tardias de la
enfermedad. La reaccién inmune del animal a la infeccion
durante los estados tempranos subclinicos, esta dada por
la respuesta mediada por células que se caracteriza por
proliferacion linfocitica y produccion de citoquinas por los
linfocitos T. A medida que aparecen los signos clinicos la
respuesta humoral se hace presente, sin embargo la mis-
ma no protege al huésped de la infeccion por lo que la
respuesta celular es esencial para la defensa del animal.
La deteccion de la enfermedad subclinica resulta de mu-
cha utilidad para establecer criterios de prevencion. La uti-
lizacién de la prueba ELISA IFN-? que detecta la respues-
ta inmunitaria mediada por células ha sido descrita como
una herramienta importante para la deteccion de casos
subclinicos. La otra herramienta diagnostica para detectar
este tipo de inmunidad se basa en la prueba
intradermocutanea comparada, inoculando PPD aviar y
bovis en tabla del cuello. (Chiodini, R.J.1996, Stabel, J.R.
2000).

Se han realizado numerosos estudios de
seroprevalencia de la enfermedad, encontrandose en algu-
nos paises resultados de seroprevalencia baja (Gasteiner
J. y col 1999). Diferentes estudios en Estados Unidos
muestran que la enfermedad esta presente en los rodeos
lecheros. Collins M.T. y col en 1994 en un muestreo alea-
torio transversal de 158 rodeos y 4990 animales testeados
encuentran una seroprevalencia aparente de 7,2%, con
un 50% de los rodeos con al menos 1 animal positivo.
Otros estudios (Johnson-Ifearulundu Y.J. y col 1999) pre-
sentan que en el estado de Michigan un 6,9% de bovinos
serologicamente positivos, con un 54% de establecimien-
tos con mas de 2 animales reaccionantes. Estudios en
Europa muestran resultados muy variables, en Inglaterra
un 17,4% de rodeos presentan evidencias de la enferme-
dad (Cetinkaya B. y col. 1998); en Holanda se encuentran
resultados de seroprevalencia de 2,5% con un 55% de los
rodeos con 1 0 mas animales reaccionantes positivos
(Muskens J. y col 2000). En Dinamarca encuentran valo-
res individuales mas altos, 8,8%, pero con 19 de 22 esta-
blecimientos testeados con al menos 1 animal
seropositivo.(Jakobsen M.B. y col. 2000). En Argentina,
en la Provincia de Buenos Aires se presentan resultados
de 26,5% en ganado de carne y 56% en ganado lechero,
mientras que en el resto de Provincias testadas la

seroprevalecia oscila entre 0% y 7%. (Paolicchi F. y col.
2002).

El riesgo potencial de introducir la enfermedad y di-
seminarla, se ha estudiado comparando practicas de ma-
nejo con rodeos positivos o negativos, ya sea selecciona-
dos por serologia, cultivo de heces o por sintomatologia
clinica (Muskens J. y col. 2003 ). Existen numerosos es-
tudios que asocian factores y practicas de manejo con la
presencia de la enfermedad. Los estudios sobre estas
asociaciones utilizan una encuesta con la que se obtienen
informacién sobre practicas de manejo, antecedentes sa-
nitarios, datos productivos y reproductivos y la mayoria
utiliza la prueba de ELISA para deteccion de anticuerpo
como prueba para estimar el estatus de infeccion del ro-
deo. (Johnson-Ifearulundu Y.J. y Kaneene J.B. 1998;
Johnson-Ifearulundu Y.J., Kaneene J.B. 1999).

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la seroprevalencia de la Paratuberculosis
en rodeos lecheros de la cuenca sur del pais y generar
hipotesis respecto a los factores de manejo asociados a
la seroprevalencia de la enfermedad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Determinar la seroprevalencia de la
Paratuberculosis bovina a nivel de animales en los rodeos
lecheros de los departamentos de Colonia y Florida

2 Determinar la Seroprevalencia de la
Paratuberculosis bovina a nivel de establecimientos de los
departamentos de Florida y Colonia.

3 Mediante un estudio de casos y controles
estimar los factores o variables asociados a la
seroprevalencia.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos muestreos de establecimientos
lecheros, el primero correspondio al afio 2001 con partici-
pacion voluntaria y un segundo muestreo, en el 2003 don-
de se realizé un muestreo aleatorio representativo de la
poblacién.

La estrategia planteada para el estudio del 2001
consistio en trabajar con grupos de profesionales veterina-
rios y los productores lecheros por ellos asesorados. Los
veterinarios participantes se plantearon como el nexo na-
tural entre el equipo de trabajo del proyecto y los producto-
res lecheros.

El area involucrada en los muestreos correspondio
a parte del departamento de Colonia y a Florida. Los
muestreos abarcaron ambas unidades de informacioén e
interés, establecimientos y animales. La regién involucrada
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en este estudio cuenta con un universo en el entorno de
los 1.000 establecimientos, lo cual representa casi una
cuarta parte de los tambos de todo el pais. Los analisis de
laboratorio fueron desarrollados en el Laboratorio del De-
partamento de Rumiantes y Suinos de la Facultad de Ve-
terinaria.

Datos relevados: recoleccion de
informacién. Formularios de riesgo,
practicas de manejo y toma de muestras de
sangre.

Se realizd una encuesta en cada establecimiento
recabando la informacion a través de entrevista personal
con el encargado del mismo. El cuestionario incluyo pre-
guntas sobre caracteristicas fisicas y practicas de mane-
jo general del establecimiento.

También se realizé un cuestionario estructurado en
base a preguntas cerradas ej. (Si/No) donde se busco eva-
luar practicas relacionadas a la presencia de
Paratuberculosis bovina, las que se estratificaron por ca-
tegoria terneros pre-destete y post-destete, vaquillonas y
vacas adultas.

Ademas de las entrevistas personales la informa-
cion se complementod con: observacion in situ, utilizacion
de bases de datos ya existentes y toma de muestras de
los animales. Las observaciones se realizaran sobre los
aspectos de instalaciones, higiene ambiental y caracteris-
ticas de los animales. Las muestras tomadas fueron de
sangre.

En la 12. Etapa del muestreo 2001 se identificaron
los productores a través de la seleccion de los veterinarios
de campo. En el estudio transversal (muestreo aleatorio)
se realizd un muestreo estratificado por departamentos en
las secciones policiales involucradas en el proyecto.

El tnico criterio de exclusién aplicado para partici-
par en el proyecto fue el nimero de vacas, siendo exclui-
dos los establecimientos con una poblacion inferior a 30
vacas. La metodologia del muestreo se desarroll6 en dos
etapas: en la primera se seleccionaran los establecimien-
tos y en la segunda etapa se seleccionaron los animales.
El estudio realizado en el 2001 implico 52 establecimien-
tos lecheros y el muestreo representativo del 2003 incluyo
40 establecimientos. Del total de establecimientos estu-
diados; 67 pertenecientes al departamento de Florida, 25
al departamento de Colonia.

En la segunda etapa del muestreo, en todos los
casos, los animales se seleccionaran por muestreo alea-
torio sistematico. La categoria muestreada fueron las va-
cas y en todos los casos muestrearon al menos 20 vacas
en ordefio de las cuales se trat6é de que 5 fueran de prime-
ra paricion.

De los 52 tambos del primer muestreo, 40 pertene-
cen al departamento de Florida y 12 al departamento de
Colonia. De los 40 tambos del segundo muestreo fueron:

28 de Florida, y 12 de Colonia.

El disefio pretendié detectar problemas sanitarios
que afectaran al 5% o mas de los establecimientos a un
nivel de confianza del 95%. Dentro de los establecimien-
tos el poder del muestreo fue para detectar problemas que
afectaran al menos un 15% de las vacas con un nivel de
confianza del 95%.

Los marcos de referencia utilizados a los efectos
de comparaciones poblacionales y en los estudios trans-
versales fueron las bases de datos de DICOSE, 2001 y
2003. En los afios del estudio (2001-2003), en Florida los
tambos considerados representaron entre el 83 y 86% de
la poblacion total, en Colonia la representacion estuvo en-
tre el 75y 77%. En lo que respecta a las vacas lecheras
los porcentajes fueron: Florida del 97 al 98%, Colonia del
95 al 96%.

Las estimaciones de seroprevalencia se realizan a
partir del muestreo aleatorio estratificado, mientras que para
el estudio de casos y controles se utilizan ambos
muestreos.

Como ya se menciono en los establecimientos se-
leccionados se tomaron muestras de sangre de 20 anima-
les adultos en produccion. Para la extraccion de sangre
se utilizaron jeringas descartables de 10 ml y agujas 18
G x 1y %. La toma se hizo de la vena caudal por
venopuncion. La sangre se depositd en tubos de vidrio de
100 x 16 mm, fueron identificadas con la clave del estable-
cimiento y con la identificacion del tubo, el que se
correlacionaba en una planilla con la identificacion indivi-
dual del animal, en este caso caravanas. Posteriormente
se colocaban en conservadoras con refrigerante y se en-
viaron al laboratorio de Facultad de Veterinaria para su
procesamiento.

El total de muestras de sangre remitidas al labora-
torio fue de 2224, siendo la poblacion referencial de 123.000
animales. En Florida se tomaron muestras de 1622 ani-
males, y en Colonia 602.

Las muestras una vez llegadas al laboratorio de Fa-
cultad de Veterinaria fueron centrifugadas, se separoé el
suero y se envaso por duplicado a viales de 1,5 ml. los que
se identificaron, rotularon y congelaron a ?20° C hasta su
procesamiento.

Se realizé el diagnéstico de laboratorio para
Paratuberculosis bovina siguiendo algunos de los méto-
dos recomendados por el manual de la OIE y los procedi-
mientos del proveedor del kit diagnéstico.

Para |la deteccién de anticuerpos contra la
Paratuberculosis se utilizé la técnica de enzime linked
immunoassay (ELISA). Se empled el kits comercial de
IDEXX Lab (HerdChek M.pt.) que detecta la presencia de
anticuerpos contra M.Paratuberculosis en suero o plasma
y es recomendado para ser usado como prueba de tamiz.
La presencia o ausencia de anticuerpos es determinada
por el cociente entre las densidades opticas muesira/con-
trol positivo segun protocolo del laboratorio productor del
kit. Si este cociente es =0.25 la muestra es considerada
positiva a la presencia de anticuerpos contra Mycobacterium
Paratuberculosis. Segun el proveedor la sensibilidad del
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kit es en casos clinicos del 90% y en animales que pade-
cen |la enfermedad en forma subclinica del 50%, mientras
que la especificidad de la prueba es del 99%.

Para estimar la seroprevalencia en Bovinos los datos
se ponderaron de acuerdo al disefio, considerando el ta-
mafnio del establecimiento (en nimero de vacas), el marco
geografico del estudio (estratos de Florida y Colonia) y la
estrategia de seleccion, realizando las proyecciones a la
poblacién mediante las rutinas para analisis de "survey
data" del software STATA-8.

El estudio de los factores asociados a la
seroprevalencia de Paratuberculosis en los establecimien-
tos se realiz6 mediante un estudio de casos y controles.
Se definieron como "casos" aquellos establecimientos con
2 o mas animales seropositivos utilizando como referen-
cia la prueba ELISA con el kit del laboratorio IDEXX. Se
definieron como controles a todos los establecimientos que
fueron estudiados y no calificaron para casos.

El estudio de la asociacién entre los casos (alta
serologia) y los potenciales factores de riesgo se realizo
primero en forma univariada mediante la evaluacion del odds
ratio (OR). Para factores con mas de dos categorias en
escala ordinal se utilizaron pruebas de Chi cuadrado de
homogeneidad. Luego del andlisis univariado se pasé a un
analisis multivariado de regresion logistica. Para la selec-
cion de las variables a incluir en el modelo se utilizo el
método backward stepwise estimation, comenzando con
las cinco variables del formulario de Evaluacion del Riesgo
que en forma individual mostraron significacion menor a
0.25 de acuerdo al criterio recomendado por Hosmer D.W.,
Lemeshow S. (2000).

Las variables cuantitativas fueron evaluadas median-
te pruebas?t (Student) para diferencias entre medias de
los grupos (casos y controles) y Analisis de Regresion
Multiple para controlar posibles variables de confusion.

En el modelo de regresion logistica se estudio la va-
riable vacas en ordefio como variable cuantitativay tambien
se la categorizd para ver cual de las dos ajustaba mejor en
el modelo. SE establecieron 4 categorias: la 1, menos de
67 vacas en ordeno, la 2 entre 68 y 115 vacas, la 3 entre
116 y 180, y la 4 mas de 180 vacas en ordefio, usandose
como punto de corte los cuartiles de la distribucion de los
establecimientos en funcion del numero de vacas.

Los datos de los establecimientos participantes del
estudio se proyectaron a la poblacién en funcién de un
analisis estratificado por departamento.

Los datos correspondientes a los animales se
estratificaron por departamento, se consideraron los esta-
blecimientos como conglomerados y se pesaron en fun-
cion de la poblacion del establecimiento y el departamen-
to para cada afio del estudio.

Estudio de Seroprevalencia:

El estudio de seroprevalencia se baso en el muestreo
transversal, que fue realizado al azar La estimacion pro-
yectada a la poblacion bajo estudio fue de 5,65% + 1,3
(estimacion de punto y error estandar).Grafico N° 1.

RESULTADOS

M Seropositivos

Grdfico N° 1: Seroprevalencia de Paratuberculosis bovina
en rodeos lecheros de los departamentos de Colonia y
Florida.

Seronegativos

Seroprevalencia por categoria

El estudio de seroprevalencia ya sean vacas adultas
o vacas de primera cria (vaquillonas) muestra que las va-
cas adultas presentan una seroprevalencia de 6,08% + 1,76
mientras que las vaquillonas presentan 3,87% + 2,13 de
seropositividad. (GraficoN°2 )
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Grafico N° 2: Seroprevalencia de paratuberculosis bovina
en vacas adultas y vaquillonas en los departamentos de
Florida y Colonia.

Estimacion de Seroprevalencia por Departamento

La estimacion de seropositivos por departamento in-
dica que el departamento de Florida presenta un 5,63%
1,36 de seroprevalencia, mientras que Colonia presenta
un 6,19 %+ 1,79 de animales serologicamente positivos.
(ver Grafico N°3)
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Seroprevalencia de Paratuberculosis bovina
en roderos lecheros por departamento
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Grdfico N° 3: Seroprevalencia de Paratuberculosis bovina
por departamento

Estudio de seroprevalencia a nivel de establecimien-
tos

La seroprevalencia estimada de los rodeos lecheros
seropositivos a Paratuberculosis bovina indica que el
70,28%+ 8,19 de los establecimientos lecheros de Florida
y Colonia presentan al menos 1 animal seropositivos. (Gra-
fico N° 4).

Seroprevalencia a nivel de establecimientos lecheros

29,72% |

O Seropositivos [ Seronegativos

Grdfico N° 4: Seroprevalencia de Paratuberculosis bovina
a nivel de establecimientos lecheros en los departamentos
de Florida y Colonia

Estratificacion de
seroprevalencia

establecimientos por

La estratificacién de los establecimientos de acuer-
do a su nivel de seroprevalencia interna muestra que el
29,72% de los establecimiento son seronegativos, el 35,88%
presentan menos del 10% de animales serologicamente
positivos, el 22,29% entre 10 y 15%, el 3,40% entre el 15
y 20 % de animales seropositivos, el 8,07% entre el 20 y
25% y el 0,64% mas del 25% de seroprevalencia. (Grafico
Ne° 5).
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Grdfico N° 5: Estratificacion de los rodeos lecheros
estudiados segun la seroprevalencia que presentan.

Estratificacion de los establecimientos por
seroprevalencia y por departamento

Los resultados de la estratificacion de establecimien-
tos por seroprevalencia y departamento muestra que en
Colonia el 30,76% de los establecimientos son
seronegativos, el 23,08% presentan una serprevalencia
menor a 10%, el 23,08% entre 10 y 15%, el 0% entre el
15y 20 % , el 15,38% entre el 20y 25% y el 7,70% mas
del 25% de seroprevalencia. En el departamento de Flori-
da el 29,63% de los establecimientos son serologicamente
negativos, el 37,04% presentan menos del 10% de
seroprevalencia, el 22,22% entre 10 y 15%, el % entre el
15y 20 % de animales seropositivos, el 7,40% entre el 20
y 25% y el 0% mas del 25% de seroprevalencia.

Estudio de Factores asociados a la presencia de
Paratuberculosis.

Con el punto de corte descrito en materiales y méto-
dos fueron clasificados como casos 52 establecimientos
mientras que 40 lo fueron como controles. (Tabla N° 1)

Tabla N° I: Distribucion de los establecimientos en
casos y controles.

Frecuencia Porcentaje

Casos 52 56,52
Controles 40 43,48
Total 92 100

Analisis Univariado

El estudio individual detalla la asociacién de cada
variable en forma aislada con la presencia de casos. Las
variables se recodificaron en forma dicotémica correspon-
diendo a 0 "Ausencia del Factor" y 1 "Presencia del Fac-
tor". Las variables que mostraron valores de significacion



Pag. N° 103

XXXV Jornadas Uruguayas de Buiatria

menores a 0.25 se presentan a continuacion, junto con su
Odds Ratio (OR: Relacion de las Odds), o razon de proba-
bilidades de ser caso habiendo sido expuesto al FR y no
habiéndolo sido. El OR estima el Riesgo Relativo cuando
estudiamos factores de baja prevalencia y es la estima-
cién adecuada en estudio de casos y controles. Mide
aproximadamente cuanto mas probable es que sea caso
un establecimiento entre aquellos con exposicion al FR
que entre aquellos no expuestos, proporcionando una es-
timacion del riesgo de ser caso en presencia de exposi-
cion al factor.

En Area de Parto:

-En el area de parto se encierran o tratan animales
enfermos ( OR=3,21)

-Utilizaciéon de Nodrizas (OR = 1,93)

-Esta area es utilizada para mas de una vaca
simultaneamente (OR=5,41)

En el manejo de los Terneros pre-destete.
-Los terneros pre-destete se encuentran en contac-
to directo con las vacas? (OR=3,88)

En el manejo de Terneros pos-destete:
-Los terneros posdestete comparten el pastoreo con
animales adultos (OR=1,84)

Analisis Multivariado

El modelo de regresién logistica se corrid con la va-
riable respuesta caso-control y con las variables indepen-
dientes anteriormente citadas. Se forzé dentro del modelo
|a variable muestreo que diferencia los dos muestreos. Las
unicas variables que finalmente quedaron en el modelo fue-
ron la variable muestreo, el nimero de vacas en ordefio y
la variable " encierran animales enfermos en el area de
parto".

En el area de parto se encierran o tratan animales
enfermos ( OR= 3,28) y una significancia de p=0,081.

La variable vacas en ordefio explica mejor el modelo
como variable categérica, al dar mayor significacion y
muestra que la categoria 4, establecimientos con mas de
180 vacas en ordefio tienen casi 5 veces menos probabi-
lidad de tener paratuberculosis que los restantes. ( Odds
Ratio: 0,20).

Asociacion con variables categoéricas de la
encuesta

No se encontro diferencia entre los casos y los con-
troles en la forma de proveerse de animales de remplazo.
La gran mayoria de los establecimientos ( 86,21%) crian
sus propios remplazos por lo que no hubo asociacion.

A pesar de que un 53,33% de los casos presentaban
diarrea cronica, no hubo diferencia significativa con el gru-

po control que presenté un 37,50% de establecimientos
con diarreas crénicas por lo tanto los antecedentes de dia-
rrea cronica en el establecimiento no evidenciaron asocia-
cién con la ocurrencia de casos.

En cuanto a antecedentes de diagndstico clinico de
Paratuberculosis bovina, un 15,22% de los casos si lo
tenian contra un 7,69% de los controles, pero la diferencia
no fue estadisticamente significativa.

En lo que respecta a la eliminacion o refugo de ani-
males con diarreas cronica, el 28,95% de los controles
descartan a los animales con diarrea cronica mientras que
en el grupo casos el 19,57% de los tambos refugan por
esta causa.

En lo referido al estercolero, y la distancia que pre-
senta con la sala de ordefio, con el agua con que se
limpia el tambo y con el agua de bebida, se destaca que
el grupo control presenta en |as tres variables mayor dis-
tancia que el grupo casos. El estudio estadistico con la
prueba de t de Student para varianzas diferentes, muestra
que la diferencia en la distancia entre el estercolero y la
sala de ordefio no es significatia P= 0,30. La prueba para
la distancia del estercolero al agua de limpieza tampoco
da significativa, pero muestra una tendencia p= 0,0625 y
la Unica que da estadisticamente significativa es la distan-
cia estercolero con la fuente del agua de bebida, p=0,0482.

En lo que respecta a la produccion lechera, se
encontro una diferencia de 0,946 litros entre el grupo con-
trol y el grupo caso, que equivale a una disminucion de
5,58% de litros en los casos, pero realizado un testde t,
esta diferencia no es estadisticamente significativa, p=0,13.

DISCUSION

En el curso del presente estudio fueron testeados
por la prueba de ELISA para deteccién de anticuerpos con-
tra Micobacterium avium subsp. paratuberculosis, 2224
muestras bovinas provenientes de 92 tambos de los de-
partamentos de Colonia y Florida. La prueba de ELISA
para deteccion de anticuerpos es la prueba mas utilizada
y la mas aceptada en estudios de seroprevalencia (Collins
M.T. y col ,1993). Este estudio confirma la presencia de
Map en los rodeos lecheros de la cuenca sur del Uruguay,

Los resultados encontrados a partir de los datos del
muestreo transversal muestran una seroprevalencia a nivel
de los animales de 5,65% + 1,3 y la proyeccion estima
que un 70,27% de los establecimientos lecheros de los
departamentos de Florida y Colonia tienen al menos un
animal serologicamente positivo. Los dos departamentos
estudiados presentan resultados muy similares

Es preocupante la alta difusion encontrada que afec-
ta el 70% de los rodeos. El 35% de los establecimientos
presentan mas del 10% de los animales seropositivos, lo
que resulta también de preocupacion puesto que implicaria
un alto nimero de animales eliminadores de Map por heces.
Estos resultados son coincidentes con algunos estudios
realizados en cuencas lecheras, pero con otras caracteristi-
cas de cria de temeros y manejo de los rodeos, donde la cria
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en estabulacion crea condiciones de convivencia que debe-
ria tener mayor impacto en la difusién de la enfermedad. Los
resultados encontrados por Collins M.T. y col en 1994, en-
cuentran una seroprevalencia levemente mas alta 7,2%, pero
con menor difusién entre los rodeos, 50%. Resultados muy
similares a los encontrados en este estudio fueron encontra-
dos por Johnson-ifearulundu J.y Kaneene J,en 1998 en el
estado de Michigan, USA, con 6,9% de seroprevalencia y
66% de rodeos con al menos un animal seropositivo. Estos
reportes son mas altos que los relevados por el NAHMS en
el Dairy 1996, el que presenta 3,4% de seroprevalencia indi-
vidual y 21% de establecimientos serologicamente positi-
VOS.

En Europa los estudios realizados muestran resulta-
dos muy diferentes entre si, desde seroprevalencias muy
bajas (Gasteiner J y col, 1999 en Austria, Bolaert F y col,
2000 en Bélgica), hasta los encontrados por Jacobsen y col(
2000) en Dinamarca con 8,8% de animales seropositivos y
el 86% de los establecimientos con al menos 1 animal
seropositivo.

No debemos olvidar que la mayoria de estos estudios
utilizaron diferentes kits de ELISA y que estas pruebas se
han ido mejorando con el transcurrir de los afios, aunque
todavia mantienen una baja sensibilidad. Sin duda esta baja
sensibilidad determina que las seroprevalencias estén sub-
estimando la verdadera presencia de infeccion en las pobla-
ciones.

Respecto a la seroprevalencia por categoria, las vacas
adultas presentan casi el doble de resultados positivos que
las vaquillonas (6.1% vs 3.9%). Esto se relaciona a la retar-
dada respuesta humoral al Map.

La mayoria de los estudios que evalian factores aso-
ciados a la presencia de la enfermedad lo hacen en base a
un formulario-encuesta y a estudios serolégicos.

En nuestro estudio al tiempo que se tomaban mues-
tras para serologia en los establecimientos, se relevo infor-
macién concemiente a practicas de manejo y caracteristi-
cas descriptivas y productivas de los mismos. La estrategia
utilizada para identificar factores o variables asociadas a la
seroprevalencia, consistio en ensamblar un estudio estable-
cimientos casos y establecimientos controles.

El cuestionario sobre factores asociados evalto 23
variables, las cuales fueron analizadas en forma univariada
como primer aproximacioén al problema. A través del analisis
univariado se eliminaron 18 de estas variables. Las cinco
variables que mostraron asociaciones crudas y que por lo
tanto fueron seleccionadas en esta instancia pasaron a ser
consideradas a través de un modelo de regresion logistica.

Las cinco variables consideradas en el modelo fueron:

®En el drea de parto se encierran o tratan animales
enfermos (OR=3,21)

®Se utilizan nodrizas? (OR = 1,93)

®Esta area es utilizada para mas de una vaca
simultaneamente (OR=5,41)

@®| os terneros pre-destete se encuentran en contacto
directo con las vacas? (OR=3,88)

®| os terneros posdestete comparten el pastoreo con
animales adultos (OR=1,84)

El modelo de regresion logistica se corrié con
la variable respuesta caso-control y con las variables inde-
pendientes consideradas. Se forzé dentro del modelo una
variable dicotémica llamada "muestreo” a los efectos de con-
trolar las variaciones que podrian existir por los momentos
diferentes del muestreo y se incluyé la variable nimero de
vacas en ordefio.

Solo tres variables muestran un grado de asociacion
menora 0,10, lo que nos esta indicando una tendenciaen la
asociacion de estas variables con la presencia de tambos
con alta serologia para Map. La variables asociadas son:

1. Muestreo (altamente significativo) que esta dife-
renciando entre las estrategias de muestreo utilizada y que
se incluye en el modelo a los efectos de controlar por este
factor que puede ser de confusién. La interpretacién de esta
variable no es posible ya que probablemente encierra dife-
rentes factores tales como diferencias de momento del
muestreo, estrategia de muestreo y posibles diferencias en
la evolucion de las pruebas de laboratorio (kits del afio 2001
y 2003) y tal vez otras diferencias de manejo y estructura
entre los tambos integrantes del estudio. Esta variable por
su valor de OR menor a 1 es un factor asociado negativa-
mente que esta indicando que en el muestreo aleatorio hay
menos riesgo que en el muestreo del 2001.

2. Lavariable vaca en ordeio tiene un OR < 1 loque
indica que en la medida que esta variable aumenta, el riesgo
disminuye. Esta variable esta indicando que a medida que el
numero de vacas en ordefie aumenta el riesgo para los esta-
blecimientos decrece. La variable vacas en ordefio explica
mejor el modelo como variable categorica, donde la catego-
ria de establecimientos con mas de 180 vacas en ordefio
tienen casi 5 veces menos probabilidad de tener
paratuberculosis que los restantes.

3 La variable animales enfermos en el area de
parto surge con un OR=3.28 lo que estaria indicando que los
tambos que usan como manejo el area de parto como "hos-
pital" donde colocan los animales enfermos tiene 3.28 mas
riesgo de tener alta seroprevalencia que aquellos que usan
un area diferente.

Las 2 variables que muestran una tendencia (p < 0.10)
a estar asociada a los establecimientos con alta serologia
permite plantearnos como hipétesis que estos factores pue-
den ser relevantes en la transmision del Map en el Uruguay.
Si bien el tamafio de nuestro estudio no nos permite sacar
conclusiones definitivas creemos que al menos estos 2 fac-
tores deben ser incluidos en futuros estudio para poder esta-
blecer si estamos frente a factores de riesgo para la
paratuberculosis o desecharlos.

Wells S. y Wagner B., (2000), sefialan sus dife-
rencias con varios estudios de asociacion de seroprevalencia
con factores o variables, y manifiestan que estas diferencias
pueden deberse a diferentes razones, como ser el uso de
diferentes métodos de estudio, los puntos de corte para de-
finir establecimientos como casos y la poblacién bajo estu-
dio. Es su estudio, al igual que el de Collins y col (1994), el
de Jakobsen M. y col (2000) y el de Muskens y col (2003)
encontraron asociacién entre el tamafo del rodeo y la
seroprevalencia. Esta variable podria estar relacionada a una
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alta densidad de ganado y mayor presencia bacterianaen el
medio ambiente, con mayor probabilidad de infeccion de lo
terneros. Hirts y col en 2004 encuentran que rodeos leche-
ros con mas de 600 vacas en ordefio presentan 3,12 veces
mas probabilidad de ser seropositivos que los rodeos con
menor namero. Ellos opinan que los rodeos grandes mas
probablemente compran sus reemplazos por lo que especu-
lan con que esta asociacion esta relacionada con el ingreso
de animales infectados a a los rodeos, ya que sus resulta-
dos indican que rodeos que han comprado en los ultimos 5
afios mas del 8% de sus animales, tienen 2,5 % mas proba-
bilidad de ser clasificado como caso. Collins y col en 1994 y
Goodger y col en 1996 sin embargo no encuentran asocia-
cion positiva entre el ingreso de animales de reemplazo de
otros origenes y la infeccion del rodeo. Estas diferencias
pueden ser debidas a como se analiza esta asociacion y
como se define el establecimiento como caso o control. La
convivencia de terneros con ganado adulto o que tengan
contacto con sus heces presenta en varios estudios una
asociacion positiva a la presencia de la enfermedad, (Collins
M. y col 1994, Goodger M.G. y Collins M.T. 1996, Obasanjo
y col 1997 y Wells y Wagner 2000), mientras que en nues-
tro estudio los casos no presentaron diferencia con los con-
troles respecto a esa exposicién

En lo que respecta a las variables categoricas inclui-
das en la encuesta, si bien el grupo de casos presenta mas
porcentaje de establecimientos con diarreas cronicas y con
diagnéstico clinico de Paratuberculosis bovina, ninguna de
las dos variables fueron estadisticamente significativas.
Muskens y col en 2003 también encontraron mayor
seroprevalencia, en rodeos con diagnoéstico clinico de la en-
fermedad. Hirsty col en 2004 encuentran que establecimien-
tos con historia de signos clinicos de la enfermedad tiene
2,27 veces mas probabilidad de ser seropositivos, que los
rodeos sin historia clinica de paratuberculosis.

En lo que respecta al descarte de enfermos con dia-
rrea, si bien el grupo control realiza en mayor proporcién
esta practica, tampoco la diferencia encontrada tuvo signifi-
cacion estadistica. Respecto a las distancias que presenta
el estercolero con las fuentes de agua, se encontro que la
distancia con el origen del agua de bebida era mayor en los
controles que en los casos (p= 0,0482). Esta asociacion
esta indicando que probablemente este es un factor que afecta
la difusion del agente dentro del rodeo y que deberia de bus-
carse cual es la distancia a recomendar cuando se disefian
estas facilidades en el tambo.

Goodger M.G. y Collins M.T. (1996), sefialan que exis-
te asociacion entre la frecuencia con que se compran reem-
plazos de otros rodeos, variable que en este estudio no pre-
senta asociacion fundamentalmente debido a que la mayo-
ria de los establecimientos crian sus propios reemplazos y
por otro lado este factor no es aun considerado por los pro-
ductores cuando deciden el refugo de sus animales.

CONCLUSIONES.

Como conclusion se destaca que el Mycobacterium
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avium subsp. paratuberculosis esta presente con alta difu-
sion en nuestros rodeos lecheros pero con una
seroprevalencia similar a la encontrada en la mayoria de los
estudios realizados. La importancia de esta enfermedad es
creciente a nivel intemacional pudiendo convertirse en el cor-
to plazo en un problema comercial dado que algunos paises
ya estan exigiendo pruebas negativas para la importacion de
animales en pie.

Como factores asociados a la seroprevalencia en este
estudio se encontrd que tanto el nimero de vacas en ordefio
y la practica de alojar animales enfermos o en tratamiento
en el area donde paren las vacas muestran una tendencia a
estar asociadas. Respecto a la distancia entre el estercole-
ro y la fuente de agua de bebida se encontré que la distancia
con el origen del agua de bebida era mayor en los controles
que en los casos, por lo que existe una asociacion entre
esta variable y la probabilidad del establecimiento de ser
seropositivo.

Si bien el impacto de la enfermedad clinica se eviden-
cia facilmente por la baja en la produccion, muerte o refugo
de animales con diarreas cronicas, la enfermedad subclinica
provoca también una disminucion en la produccién de leche
que en este estudio alcanzé a 0,96 litros/vaca/dia equivalen-
tes a un 5,6 %, coincidiendo con la literatura en la que di-
chas pérdidas se han estimado entre 2% y 19%.

Muchos investigadores sostienen la posible relacion
del Map con la enfermedad de Crohn, grave enteritis cronica
que afecta al ser humano, generando mayor interés y aten-
cion de la comunidad internacional en el control de la enfer-
medad.

En nuestros rodeos seria fundamental comen-
zar de inmediato a implementar medidas que permitan dis-
minuir el riesgo de contagio de los animales jovenes. Para
ello sera necesario trabajar en forma conjunta con técnicos,
productores e instituciones del sector en la formulacién e
implementacién de un Programas de Control de la enferme-
dad. Se debe trabajar intensamente en lineas de investiga-
cion en el area del diagnéstico, de forma de detectar lo antes
posible los animales con la enfermedad subclinica. Tambien
se debe avanzar en la busqueda de herramientas de control
como el desarrollo de inmunidad por medio de vacunas.

En el area de la difusién y extension se debe comen-
zaren forma urgente a crear conciencia de la importancia e
impacto de la enfermedad, asi como las medidas y reco-
mendaciones para su control.

Numerosos paises en el Mundo con tasas de preva-
lencia similares a las encontradas en este estudio como
Estados Unidos, y algunos paises de Europa han co-
menzado Programas de Control de la enfermedad.

Segun estudios del NAHMS, Dairy 96, (1997) lalla-
ve para prevenir o controlar la paratuberculosis esta en las
practicas de manejo. Testar los animales sirve para eva-
luar la extension de la infeccion, identificar animales infec-
tados, determinar cuan intenso debe ser el programa de
control asi como monitorear los progresos de los progra-
mas. A pesar que de que las medidas especificas varian
con cada situacion particular, existe una serie de reco-
mendaciones para cortar el ciclo de infeccion y la enfer-
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medad en el rodeo. Estas medidas van desde el manejo
de los terneros recién nacido y animales jovenes donde
indican que es el momento de mas efecto en el control;
controlar la contaminacion con estiércol de comida y fuen-
tes de agua; identificar y eliminar animales infectados y su
estiércol y la compra de reemplazos seguros, que proven-
gan de rodeos negativos, sin historia clinica de
paratuberculosis, e incluso testar a los animales antes de
introducirlos en el rodeo.

Sera clave para el futuro el esclarecimiento de si
existe relacion con la Enfermedad de Crohn. De confirmar-
se esta hipotesis, dado que se ha demostrado que el Map
puede resistir los procesos de pasteurizacion, podria sig-
nificar un duro golpe para nuestro sector lechero debido al
elevado nivel de predios afectados. Por este motivo, el de-
safio para el futuro es no esperar a que siga avanzando
este agente infeccioso haciendo cada vez mas dificil po-
der controlarlo, sino redoblar los esfuerzos y el trabajo de
todos los actores involucrados, productores, veterinarios,
instituciones y organizaciones del sector para revertir los
efectos perjudiciales que ocasiona esta enfermedad.
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