UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS l/‘ \‘ "
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

®ESPEN/

Determinacién de la prevalencia, distribucion geografica y factores de riesgo de
paratuberculosis bovina, de una sub muestra de sueros bovinos del banco de
biolégicos del proyecto BruTryp, proveniente de 5 provincias de Ecuador, mediante la
aplicacion del kit ELISA — paratuberculosis Screening
Villalta Gavilanes, Nycole Eshtefania
Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura
Carrera Agropecuaria
Trabajo de integracién curricular, previo a la obtencién del titulo de Ingeniera Agropecuaria

Dr. Ron Romén, Jorge Washington, MSc.

01 de septiembre de 2023



HESPE N/

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS " ‘ £\

.....

SCUADoR INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera Agropecuaria

Certificacion:

Certifico que el trabajo de integracion curricular: Determinacion de la prevalencia,
distribucion geografica y factores de riesgo de paratuberculosis bovina, de una sub
muestra de sueros bovinos del banco de biologicos del proyecto BruTryp, proveniente
de 5 provincias de Ecuador, mediante la aplicacion del kit ELISA — paratuberculosis
Screening, fue realizado por la seforita: Villalta Gavilanes, Nycole Eshtefania; el mismo
que cumple con los requisitos legales, tedricos, cientificos, técnicos y metodologicos
establecidos por la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, ademas fue revisado y
analizado en su totalidad por la herramienta para verificacion y/o anélisis de similitud de
contenidos; razén por la cual me permito acreditar y autorizar para que se lo sustente

publicamente.

Sangolqui, 01 de septiembre del 2023

Tlerads slocvesnLesranta poc:
JORGE WASHINGTON
n ROMAN

Dr. Ron Roman, Jorge Washington. MSc.

C.1. 1709505125



Resultados de la herramienta para verificacion y/o analisis de similitud de contenidos

@pyleaks

Plagiarism report

Tesis_Villalta_Nycole_VF.docx

Scan details

Scan time otal Pages otal Words:
September 1th, 2023 at 2:58 UTC 78 19430
Plagiarism Detection Al Content Detection
E Types of plagiarism Words Text coverage
@ Identical 2.2% 430 @ Al taxt
3.2% @ Minor Changes 0.8% 161 N/A Human text
O Paraphrased 0% 0

Omitted Words 3.7% 710

Dr. Ron Roman, Jorge Washington, MSc.
C. C: 1709505125



ESPE \,é

UNIVERSIDAD UL LAS IIJUMAS J\RMMJR.; ! % “ \
INNOGVACION PARA LA uu:uuuc.u

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera Agropecuaria

Responsabilidad de Autoria

Yo, Villaita Gavilanes, Nycole Eshtefania, con cédula de ciudadania No.1751469923,
declar6 que el contenido, ideas y criterios del trabajo de integracién curricular:
Determinacion de la prevalencia, distribucion geografica y factores de riesgo de
paratuberculosis bovina, de una sub muestra de sueros bovinos del banco de
bioldgicos del proyecto BruTryp, proveniente de 5§ provincias de Ecuador, mediante la
aplicacion del kit ELISA - paratuberculosis Screening, es de mi autoria y responsabilidad,
cumpliendo con los requisitos legaies, teodricos, cientificos, técnicos, y metodoldgicos
establecidos por la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, respetando los derechos

intelectuales de terceros y referenciando las citas bibliogréficas.

Sangolqui, 01 de septiembre del 2023

Villalta Gavilanes, Nycole Eshtefania

C.1:1751469923



FHESPE N ¢

UNIVLRESIOAD DL LAS FULRZAS IKRM!\DAS N ™

INNOVACION PARA LA EXCELENCIA ’ W

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera Agropecuaria

Autorizacion de Publicacion

Yo, Villaita Gavilanes, Nycole Eshtefania, con cédula de ciudadania No. 1751469923
autorizo a la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE publicar el trabajo de integracion
curricular: Determinacién de la prevalencia, distribucion geografica y factores de riesgo
de paratuberculosis bovina, de una sub muestra de sueros bovinos del banco de
bioldgicos del proyecto BruTryp, proveniente de § provincias de Ecuador, mediante la
aplicacion del kit ELISA - paratuberculosis Screening en el Repositorio Institucional, cuyo

contenido, ideas y criterios es de mi responsabilidad.

Sangolqui, 01 de septiembre del 2023

Villalta Gavilanes, Nycole Eshtefania

C.1.:1751469923



Dedicatoria

Esta tesis esta dedicada a mis abuelitos Isabel Toscano y José Gavilanes, por quienes anhelo
ser una gran profesional y tener los recursos econdmicos para devolverles todo el carifio y

esfuerzo que me han dado a lo largo de mi vida. Son mi motor para seguir adelante.

Ademas, quiero dedicarme este trabajo a mi, este escrito es la representacion de que estoy
logrando los objetivos que hace algan tiempo atras me tracé, sin duda las cosas con esfuerzo y
dedicacion se consiguen, que hoy esté escribiendo la tesis quiere decir que lo logramos Nycole.
Felicitaciones, vas a ser una gran profesional porque sé cuanto te apasiona lo que haces. Sigue

adelante.



Agradecimientos

Quiero agradecer a Dios, por acompafiarme en cada paso que doy, y ensefiarme siempre una
salida, sin duda me ha demostrado que si me caigo me puedo levantar, por todas las puertas

gue me ha abierto y porque por El soy la persona que soy.

Agradezco a mi padre Douglas Villalta, por guiarme en mi camino y mostrarme mi Carrera. Papa
soy Ingeniera Agropecuaria como tu lo querias. A mi mami Patricia Gavilanes por su apoyo
incondicional en toda mi etapa educativa. A mis hermanos José y Douglas que sé que estan

orgullosos de mi.

A mis mejores amigos, Vane, Jessi, Victory Yampool por su apoyo incondicional, por sostenerme

en mis peores momentos y no dejar que me rindiera, jGracias!, por ustedes aun sigo de pie.

A mi tutor de tesis el Doctor Jorge Ron Roman por darme una segunda oportunidad y confiar en
mi, gracias por ensefiarme con disciplina y pasion la sanidad animal, sin duda ver su trabajo y
dedicaciéon me inspir6 en mi trabajo y ahora es un referente de que existen profesionales que

aman lo que hacen.

Al técnico de laboratorio Ing. Michelle Yugcha y al equipo de trabajo del Proyecto BruTryp, por

ensefiarme y guiarme durante el trabajo de laboratorio.

Al Ing. Marlon Quinapanta jGracias!, sin ti, no lo hubiera logrado.

A la Academia de Investigacion y Ensefianza Superior (ARES) y la Universidad de Lieja Bélgica,

por el financiamiento del proyecto de investigacion.

A la Unidad de Becas del Municipio de Quito, por darme las herramientas necesarias para

culminar mis estudios y el desarrollo de esta tesis.

A la Carrera Agropecuaria IASA 1y a la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE por formarme

como una gran profesional y ensefiarme el amor al campo.



indice de contenidos

(02 1= 111 F- T TSP T PP PP 1
1072 4 11 o= T [ o USSR 2
Resultados de la herramienta para verificacion y/o analisis de similitud de contenidos............... 3
Responsabilidad de AULOITA ........ooiiiiiiiee et e e e e eas 4
AULOriZacion de PUDIICACION .........coiuiiiiiiieieie ettt e e snee e 5
(D7=To[[or= 1 (o] £ = PP OTPSPPRPPP 6
F Yo | =T [Tt g ][] ] (0 SO P PP PUPPPPPP 7
INICE dE CONTENIADS ...ttt ettt e sttt s st aese st et s s e e e enesens 8
INQICE @ TADIAS ........cveeieeietceeeeee ettt ettt ettt ettt a ettt ae s st tese s e sesens 12
[g Yo [ToT=3e L= 10 T = Y-SR 14
ST U 1T o PP PPRPPP 15
Y 0153 = Tod S PR PPTRERPPP PR 16
(07X =11 U 1@ 28 TR RRRURRR 17
INTRODUGCCION ......oiiiieee ettt ettt e e ae et e et st e s et e s et e s e s et ese et ese st ese e steneseeseeeeseneas 17
ANTECEABNTES ...tttk e bt e bt e e b et e e b et e st e s b et e s b et e s ne e e snnee e 17
JUSHIFICACION ...ttt b e bt e bt e e bt e e s e e nane e 18
(O 0T T=3 1701 SRR PPSSRR 19
ODBJELIVO GENEIAL......ccci e e e e e e s e e e e e e e e s s e e ennaaaeraaaeeaaans 19
ODjJEtIVOS ESPECITICOS. ...veiiiiiiiiii ettt ettt e et e e st e e s bt e e e e anbaeeeeaa 19

L T 0T L= 1RO 20
HIPOLESIS NUIA ...ttt sttt st e et e e st e e snbeeeanneeen 20
HIPOLESIS 0@ INVESTIGACION ... .eeiiiiieiiiie ettt e et e e nbe e e anneeens 20
CAPTTULO ettt s et e e e s st s e s e s s s e seees 21
REVISION DE LITERATURA ..ottt ettt sttt st sttt st eassaass et ase s atessstansenatenn s 21
Generalidades de la Paratuberculosis bovina............cccooiiiiiii 21



AGENTE CAUSA ...ttt e e e et e e e ekt e e e et e e e e abn e e e e e nnee s 21

JLIE= (0 Lo 2 ] - SRR 22
Patogenia y SigN0S — SINOMAS ......coiuiiiiiiie ettt sbe e e annee e 22
Ciclo evolutivo y Via de tranSMISION .........eveiiiiiiieiiiiie et 24
HOSPEAAUOIES Y FTESEIVOIIOS ......eveieeiiiiiiee e ettt e e ettt e ettt e e ettt e e et e e e e nb e e e s abn e e e e e nnnneeeeenees 27
1] oToTq = o1 = U O PP PPP R PPPRPPRPPTPRP 28
[=ToT0] g o]0 1 (o7 WO RTPPO VPR TOPPROPRRPTRN 28
SAIUA PUBICA ...ttt sttt be e e nee e 29
Restricciones de movilizacion de animales y/0 sub productos .........cccoccvveeeeiiiieeesnciine e 30
Pruebas diagnOSTICAS ........ueiieiiiiiee e ettt e e st e e e et e e e e et e e e e st e e e anseeeeeeanreeeeeannneeaeans 30
V1= (oo [0 RS o 1 (=) (o PP 32

Y/ 1=] (oo [0 RSN o [T = o1 (o LSRR 34
Distribucion geografica y prevalencCia..........cccc.oeeoiiiiiiiiiieee e 38
Estudios realizados €n €l MUNAO ..........ooiiiiiiiiiiiie e 38

F N (=T o= T =i - U PP RR 39
Lo N =T (o] SRR PP PRR 40
(= (o (0] (=TSR [T €1 T T SRR 42
Medidas de prevencion y control de la enfermedad.............c.ooociiiieiiee i 44
CAPITULO Ittt ettt 46
METODOLOGHIA ...ttt s s s s 46
Contexto del ProyECIO BIUTIYP ..coiueiiee ittt ettt et e et e e e e e nees 46
Determinacion del tamafio de la muestra y estrategia de submuestreo............ccocceeveeeerieenne 47
NUMero de MUESLras POI PrOVINCIAS ......uveeiririeiiiiieiiieeaieeeaiieessteee st e e e e sbeeesaeeesaeeeanneeens 48
Toma de muestras sanguineas del proyecto BruTIYP .....c.cooiveeiiieeiiiee e 48
Obtencion de suero sanguineo dentro del proyecto BruTryp ......c.coecveeiiieeiiiieeniiiee s 49
Almacenamiento de las muestras del proyecto BruTrypP........ccoouiieeiiiiieee i 49



Verificacidn de la existencia de los sueros sanguineos en el banco de muestras.................. 49

Ensayo inmunoenzimatico indireCto (IELISA) .......oooiiiiiiii e 49
DiSEM0 AE 1@ PIACA ... .eeeeeiiiiee e 50
PreparacCion de 10S FEACTIVOS .........cuiiiuiiieeiiiiiie ettt e e e enees 50
Preparacion de 18S MUESIIAS. ........ciiiiiiiiie et e e snee e 51
Interpretacion de reSUIAIOS .........coiiiieiii e 53

F N T LR =S = T L1 1o o J SR SUPRRRSPRRR 54
DiSefio NO XPEIMENTAL.........ooiiiiiie e e et e e e e 54
Determinacion de la PreValenCia...........uueeiiiiieee e nee e e e e e nees 54
Operatividad de 1S Variables .............eeiiiiiiie e e e e 55
Categorizacion de 1as fiNCAS ..o e a e e e 55
Encuestas epidemiolOgICas............uuiiiiiiiiiiiiiiiec e 55
[ = (o [15] (o= Wo [STSY ol ] ) 117 WA PURRRP 56
EStadistiCa INFEIENCIAL..........ciiiiiiee e e e e e e e nees 56

Determinacion de factores de MESOO .......c..uuuiiiiie it e e eaeas 56
Medidas epidemIOIOQICAS .........cccuviiiiieee e e e e e e e e e s et e e e e e e e s e aenaneees 57

Determinacion de la distribucion geografiCa............cccvvieieri i 59

CAPITULO IV ettt ettt bbbttt ettt s et b e s sttt s e s s b 60
RESULTADOS Y DISCUSION ....cooiiticieiieiecteeeee st et ee et teeetestesessstesaesssseseesaesssresasnsereans 60

Estadistica descriptiva de [a MUESTIA ..........uviiiiiiiieeiieie e 60
Distribucion de animales y hatos analizados en base a la zona geogréfica........................ 60
Distribucién de animales y hatos analizados en base al tamafio de la finca....................... 61
Distribucién de los animales muestreados en base al SEXO0.........ccocveeiiiiiiiiieiiiie i 62
Distribucién de los animales muestreados por edad Y SEXO0 ........ccoveeeiiieeriieeeniiiee e 63
Distribucion de animales POF FAZA........cccuieiieieiiiie ettt anee e 64

o (V7= U= o TSP 65



Prevalencia general de Paratuberculosis bovina en Ecuador...........ccccccoovivcviiieveeee e, 65

Prevalencia por Zona ge0OGIAfICA. .........uuiii it 67
Prevalencia por tamafio d& fINCA..........uuiiiiiiiiie e 71
Prevalencia por SEX0 del @niMal ............ooiiiiiiiiiiii e 72
Prevalencia por la edad del animal.............cooiiiiiiiiiii e 73
Prevalencia por la raza del animal ... 75
oo (o] (=T [ (=T o o TP PPPPPPRPPRPPTPRP 76
Dependencia de VariabIlesS ............oivi i 76

AV =To 1o F=TSR=T o] (o [T 0 4110 0 To 1= SRS 77
GEOIMEIEIENCIACION ... ittt ettt e e bt e e st e e e e e s nneeeanes 78
(07X =11 U1 1@ JAN OO RRRRURR 85
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ......coiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeteeeeteeeeeeeeeeeeee e 85
(O70] (o] 1151 o] 1= ST OP PP PPPP PR 85
RECOMENUACIONES ...ttt b e e bt e st e e s e e sbe e e anee e 86
X1 o1 ToTo = - PSR 87

11



indice de tablas

Tabla 1 Descripcion de la taxonomia de Mycobacterium avium subespecie

PAFATUDEICUIOSIS ... st e e
Tabla 2 Estadios clinicos de la paratuberCulosis.............occvviiiiiiiiiiiiiiie e
Tabla 3 Supervivencia de Mycobacterium avium subesp, paratuberculosis en el medio

=T ] 1= o (= S PPRRRR
Tabla 4 Pruebas diagnosticas para identificar Mycobacterium avium subesp.

paratuberculosisS €N DOVINOS.........c.uiiii e
Tabla 5 Sensibilizacion y especificidad de pruebas diagndsticas para identificar

Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis utilizadas en bovinos......................
Tabla 6 Prevalencia de Paratuberculosis bovina en Latinoameérica ...........ccccevvvvveeeeiiiieneeenne
Tabla 7 Prevalencia de Paratuberculosis bovina en Ecuador.............occcviiiiiiiiiiiiiiiiiieeee
Tabla 8 Constantes necesarias para el célculo de la submuestra...........cccccceeeeiiiiiiiiiieniee e,
Tabla 9 Tabla resumen del nUmero minimo de muestras necesarias por provincia para el

(21T (0o o T PP RPP
Tabla 10 Tabla ejemplificada del disefio de placa mantenido durante los ensayos.................
Tabla 11 Interpretacién de los resultados kit ELISA Paratuberculosis Screening....................
Tabla 12 Tabla de distribucion de medidas y factor de exposicion para célculos....................
Tabla 13 Distribucion de las muestras analizadas en base a la zona geografica y tamafo

(0 L= = U 1 o= U RS PPRSRRR

Tabla 14 Distribucion de las muestras tomadas en base al tamafio de la finca.......................
Tabla 15 Distribucion de las muestras en base al SEX0 .........cocvveveeiiiiii e i
Tabla 16 Distribucion de las muestras por €dad Y SEXO0........ccueeiuriiriiriiieeiiiee e
Tabla 17 Distribucion de 1aS MUESIIAS POI FAZA ......cccvvieiieieiieieiiee et
Tabla 18 Prevalencia de paratuberculosis en sueros bovinos analizados por la prueba de

TE L LS A e e e e e e s



Tabla 19 Prevalencia de Paratuberculosis por zona geogréfica en muestras de bovinos....... 67
Tabla 20 Prevalencia de Paratuberculosis bovina por tamafio de finca en muestras de
bovinos analizados POriELISA ... 71

Tabla 21 Prevalencia de Paratuberculosis por el sexo del animal en muestras de bovinos

ANAliZados POT IELISA ... ..o 72
Tabla 22 Prevalencia de Paratuberculosis por la edad del animal .............cccccooviiiiieiiiiinecnee 74
Tabla 23 Prevalencia de Paratuberculosis por la raza del animal ..............cccccooiiiiieiiiinccnee 75
Tabla 24 Analisis de chi-cuadrado y Odds ratio ...........coiieiiiieiiriiieiie e 76
Tabla 25 Medidas epidemioldgicas para determinar factores de riesgo........cccccccvvveviviereennnee. 77

13



indice de figuras

Figura 1 Hospederos, reservorios y vias de trasmision de MAP ...........ccccciiiiiiiiic e, 28
Figura 2 Fenémeno del iceberg de la Paratuberculosis bovina............cccccoeiiiiiiiciicncie 31
Figura 3 Tincion Ziehl-Neelsen de Mycobacterium avium supesp. paratuberculosis................. 32

Figura 4 Distribucion mundial de Mycobacterium avium supesp. paratuberculosis en el afio

124 39
Figura 5 Ubicacion del banco de bioldgicos del proyecto BruTryp......cccocveeeiveeiiieeiiieenieeeeie 46
Figura 6 Prevalencia de ParatuberculosiS por ProVinCia.............ccveeeiiiieeeiiiieiee e 69
Figura 7 Prevalencia de Paratuberculosis bovina en base al tamafio de la finca..................... 72

Figura 8 Mapa con las prevalencias de paratuberculosis bovina en 5 provincias de Ecuador.. 79
Figura 9 Mapa de fincas positivas a Paratuberculosis bovina en la provincia de Manabi......... 80
Figura 10 Mapa de fincas positivas a Paratuberculosis bovina en la provincia de Santo
Domingo de 10S TSACKIIAS ....cccccoiiiiee e 81
Figura 11 Mapa de fincas positivas a Paratuberculosis bovina en la provincia de Pichincha... 82
Figura 12 Mapa de fincas positivas a Paratuberculosis bovina en la provincia de Napo........... 83

Figura 13 Mapa de fincas positivas a Paratuberculosis bovina en la provincia de Orellana ..... 84

14



Resumen

En el presente estudio se determiné la prevalencia, distribucion geografica y factores de riesgo
de paratuberculosis bovina, causada por Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis, en 5
provincias de Ecuador. En total se analiz6 430 sueros bovinos provenientes de 170 hatos; se
llevd a cabo un diagnéstico seroldgico mediante la aplicacion del kit ELISA — paratuberculosis
Screening de la casa comercial IDEXX, obteniéndose una prevalencia general de 2,33% (10/430)
por animal y de 5,88% (10/170) por hato. A nivel de regién, la Costa presentd la mayor
prevalencia con 3,18%, seguido de la Sierra con 2,08% y la Amazonia con 1,23%. Las provincias
en estudio fueron Manabi con una prevalencia de 3,03%, Santo Domingo de los Tsé&chilas con
4,00%, Pichincha con 2,08% y Napo con 2,63%, en Orellana no se presentd prevalencia de la
enfermedad. Ademas, no se determind asociacion entre las variables tamafio de la finca, zona
de muestreo (region y provincia) con la presencia de la enfermedad (p>0,05), mediante un
analisis estadistico: Chi-cuadrado y Odds Ratio (OR), también, se calcul6 las medidas
epidemiolégicas de: riesgo relativo (RR), riesgo atribuible (RA) y fraccion etiolégica de la
poblacién (FEP) de la raza, edad y sexo del animal; determinando como factores de riesgo a la
raza y edad con valores de RR de 1,5y 1,44, RA de 2% y 0,8% para cada variable
respectivamente, y un FEP de 27% para la edad. Por ultimo, se realiz6 mapas de
georreferenciacién de los casos positivos a paratuberculosis, donde se observé que la

enfermedad se encuentra distribuida en las 3 regiones del pais.

Palabras clave: BOVINOS, PARATUBERCULOSIS, MAP, iELISA
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Abstract

In the present study, the prevalence, geographical distribution and risk factors of bovine
paratuberculosis, caused by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, in 5 provinces of
Ecuador. In total, 430 bovine sera from 170 herds were analyzed; A serological diagnosis was
carried out by applying the ELISA — paratuberculosis Screening kit from the commercial company
IDEXX, obtaining a general prevalence of 2,33% (10/430) per animal and 5,88% (10/170) per
herd. At the regional level, the Coast had the highest prevalence with 3,18%, followed by the
Sierra with 2,08% and the Amazon with 1,23%. The provinces under study were Manabi with a
prevalence of 3,03%, Santo Domingo de los Tsachilas with 4,00%, Pichincha with 2,08% and
Napo with 2,63%; in Orellana there was no prevalence of the disease. Furthermore, no
association was determined between the variables farm size, sampling area (region and province)
with the presence of the disease (p>0,05), through a statistical analysis: Chi-square and Odds
Ratio (OR). Also, the epidemiological measures of: relative risk (RR), attributable risk (AR) and
etiological fraction of the population (FEP) of the breed, age and sex of the animal were
calculated; determining race and age as risk factors with RR values of 1,5 and 1,44, RA of 2%
and 0,8% for each variable respectively, and an FEP of 27% for age. Finally, georeferencing
maps of positive paratuberculosis cases were made, where it was observed that the disease is

distributed in the 3 regions of the country.

Keywords: BOVINE, PARATUBERCULOSIS, MAP, iELISA
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CAPITULO |
INTRODUCCION
Antecedentes

La paratuberculosis o enfermedad de Johne, es una enfermedad que afecta al tracto
intestinal de los rumiantes, causada por Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis (MAP)
(Cocito et al., 1994). MAP es una bacteria Gram positiva, alcohol acido-resistente, que posee
resistencia térmica, y puede sobrevivir en superficies hasta por un afio (Ofia et al., 2015).

Existen varias cepas de MAP de las cuales la cepa C se encuentra principalmente en
bovinos, mientras que, la cepa S se presenta en ovejas y cabras (Escobar, 2018). La
transmision se produce comunmente por via fecal-oral, lactancia o intrauterina (Sweeney,
2011). La enfermedad en su fase clinica se manifiesta con una baja en la produccion de leche,
pérdida de peso, edema intermandibular, caquexia y diarrea crénica (Ofia et al., 2015).

En América Latina, la presencia de paratuberculosis ha sido reportada en varios paises
como Brasil, Argentina, Chile, Colombia, México, Pera, Venezuela, Panama y Bolivia;
detectando el agente causal en bovinos, caprinos, ovinos y bufalos (Espeschit et al., 2017). La
paratuberculosis representa grandes pérdidas econémicas a nivel mundial, debido a la baja en
la produccion de leche, la pérdida de peso y finalmente la muerte del animal (Escobar, 2018).

En Colombia, el estudio mas reciente sobre paratuberculosis bovina realizado por
Guzman et al. (2023), determinaron una prevalencia de 52,4% por animal y 100% por hato,
mediante la prueba de Ensayo por inmunoadsorcion indirecto (iELISA). Otras investigaciones
realizadas en Boyaca (Bulla Castafieda et al., 2020) y Antioquia (Correa Valencia et al., 2022)
determinaron prevalencias de 10,9% y 14,9% respectivamente, con el uso de técnicas iELISA'y
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

En Ecuador, la prevalencia de paratuberculosis bovina a nivel nacional es de 1,75% por
animal y 9,5% por hato, siendo la region Litoral la zona con mayor prevalencia 2,05%, seguido

de la region Sierra con 1,64%, region Insular con 1,32% y region Amazoénica con 1,00%,
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prevalencias determinadas a través de la prueba iELISA (Guaman, 2017). Aunque en el pais
Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis fue aislada e identificada por Escobar (2018),
en el pais no existen medidas de control y/o prevencién para la enfermedad.

Justificacion

En Ecuador, la ganaderia tiene un rol importante en la economia del pais, en el afio
2021 se estimo6 un total de 4 millones de cabezas de ganado del total nacional. La region Sierra
es la que mayor nimero de animales presenta, con 2°110.973 bovinos, seguida de la regién
Costa con 1'591.390 bovinos y la region Amazonica con 364.567 bovinos. Las principales
provincias ganaderas son: Manabi con 862.482 animales, seguido de Azuay con 349.817
animales, Chimborazo con 282.085 bovinos, Pichincha con 279.929 animales y Esmeraldas
con 272.110 animales (Estadisticas Agropecuarias [ESPAC], 2021).

La produccién de leche en el 2021 fue de 5°699.046 litros diarios, de los cuales
4°262.896 litros son destinados a venta liquida, y 385.079 litros para el consumo en los
terneros (ESPAC, 2021). Para el afio 2023, el precio de la leche para el productor se sitla en
$0,42 el litro, lo que representa grandes ganancias en la economia del sector rural (Ministerio
de Agricultura y Ganaderia [MAG], 2023).

La paratuberculosis bovina es una enfermedad de gran impacto econémico, ya que,
genera un descenso en la produccion de leche, enflaguecimiento de los animales y finalmente
la muerte del mismo, lo que repercute en grandes pérdidas econdémicas. Ademas, se asocia a
la enfermedad como una posible zoonosis por su relacion con la enfermedad de Crohn en
humanos (Organizacién Mundial de Sanidad Animal [OMSA], 2023).

Actualmente, no se dispone de informacién actualizada de la prevalencia y factores de
riesgo de la paratuberculosis bovina en las 3 regiones del Ecuador continental.

Debido a que la paratuberculosis es una enfermedad de declaracion obligatoria en el
Ecuador (Agencia de Regulacién y Control Fito y Zoosanitario [AGROCALIDAD], 2022),y a la

importancia de establecer estrategias de control y prevencion de esta enfermedad, es
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fundamental ampliar las investigaciones sobre paratuberculosis bovina, por lo que en el
presente proyecto se encamind a determinar la prevalencia, distribucion geogréaficay los
factores de riesgo en una sub muestra de sueros bovinos del banco de biolégicos del proyecto
BruTryp, proveniente de 5 provincias de Ecuador (Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas,

Pichincha, Napo y Orellana).

Objetivos
Objetivo General

Determinar la prevalencia, distribucion geografica y factores de riesgo de la
paratuberculosis bovina, de una sub muestra del banco de biolégicos de proyecto BruTryp,

proveniente de 5 provincias de Ecuador.

Objetivos especificos

Establecer la prevalencia de paratuberculosis bovina de una sub muestra del banco de
biolégicos del proyecto de vinculacion BruTryp, proveniente de las provincias de Manabi, Santo
Domingo de los Tséachilas, Pichincha, Napo y Orellana, mediante la aplicacién del kit ELISA —
Paratuberculosis Screening, de la casa comercial IDEXX.

Determinar la distribucion geogréfica de paratuberculosis bovina, mediante la
generacion de mapas en el programa Qgis, de puntos GPS recolectadas en el Proyecto
BruTryp mediante la aplicacion Epicollect5.

Determinar los factores de riesgo de paratuberculosis bovina, mediante el andlisis de
encuestas epidemiolégicas aplicadas a productores agropecuarios, durante la ejecucion del

proyecto BruTryp.
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Hipotesis
Hipotesis nula

La prevalencia de paratuberculosis en bovinos es nula o baja en la zona de muestreo
construida por las provincias de Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas, Pichincha, Napo y
Orellana.
Hipotesis de investigacion

La prevalencia de paratuberculosis en bovinos es alta en la zona de muestreo
construida por las provincias de Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas, Pichincha, Napo y

Orellana.
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CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA

Generalidades de la Paratuberculosis bovina

Agente causal

La paratuberculosis bovina es una enfermedad causada por Mycobacterium avium
subespecie paratuberculosis (MAP), una bacteria acido-alcohol resistente conocida
anteriormente como M. johnei (Center for Food Security y Public Health [CFSPH], 2007) MAP
fue descrita por primera vez en 1894 en Alemania por el Dr. H.A. Johne, que aisl6 e identifico el
organismo (OMSA, 2023).

Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis es una micobacteria obligada, Gram
positiva, cuyo tamafio oscila entre 0,5y 1,5 um, fenotipicamente se caracteriza por la formacién
de colonias rugosas y no pigmentadas (Castellanos et al., 2010).

MAP pertenece al género Mycobacterium, grupo que se caracteriza por presentar una
pared celular con un alto porcentaje de lipidos (40%), porcentaje mayor al que se presenta en
otras bacterias Gram positivas (5%) e incluso mayor al de las Gram negativas (10%); ademas,
tiene alto contenido de G + C en su genoma, esto le confiere al grupo la propiedad de acido-
alcohol resistencia (Castellanos et al., 2010).

MAP también forma parte del complejo Mycobacterium avium (MAC), este grupo de
micobacterias presentan un crecimiento lento (mayor a 7 dias), son capaces de crecer a
temperaturas de 20°C hasta 37°C, en amplios rangos de pH, desde 4 a 7,5 (Castellanos et al.,
2010). Sin embargo, esta subespecie a diferencia del resto de miembros del complejo presenta
genes Unicos como 1S900 y hspX (Lavers, 2013).

Se distinguen 2 tipos principales de MAP, el tipo Il o cepa C que infecta a bovinos,
rumiantes silvestres y no rumiantes y el tipo | o cepa S, que se encuentra principalmente en
ovinos y otros rumiantes pequefios; estas cepas se distinguen por polimorfismo de longitud de

fragmentos (CFSPH, 2007).
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Taxonomia

Descripcion de la taxonomia de Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis

Reino Bacteria
Phylum Actinomycetota
Clase Actinomycetes
Orden Mycobacteriales
Familia Mycobacteriaceae
Género Mycobacterium
Especie Mycobacterium avium
Subespecie paratuberculosis

Nota. Clasificacion ordenada y jerarquizada
de Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis. Recuperado de (National

Center for Biotechnology
[NCBI], 2023).

Patogenia y signos — sintomas

La paratuberculosis es una enfermedad crénica en los rumiantes, los principales

sintomas son diarrea, debilitamiento y finalmente muerte por caguexia, sin embargo, solo

Information

algunos portadores llegan a presentar sintomas visibles después de varios afios, la mayoria de

animales son solo portadores y no presentan sintomatologia; generalmente la temperatura y
apetito suelen ser normales y los animales estan alerta (CFSPH, 2007).

MAP tiene periodos de incubacion extensos que oscilan entre 4 meses a 15 afios. Los
signos clinicos se presentan en animales de 2 a 6 afios de edad, los sintomas iniciales son
leves como pérdida de peso, disminucion de la produccién de leche y pelaje aspero (CFSPH,
2007). Sin embargo, Sweeney (2011) menciona que los animales jovenes son mas

susceptibles a infectarse, generalmente en los primeros meses o incluso en los primeros dias

de vida, debido a que el intestino permanece abierto (permeable) en las primeras 24 horas de

vida, facilitando el ingreso de MAP.
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Cuando la bacteria ingresa al organismo del animal por ingestion, es absorbida por las
células M ubicadas sobre las placas intestinales de Peyer, lo que genera atrofia de las
vellosidades y el engrosamiento de la pared intestinal, causando 2 tipos de lesiones; 1)
multibacilar y 2) paucibacilar, que provocan pérdidas de proteinas plasméticas, y alteraciones
en la absorcion de nutrientes (Guaman, 2017). Como resultado de las lesiones, se observa una
enteritis granulomatosa cronica y linfadenitis en los rumiantes (Bulla et al., 2020).

Al inicio de la infeccion se da una respuesta inmune mediada por células (linfocitos Th);
cuando la inmunidad celular disminuye, se inicia la inmunidad humoral (entre 10 a 17 meses
pots-infeccién) con produccién de anticuerpos; en bovinos el anticuerpo producido por la
infeccion es la inmunoglobulina G (IgG) (Guaman, 2017). En la fase clinica de la enfermedad
se presentan concentraciones detectables de anticuerpos en Ensayo por inmunoadsorcion
ligado a una enzima (ELISA) comercial (Escobar, 2018).

El principal sintoma de la paratuberculosis es la diarrea, que en una fase leve es
intermitente, sin embargo, elimina al patégeno en las heces; conforme va avanzando la
enfermedad la diarrea es mas constante; se caracteriza por ser espesa, mucosa 0 con restos
epiteliales y sin sangre, lo que hace que los animales infectados se vuelvan cada vez mas
delgados y finalmente mueran por deshidratacion y caquexia (CFSPH, 2007).

Se distinguen 4 fases o etapas del desarrollo de la enfermedad:

Fase I. Infeccidn siliente. Esta fase se presenta en animales jévenes (terneros y
novillas) no se muestran signos clinicos, los animales son portadores de la enfermedad, pero
no hay deteccién del patdgeno en heces (Castellanos et al., 2010).

Fase Il. Fase subclinica. Se presenta generalmente en animales adultos que son
portadores de MAP, pero no presentan sintomatologia; sin embargo, presentan anticuerpos
circulantes y los animales excretan el patégeno en bajas cantidades y de manera intermitente

(Castellanos et al., 2010).
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Fase lll. Fase clinica. Los animales presentan signos clinicos como pérdida de peso,
baja en la produccién, pelo aspero y diarrea, los cuales se presentan tras varios afios de
infeccion por MAP (Castellanos et al., 2010).

Fase IV. Fase clinica avanzada. Los animales se presentan en estado de letargo,
enflaquecimiento y diarrea severa. Ademas, se observa un edema ventral y submandibular
debido a la hipoproteinemia (Castellanos et al., 2010).

Tabla 2

Estadios clinicos de la paratuberculosis

Etapa Desprendimiento Reactividad inmune Sintomas

de Micobacterias Humoral Celular clinicos

I Indetectable Bajo Alto Ausente

Il Medio Medio Medio Ausente

I Alto Alto Bajo Presente”
Nota. I, asintomatico, no excretor; Il, asintomatico, excretor; Ill, sintomatico, excretor;

*, deterioro de la lactancia, del aumento de peso y de la reproduccién; diarrea; anorexia,
caquexia y muerte. Recuperado de (Cocito et al.,1994) .

Los animales pueden pasar de la fase Il (fase subclinica) a la fase IV (fase clinica
avanzada) en tan solo pocas semanas, esto se debe a que MAP puede estar presente en el
tracto gastrointestinal de animales infectados durante afios sin causar sintomas, hasta que
llegan factores de estrés como la lactancia o una elevada carga animal que hacen que los
signos se manifiesten (Castellanos et al., 2010).

Ciclo evolutivo y via de transmisién

Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis se transmite cominmente por via oral-
fecal, los animales infectados eliminan la bacteria a través de las heces, que sobrevive en el
medio ambiente durante largos periodos (Sweeney, 2011). MAP permanece en estado latente
en las pasturas y otras superficies, representando un riesgo por ingestion para los animales en
pastoreo (Lavers, 2013).

Cuando el animal ingiere MAP, la bacteria entra al organismo a través de las tonsilas

(amigdalas), dentro del organismo, atraviesa la pared intestinal y es fagocitada por los
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macrofagos, lugar en donde sobrevive a la degradacion y empieza a replicarse. Finalmente, los
macrofagos migran hacia los nédulos linfaticos regionales, desencadenando una inflamacién
del intestino (Lavers, 2013). Conforme avanza la enfermedad, los fagocitos infectados se
extienden a otras partes del cuerpo, siendo detectados en sangre, higado, nédulos
retofaringeos, riflones, bazo, pulmones, ubres, Utero, testiculos, epididimo y semen (Escobar
Chamba, 2018), también se ha aislado MAP del calostro, leche, ubres y tracto reproductivo de
machos y hembras (CFSPH, 2007).

MAP es un patdgeno intracelular obligado y no puede replicarse fuera del huésped, sin
embargo, puede sobrevivir en el ambiente por largos periodos de tiempo, hasta mas de un afio
en el medio ambiente si esta protegido de la luz solar (Lavers, 2013). Se ha encontrado a la
bacteria viable hasta por una semana en la orina y hasta por 8 -11 meses en las heces bovinas
(CFSPH, 2007). De igual manera, esta micobacteria se puede mantener durante un afio en el
agua, y se ha detectado MAP viable en polvo sedimentado en establos lecheros (Lavers, 2013).
Tabla 3

Supervivencia de Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis en el medio ambiente

Lugar Tiempo
Orina 1 semana
Heces 8 — 11 meses
Agua 12 meses
Ambientes secos y sombrios 14 meses

Nota. Tiempo y lugares de supervivencia de
Mycobacterium avium subesp, paratuberculosis en el
medio ambiente. Adaptado de (Escobar, 2018).
Las micobacterias son resistentes al calor, congelacién o desecacion, pH acidos o
alcalinos, y agentes quimicos; sin embargo, son sensibles a la luz ultravioleta (Lavers, 2013).
Los animales jévenes, son los mas susceptibles a contraer la enfermedad, cuando se
encuentran en corrales contaminados, cuando se amamantan de una ubre sucia con heces o

por ingestién de alimentos o agua con heces (Sweeney, 2011); incluso, se pueden infectar

cuando beben leche o calostro contaminados, y por transmision horizontal entre terneros
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alojados en el mismo corral (CFSPH, 2007).También, se ha presentado transmisién vertical via
intrauterina, de la vaca infectada al feto (Sweeney, 2011).

A continuacion, se presentan las vias de transmisién de MAP:

Transmision fecal-oral. La via de transmision mas comun para la infeccion por MAP,
es mediante la ingestion de la bacteria en alimentos, leche, calostros o agua contaminados con
heces. Los ambientes contaminados como pasturas y corrales también son fuente en donde el
animal puede ingerir la bacteria (Lavers, 2013). Los animales infectados excretan la bacteria en
sus heces, hasta 10* UFC (unidades formadoras de colonias) por gramo de materia fecal, lo
gue genera mayor contaminacion del ambiente (Fernandez, 2016).

Transmision intrauterina. Se puede dar una transmision vertical de MAP, las vacas
infectadas transmiten la bacteria al feto a través del Gtero y placenta, cuando la bacteria se
dispersa en los tejidos del cuerpo penetra la placenta e infecta a los fetos (Cardenas y
Pefialoza, 2017). Se ha aislado MAP del endometrio de hembras gestantes, sin embargo, no
provoca abortos (Zapata et al., 2008).

Generalmente las infecciones intrauterinas se producen de animales en la fase clinica
avanzada, que tienen grandes cargas bacterianas de MAP, por lo que la posibilidad de una
infeccién congénita es de 20% a 40% (Cardenas y Pefaloza, 2017).

Transmision por lactancia. A medida que avanza la infeccién por MAP, el animal
excreta la bacteria directamente en la leche o el calostro (Collins y Manning, 2023). Se ha
aislado MAP de la glandula mamaria, el 35% de vacas con signos clinicos elimina la bacteria
en la leche (CFSPH, 2007).

Transmision por semen. Ayele et al. (2004) en su estudio, determinaron que toros
infectados con MAP en etapa subclinica, liberaron a la micobacteria en el semen, siendo esta
otra via de transmision de la enfermedad. La diseminacién se puede dar a través de monta
natural o por la inseminacion artificial, ya que, la bacteria es muy resistente a los antibioticos y

la temperatura, afectando al entorno uterino de las vacas (Fernandez, 2016).
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Transmision por vectores. Otras vias de trasmisidén puede ser los insectos que actlian
como vectores mecénicos (CFSPH, 2007). Ademas, el comercio de animales infectados es la
principal forma de diseminacion de la enfermedad (Cardenas y Pefialoza, 2017).

Se conoce poco sobre la transmision de MAP en especies no rumiantes, sin embargo,
la depredacién es una posible via de propagacién en los animales silvestres (Castellanos et al.,
2010). Es importante indicar que es posible la transmision entre especies rumiantes y no

rumiantes, por lo que, la fauna silvestre puede propagar MAP entre granjas (CFSPH, 2007).

Hospedadores y reservorios

Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis afecta generalmente a especies
rumiantes principalmente a bovinos y ovinos, dentro de los animales infectados vive en los
macrofagos alojandose en el intestino (Quinn et al., 2011).

MAP también puede infectar a una amplia variedad de especies animales rumiantes y
no rumiantes como: caprinos, camélidos, lagomorfos, bufalos, ciervos, renos, primates y
carnivoros silvestres (Retamal et al., 2011). De igual manera, se ha aislado MAP de gatos,
zorros, armifios, comadrejas, tejon europeo, 0sos, mapaches, armadillos, zariglieyas, ratones y
ratas e incluso en aves (CFSPH, 2007)

Los reservorios naturales de MAP pueden ser animales silvestres o domesticados
como: conejos silvestres, ovejas y cerdos que mediante sus excretas pueden diseminar la
bacteria (Zapata Restrepo et al., 2008). También se ha aislado MAP de protozoos, lombrices de
tierra, dipteros, cucarachas, en estos organismos lleva a cabo un estado de vida intracelular
con iguales mecanismos de virulencia de infeccién del macréfago hasta llegar a la célula

objetivo del hospedero animal (Retamal et al., 2011).
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Figura 1

Hospederos, reservorios y vias de trasmision de MAP

Reservorios medioambientales Animales salvajes

N

Animales :/ 4
domésticos
/ ,2,5

Infeccidén oral
Infeccion por aerosoles
Transmision pasiva

it ol o

Infeccion por productos
derivados

5. Infeccién por depredacion

Individuo inmunocompetente J I Individuo inmunocomprometido

Nota. Detalle de vias de trasmision, hospederos y reservorios de MAP. Recuperado de
(Castellanos et al., 2010).

Importancia
Econdmica

La paratuberculosis genera grandes pérdidas econdmicas directas desde el descenso
en la produccion de leche, bajo rendimiento a la canal y finalmente la muerte del animal (Jorge
et al., 2005).

En un estudio realizado por Kudahl y Nielsen (2009), en donde se diagnostic6 bovinos
positivos para paratuberculosis por medio de la prueba de cultivo fecal, se observé que los
animales infectados con MAP presentaron disminucion de peso del 15%, por ende, el valor al

sacrificio se redujo en un 31%, en comparacion con animales que no se encontraban
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infectados. En el mismo estudio, los animales que presentaron signos histolégicos como
enteritis 0 edemas, redujeron su peso en un 20% y su valor al sacrificio en 48%.

Los animales infectados de forma asintomatica, también presentan perdidas en la
produccién, CFSPH (2007) calcula que los portadores asintomaticos producen 15-16% menos
de leche, con pérdidas aproximadas de 590 a 1270 kg de leche por lactancia. También, se ha
presentado hasta un 25% de reduccion en la produccién de leche en vacas asintomaticas en la
primera lactacion (Jorge et al., 2005). Este descenso productivo de la leche, representa
pérdidas econdmicas anuales del 1% en los ingresos brutos por leche en hatos infectados con
paratuberculosis, es decir, una pérdida econdmica de US$ 33 por vaca infectada; en Estados
Unidos se calcula perdidas de US$ 198 millones anuales, US$ 75 millones en Alemania, US$
56 millones en Francia, US$ 54 millones en Nueva Zelanda y US$ 28 millones en Canada
(Rasmussen et al., 2021).

También se registran pérdidas econémicas en el consumo de alimento por parte de los
animales, ya que, esta enfermedad afecta la absorcion de nutrientes, el alimento no es
aprovechado por el animal, por lo que, hay una disminucién de la condicién corporal a medida
gue la enfermedad avanza (Jorge et al., 2005).

Salud publica

La paratuberculosis bovina es vista como una enfermedad zoondtica, debido a que, se
la relaciona con la Enfermedad de Crohn (EC) en los humanos; el agente causal de la
paratuberculosis Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis ha sido detectado en algunos
pacientes con la enfermedad de Crohn (OMSA, 2023), siendo, la sintomatologia y la
fisiopatologia similar entre ambas enfermedades (Retamal et al., 2011).

La enfermedad de Crohn es una enteritis crénica de los humanos, que se caracteriza
por periodos de malestar, dolor abdominal, pérdida de peso y diarreas cronicas, que

generalmente comienza entre los 16 y 25 afios, que persiste toda la vida (CFSPH, 2007),
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observandose lesiones granulomatosas, por la proliferacion de las células endoteliales y una
obstruccion de los vasos sanguineos linfaticos (Retamal et al., 2011).

No se ha demostrado que MAP sea el agente causal de la enfermedad de Crohn
(OMSA, 2023), por lo que, aun se desconoce la causa de la enfermedad; puede ser el
resultado de varios factores como la genética, la respuesta inmunol6gica anormal y factores
ambientales que predisponen a la enfermedad (CFSPH, 2007).

Restricciones de movilizacion de animales y/o sub productos

Debido a que MAP podria afectar al humano, se ha profundizado en el control de la
leche y los derivados lacteos que pueden ser fuente de contaminacion para las personas, esto
con el fin de minimizar la exposiciébn humana a la micobacteria y proteger a los consumidores
contra el posible riesgo de infeccion (Benavides et al., 2015).

Algunas fuentes de infeccién de la paratuberculosis en humanos es el consumo de
leche cruda o de subproductos como queso hecho con leche sin pasteurizar, también la ingesta
de agua contamina con heces de bovinos infectados (De Waard, 2010).

Un estudio realizado por Cirone et al., (2022) en donde analiza la calidad de 384
muestras de leche pasteurizada a la venta, identificé a la micobacteria en 1,56% de las
muestras analizadas que resultaron positivo para MAP en la prueba IS900-PCR. También se
analiz6 la calidad del yogurt y de queso, sin que se haya encontrado la presencia de MAP en
los subproductos, por lo que, se determind que la leche pasteurizada y los subproductos no son
fuentes significativas de transmision del patdgeno a los humanos.

Pruebas diagnésticas

La infeccion por MAP puede estar presente en un predio sin ser detectado durante
afos, generalmente la infeccion se produce en los primeros afios de vida del animal, pero se
manifiesta a partir de los 2 a 4 afios de edad (CFSPH, 2007) . La identificacion de bovinos

infectados con MAP es un desafio completo, ya que, solo el 25 al 30% de animales infectados
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son detectados mediante las pruebas diagnosticas presentandose el fenémeno “iceberg”
(Fernandez, 2016).

El fendbmeno iceberg consiste en que solo los animales infectados que se encuentran en
la etapa clinica de la enfermedad son diagnosticados mediante métodos tradicionales,
formando la punta del iceberg, mientras que, la mayoria de animales que tienen la enfermedad
y no son identificados se encuentran en la base del iceberg (Fernandez, 2016).

Figura 2

Fendmeno del iceberg de la Paratuberculosis bovina

Etapa avanzada 1 bovino
: Enfermedad
; visible
Etapaclinica 1-2 bo
Etapa subclinica
Enfermedad
no visible
Etapasilente

Nota. Enfermedad visible (punta del iceberg), enfermedad no visible (base del
iceberg). Recuperado de (Sanchez, 2019).

Los métodos de diagnoéstico se clasifican en métodos directos, aquellos que detectan el
organismo; y como métodos indirectos, aquellos que evallan la respuesta inmune del huésped

a la infeccion (Escobar, 2018).
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Métodos directos
Entre los métodos directos para la deteccion de paratuberculosis bovina se encuentran:

Diagnostico histopatolégico. Es un método post-morten para la deteccion de
paratuberculosis, en donde se inspecciona la mucosa del ileon terminal, en donde se observa
plegamiento y engrosamiento de los vasos linfaticos, ademés se puede visualizar las placas
discontinuas y ganglios calcificados (OMSA, 2018).

Tincién Ziehl-Neelsen. La tincion se realiza en un frotis obtenido de la mucosa
intestinal o de las heces, en donde se observa agregados bacterianos (de tres a mas
microrganismo) de bacterias acido-alcohol resistentes, sin embargo, esta prueba no es
especifica, ya que, se puede confundir con otras micobacterias (Lavers, 2013).

MAP resulta positivo a la tincion de Ziehl-Neelsen (acido-alcohol resistente) debido a
gue en su pared contiene gran cantidad de acidos micolicos que se colorean con fuscina 'y

resisten la decoloracion con alcohol acido (Cocito et al., 1994).

Figura 3

Tincion Ziehl-Neelsen de Mycobacterium avium supesp. paratuberculosis

Nota. Bacterias MAP (tefiidas de rojo) que crecen dentro de los
glébulos blancos del huésped (tefiidas de azul). Recuperado de
(Collins y Manning, 2023).
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Cultivo de material fecal. El cultivo fecal es la prueba diagndstica mas sensible y
especifica ante-morten para detectar paratuberculosis, se usa como prueba de referencia (gold
standard) (Lavers, 2013); sin embargo, este método es de crecimiento lento, debido a que, las
colonias primarias de MAP suelen aparecer entre 5 a 6 meses después de la inoculacion, y
resulta una técnica muy costosa (OMSA, 2018).

Este método es capaz de detectar entre 30 — 40% de animales con la enfermedad, ya
que, detecta solo a animales infectados en etapa clinica avanzada, los animales en esta etapa
excretan mas de 100 UFC/ gramo de heces, y detecta muy pocos animales en los estadios
iniciales (Castellanos et al., 2010). La OMSA (2018) menciona que, mediante el cultivo de
heces se puede detectar animales infectados 6 meses antes de que presenten signos clinicos.

El crecimiento de MAP se caracteriza por ser lento, ya que su tiempo de duplicacién va
entre 22 y 26 horas; esta micobacteria no produce micobactina quelante de hierro, por lo que
requiere de medios enriquecidos con piruvato de sodio y micobactina J para su desarrollo
(Lavers, 2013). Los medios adecuados para el crecimiento de MAP son el de yema de huevo
de Herrold (HEYM), medio Lowenstein-Jensen y los medios Middlebrook 7H9, 7H10y 7H11
(Castellanos et al., 2010). En el medio de Herrold, las colonias inicialmente son muy pequefias,
incoloras, semiesféricas y translucidas, con margenes redondos parejos y una superficie lisa y
brillante. Con el tiempo, las colonias se vuelven mas grandes, mas opacas y asperas (CFSPH,
2007) . Ademas, se debe realizar un pretratamiento de las muestras, con el uso de acido
oxdlico y NaOH o el uso de cloruro de hexadecilpiridinio (HPC) para la descontaminacion de
otras bacterias y hongos (OMSA, 2018).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Es un método mucho mas rapido y facil
gue el cultivo (Lavers, 2013). Las sondas de PCR pueden detectar a MAP e incluso
diferenciarlo de otras especies de mycobacterium (CFSPH, 2007). La PCR esta dirigida a
fragmentos especificos de la secuencia de MAP siendo la més utilizada I1S900, por lo que esta

prueba tiene 100% de sensibilidad y especificidad (Escobar, 2018).
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Actualmente, esta técnica ha sido muy empleada para detectar MAP, por lo que, se
dispone de PCR comerciales para muestras de leche y heces, que permiten identificar
rapidamente las cepas aisladas (OMSA, 2018). También se ha utilizado electroforesis de
campo y polimorfismo de longitud de fragmentos para diferenciar las cepas Cy S de MAP

(CFSPH, 2007).

Métodos indirectos
Entre los métodos indirectos para la deteccion de paratuberculosis bovina se

encuentran:

Prueba de intradermoreaccién. Esta técnica detecta la respuesta celular in vivo, y
consiste en la inoculacion de un derivado proteico purificado (PPD) aviar o johnina intradérmica
en la tabla de cuello del animal, a las 48 horas después se observa si existe una respuesta
local de hipersensibilidad retardada (Escobar, 2018). Esta respuesta se observa en el aumento
en tamafio de la inflamacion dejada por la prueba, es asi que si esta inflamacion aumenta en 2
mm a las 48 horas el resultado es positivo (Buitrago et al., 2021). Sin embargo, la especificidad
y sensibilidad de esta prueba son bajas, debido a que se puede producir reacciones cruzadas

con otras micobacterias, resultando en falsos positivos (Escobar, 2018).

Prueba de liberacién de interfer6n gama (IFN-y). Esta prueba se basa en la deteccién
cuantitativa del interferon gama (IFN-y) en plasma de bovinos, la liberacion de IFN-y se da a
partir de linfocitos sensibilizados con antigeno especifico, ya sea, derivado proteico purificado
(PPD) aviar o johnina. La cuantificacion del IFN-y se la realiza a través de un Ensayo de
inmunoadsorcion (ELISA) tipo sandwich, con el uso de anticuerpos monoclonales (OMSA,
2018). La sensibilidad de esta prueba es de 85%, mientras que, la especificidad es de 94%

para el diagnostico en ganado bovino (Nielsen y Toft, 2008).
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Fijacion del complemento (CF). Esta técnica consiste en la activacion del
complemento, dado por la unién antigeno-anticuerpo, si el complemento se une a eritrocitos se
produce complejos de ataque de membrana provocando hemolisis, si esta se presenta el
animal es negativo, mientras que, si no se presenta hemolisis el animal es positivo, debido a la
fijacién del complemento (OMSA, 2018). Generalmente se usa esta prueba diagndstica para
detectar animales altamente infectados, sin embargo, esta prueba presenta baja sensibilidad y
produce falsos positivos (Whitlock et al., 2000).

Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA). La técnica ELISA (en inglés
Enzyme linked inmunosorbente assay) es la prueba mas sensible y especifica para la deteccion
de anticuerpos contra MAP en el ganado bovino (OMSA, 2018); ademas, tiene un tiempo de
respuesta rapido 1 dia y es de costo aceptable (Lavers, 2013).

Esta prueba mide los niveles de anticuerpos (IgG) presentes en suero o en leche
usando enzimas ligadas, cuantifica la presencia de estos anticuerpos a través de la densidad
Optica (Lavers, 2013). El color desarrollado, medido por espectrofotometria, a una longitud de
onda especifica, es proporcional a la cantidad de anticuerpo presente en la muestra (OMSA,
2018).

Actualmente, los kits comerciales han descrito nuevos antigenos y anticuerpos para
aumentar la sensibilidad y especificidad de la prueba (Castellanos et al., 2010), es asi que,
como primer paso se usa un extracto de Mycobaterium phlei para neutralizar posibles
reacciones cruzadas con otras micobacterias, lo que hace a la prueba mas especifica (Lavers,
2013).

Se ha determinado que la sensibilidad del ELISA depende de la fase de la enfermedad
y la edad del animal (OMSA, 2018). Jubb et al., (2004) determinaron una sensibilidad entre 20 y
30% en grupos con animales adultos, mientras que, la sensibilidad para animales de 2, 3y 4

afios fue de 1,2, 8,9 y 11,6% respectivamente. Por lo contrario, Nielsen y Toft, (2008)
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mencionan que las sensibilidades del ELISA en el ganado bovino estan entre el 24y 94%, y la
especificidad entre el 40 y 100%.

También se ha probado el diagnostico de paratuberculosis, mediante la aplicacién del
test ELISA con muestras de leche, es asi que, Collins et al. (2005) determiné 60-70% de
muestras de leche positivos para ELISA, cuando el animal se encuentra en la fase clinica 'y
elimina grandes cantidades de la micobacteria en las heces, mientras que, determiné 5-30% de
leche con prueba ELISA positiva en animales que eliminan la bacteria de forma intermitente.
Los valores antes indicados se deben a que la respuesta de anticuerpos y la eliminacion de la
bacteria no se dan de manera simultdnea, por lo que un resultado positivo ELISA en leche
puede ocurrir antes o después de la excrecion de MAP (Lavers, 2013), por lo que, Nielsen y
Toft, (2008) en su estudio presentan una sensibilidad del ELISA para leche, en ganado bovino,

entre 21-61%, y las especificidades en el 83-100%.

Inmunodifusion en gel de agar (AGID). Se usa generalmente para la confirmacion de
paratuberculosis en ganado caprino, ovino y en bovinos, esta prueba identifica a animales en
fase clinica que presentan anticuerpos, por lo que su aplicaciéon en el diagnéstico de animales
subclinicos es reducida, sin embargo, presenta mayor sensibilidad y especificidad en
comparacion con el test de fijaciéon del complemento (FC) (Castellanos et al., 2010).

Esta técnica se basa en la reaccién antigeno-anticuerpo en geles de agarosa, el
antigeno empleado es un extracto protoplasmico de la cepa de M. avium 18, el antigeno se
afiade en el centro de los pocillos, mientras que los sueros, el control positivo y el control
negativo se afiaden en los pocillos periféricos alternos. Después de 24 y 48 horas se examinan
los geles para comprobar la presencia de lineas de precipitacion, la aparicién de una o mas
lineas de precipitacion claramente definidas se interpreta como un resultado positivo, mientras
gue, la ausencia de lineas de precipitacion es considerado como un resultado negativo (OMSA,

2018).
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La capacidad de deteccion de las pruebas diagnosticas depende de la etapa de la
enfermedad en la que se encuentra el animal Tabla 4.

Tabla 4

Pruebas diagndsticas para identificar Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis en

bovinos

Tipo de ensayo Fase | Fase ll Fases llly IV
Signos clinicos de la enfermedad No No Si
Cultivo de heces No En ocasiones Si
PCR No En ocasiones Si
Tincién de acido -alcohol resistencia No En ocasiones Si
IFN-y En ocasiones Si En ocasiones
Serologia No En ocasiones Si

Nota. PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, IFN-y: Prueba de liberacién de
interferébn gama. Recuperado de (Castellanos et al., 2010).

Tabla 5

Sensibilizacién y especificidad de pruebas diagndsticas para identificar Mycobacterium avium

subesp. paratuberculosis utilizadas en bovinos

Estado de la

enfermedad que Sensibilidad

Prueba Especificidad

diagnostica

potencial

potencial

ELISA en suero
Reaccion intradérmica
Interferon gamma

Frotis fecal
Cultivo fecal
PCR fecal
Cultivo tisular
Patologia
Histopatologia

Signos clinicos

Subclinica, clinica
Siliente, Subclinica
Siliente, Subclinica
Subclinica, clinica
Todas las etapas
Todas las etapas
Todas las etapas
Clinica
Subclinica, clinica
Clinica

<40% - >70%
40% - >70%
Desconocida
<40%
<40% - >70%
40% - >70%
>70%
<40% - 70%
<40% - >70%
<40% - >70%

40% - >70%
40% - 70%
Desconocida
<40% - 70%
>70%
>70%
>70%
<40% - >70%
<40% - >70%
<40% - >70%

Nota. ELISA: Ensayo de imnunoabsorcion ligado a una enzima, PCR: Reaccidon en cadena
de la polimerasa, <: menor, >: mayor, %: porcentaje. Recuperado de (Sanchez, 2019).
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Distribucién geogréafica y prevalencia

Estudios realizados en el mundo

La paratuberculosis bovina (PTB) se distribuye a nivel mundial, se encuentra presente
en Europa, Norteamérica, Sudamérica, Asia, Australia y Africa (OMSA, 2023); se ha indicado
gue solamente Suecia y algunos estados de Australia estan libres de la enfermedad (CFSPH,
2007). Las herramientas de diagndstico mas empleadas para determinar la prevalencia de
paratuberculosis bovina cominmente son ELISA indirecto y PCR (Zambrano, 2020).

En Europa, se determiné una prevalencia entre 0,08 - 8,8%, en 20.379 animales
muestreados, en América del norte se determind una prevalencia de 2,6 - 9,4% en 61.504
animales, en Asia se determind una prevalencia de 11,7%, en 1.038 animales, en los tres
estudios se utilizé ELISA como método diagndstico, en Africa se determind una prevalencia de
9,5% mediante PCR, de una poblacion de estudio de 138 animales (Zambrano, 2020).

En un estudio realizado por Fanelli et al. (2020), mencionan que la enfermedad se
encuentra presente en 41 de 47 paises europeos analizados, de los cuales 27 paises (57,4%)
fueron clasificados como enzodticos, es decir, paises en donde la enfermedad se encuentra
presente de manera periédica, 14 paises (29,7%) como epizodéticos en donde la enfermedad es
transitoria y en solo 6 paises (12,7%) no se ha reportado la presencia de paratuberculosis
bovina, Alemania y Espafia presentan una alta prevalencia de la enfermedad.

En Estados Unidos, se determind una prevalencia aparente de paratuberculosis bovina
de 70,4% a nivel de rebafo, es decir, que de 524 animales muestreados 369 resultaron
positivos en el cultivo fecal; sin embargo, se estimé una prevalencia real de 91,1% (Lombard et
al., 2013). Se ha informado que el indice de infeccion en este pais, es mas comun en el ganado
bovino lechero presentandose 24,2% en el medio Oeste, 23,5% en el Oeste, 17,2% en el
Sudeste y 16,1% en el Noreste, sin embrago la prevalencia es menor en el ganado bovino de

carne presentandose hasta en un 8% (CFSPH, 2007). Estudios mas recientes realizados por
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Machado et al., (2018) en el medio Oeste, determiné una prevalencia de 4,9%, en donde se
analiz6é 45.652 muestras de leche mediante diagnostico ELISA, de las cuales 2.222 resultaron
seropositivas.

En Canad4, se reportd una seroprevalencia a por animal entre 1,3 y 7,0%, y a nivel de
hato de 9,8 a 40,0% (Tiwari et al., 2006). Estudios mas recientes realizados por Corbett et al.
(2018), se diagnostico paratuberculosis bovina mediante la técnica de cultivo fecal de MAP en
362 granjas pertenecientes a 4 regiones de Canada, determinando asi una prevalencia de 66%
correspondiente al oeste, 54% en Ontario, 24% en Quebec y 47% en el Atlantico.

Figura 4

Distribucion mundial de Mycobacterium avium supesp. paratuberculosis en el afio 2018

Prevalencia a nivel de rebafio lechero
:] No reportado
[] 0.1%-10%
[ 10% - 50%
Bl 506

Nota. Mapa detallado de la distribucion y prevalencia de Mycobacterium avium
subesp. paratuberculosis en el afio 2018. Recuperado de (Collins y Manning, 2023).

América Latina

En América Latina, la presencia de paratuberculosis ha sido reportada en varios paises
como Brasil, Argentina, Chile, Colombia, México, Peru, Venezuela y Panama; detectando el
agente causal en bovinos, caprinos, ovinos y bufalos, también, en algunos animales salvajes

como ovinos, lagomorfos y guanacos (Espeschit et al., 2017).
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Tabla 6

Prevalencia de Paratuberculosis bovina en Latinoamérica

C Técni )
Afo Autor Pais Muestras a_s_os . ecnlcg Prevalencia
positivos diagnostica
10 Intradérmica 4,16%
2006 Alfaro et al. Venezuela 240 173 ELISA 72.1%
, 207 3 ELISA suero 1,45%
2009 Sanchezetal. Venezuela 77 3 ELISA leche 5.19%
2010 Retamal et al. Chile 775 104 ELISA 13,4
Bustamante et 60 22 Serolégica 36,7%
2011 al Pert 18 5 Cultivo fecal 27, 7%
' 18 2 PCR 11,1%
2013 Goodridge et al. Panama 45 19 ELISA 42%
. . Animal 10,7%
201 Vil l. B [ 2504 252 ELISA '
015 ilar et a rasi 50 5 S Hato 34.5%
. Narifio, . Animal 8%
2015 Benavides et al. Colombia 958 77 iELISA Hato 94%
2018  Verdugo et al. Chile 4963 313 ELISA 6,3%
i 0,
2019 Abdalaetal.  Argentina ELISA o 92070
1400 130 Animal 9%
Hato 66%
2020  Bullaetal Boyaca, 604 66 IELISA 10,9%
Colombia
2021 Osuna et al. México 385 8 ELISA 2,08%
2021 Comreaetal  nuoquia, 94 14 PCR 14.9%
Colombia
2022 Naranjo et al. Colombia 840 35 iIELISA 4,17%
2023 Setim et al. Sur, Brasil 362 20 ELISA 17%
i 0,
2023 Guzmanetal. Colombia 1000 524 IELISA Animal 52%

Hato 100%

Nota. Recopilacion de prevalencias en diferentes paises de Latinoamérica. PCR: Reaccién en
cadena de la polimerasa, iELISA: Ensayo de inmunoabsorcion ligado a un enzima indirecto.
Autoria Propia.

Ecuador

En Ecuador, segun un estudio realizado en 2017 por Guaman, (2017), en base a una

muestra de 5.047 bovinos provenientes de 716 hatos, de las 4 regiones de Ecuador, se

determiné que la prevalencia de paratuberculosis bovina a nivel nacional es de 1,75% por

animal y 9,5% por hato, siendo la regién Litoral la zona con mayor prevalencia 2,05%, seguido
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de la region Sierra con 1,64%, region Insular con 1.32% y region Amazoénica con 1,00%. Para
el 2020 en un estudio realizado por Echeverria et al. (2020), determind una prevalencia de
25%, mediante el método de iELISA en 600 vacas muestreadas, de las cuales 150 resultaron
seropositivas ha paratuberculosis.

Se identificd a Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis, por primera vez en el
Ecuador por Echeverria et al. (2020), mediante una prueba molecular de PCR, con la
amplificacién del fragmento 1S-900, ya que, antes no se habia reportado a la micobacteria en el
pais; sin embargo, también se idéntico otras cepas del género Mycobacterium, M. fortuitum y

M. avium, que generaban una reaccion cruzada en la prueba ELISA.

Tabla7

Prevalencia de Paratuberculosis bovina en Ecuador

Casos Técnica

Afio Autor Provincia Muestras . ) i Prevalencia
positivos Diagnostica
2015 Ofia et al. Pichincha 384 28 iIELISA 7,29%
Céardenas y Azuay 251 10 . 3,98%
2017 peraloza Cafiar 149 13 IELISA 8,72%
2020 Aldas Santo 1130 59 iELISA 5,2%
Domingo
200 109 iIELISA 54,5%
Pichincha 109 20 CF 18,3%
109 5 PCR 4,6%
Echeverria et Santo 200 14 IELISA 7%
2020 al Domindo 14 7 CF 50%
' 9 14 2 PCR 14,3%
200 27 iIELISA 13,5%
Azuay 27 3 CF 11,1%
27 0 PCR 0%
2020 Maldonadoy Canar 180 39 IELISA 22%
Pérez Azuay
2021 Maldonadoy Canar 109 30 IELISA 28%
Pérez Azuay
2022 Maldonadoy - Canar 150 24 iELISA 16%
Pérez Azuay
i 0,
2023 RoanJIIo y Camal, 63 12 . ZN , 19%
Veléz Guayas 3 Histopatologia 4,8%

Nota. Recopilacion de prevalencias en diferentes provincias del Ecuador. PCR: Reacciéon en
cadena de la polimerasa, iELISA: Ensayo de inmunoabsorcién ligado a un enzima indirecto, ZN:
Tincién Ziehl Neelsen, CF: cultivo fecal. Autoria Propia.
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Factores de riesgo

Se considera como factores de riesgo, a aquellas condiciones o situaciones que
predisponen al animal a presentar la enfermedad. Algunos de los factores que se asocian a la
infeccién de Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis son: diferencias regionales,
tamafio del hato, edad y raza del animal, manejo de terneros y dinamica del hato (Tiwari et al.,
2009).

La edad del animal es el principal factor de riesgo para paratuberculosis bovina, debido
a que, los animales jévenes son los mas susceptibles a la enfermedad, mientras que, los
animales adultos generan cierta resistencia a MAP. Bulla et al., (2020) determinaron una
asociacion significativa entre la edad de los animales y la presentacion de la enfermedad,
determinando que en bovinos de 2 a 3 afios se presenta altas prevalencias de paratuberculosis
18,7% (20/107), mientras que, se presentd prevalencias de 9,4% (38/406) en bovinos de 3 a 4
afios y 8,8% (8/91) en animales mayores de 4 afios. Ademas, en el estudio se establecié que la
edad de 3 a 4 afios, puede considerarse como un factor de proteccién (RR<1) contra la
enfermedad.

La raza del animal no se encuentra asociada con la presentacion de la enfermedad, sin
embargo, Bulla et al., (2020) encontré una mayor prevalencia de paratuberculosis en bovinos
de la raza Jersey 16% (26/162), seguido de la raza Holstein 10,6% (23/218), Ayrshire 8,8%
(12/137) y Normando 5,7% (5/87); esto debido a que puede existir predisposicion genética de
ciertas razas de ganado y lineas familiares para contraer la enfermedad.

El tamafio del hato, es un factor que no tiene asociacion con la presentacion de la
enfermedad, Cardenas y Pefialoza, (2017) mediante la prueba de chi-cuadrado determinaron
gue tanto vacas de hatos pequefios como de hatos grandes tienen la misma oportunidad de
presentar 0 no anticuerpos para MAP.

La presencia de diarrea también ha sido analizada como posible factor de riesgo,

Céardenas y Pefialoza, (2017) establecieron que existe asociacion entre el estado de salud del
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animal y la presentacion de la enfermedad, por lo que, en vacas con diarrea es mas frecuente
encontrar anticuerpos para MAP.

La condicion corporal del animal, también puede ser un factor de riesgo en la
paratuberculosis, ya que, MAP afecta principalmente a animales bien acondicionados para
asegurar su establecimiento y posterior multiplicacién en el organismo, lo que desembocan la
pérdida de peso. Benavides et al., (2015) determinaron asociacion significativa entre la
condicion corporal y el estadio clinico de la enfermedad, ya que, a medida que la enfermedad
progresa el animal pierde peso.

El nimero de lactancias por animal no tiene relacion con la presentacion de la
enfermedad, por lo que, Benavides et al., (2015) sugirieron que, tanto el nimero como la
duracién de la lactancia no es un factor que predispone a la presencia de signos clinicos.

La etapa reproductiva y el nUmero de inseminaciones son considerados también
factores de riesgo, Aldas, (2020) determin6 una prevalencia de paratuberculosis de 28,9% en
vacas recién inseminadas, 25,5% en vacas prefiadas, 22% en vacas secas y 10,2% en vacas
frescas; segun el numero de inseminaciones la prevalencia mas alta se present6 en vacas que
fueron inseminadas 1 vez (38,9%), a medida que el nUmero de inseminaciones aumentaba la
prevalencia de la enfermedad bajaba, teniendo asi una prevalencia de (1,7%) en vacas
inseminadas 7 veces, la prevalencia en vacas sin inseminar fue de (16,9%).

Otras variables que pueden ser consideradas como factores de riesgo son la fuente de
agua (acueducto, aljibe y quebrada) y la fuente de alimentacién (silo, heno y concentrado), solo
el suministro de concentrado presentd asociacion significativa con la presentacion de la
enfermedad, esto debido a que MAP puede encontrarse viable en el polvo ambiental, por lo que
un mal almacenamiento de los alimentos puede predisponer a la ingesta de la bacteria (Bulla
Castafieda et al., 2020).

El tipo de produccién (carne, leche, doble propdsito), sistema de manejo (intensivo,

semiintensivo, extensivo), produccion diaria de leche, uso de inseminacion artificial, presencia
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de otros animales domésticos (ovejas, cabras, caballos, cerdos, aves) también son
considerados como posibles factores de riesgo (Vilar et al., 2015).
Medidas de prevencion y control de la enfermedad

Se han establecido programas de control de la enfermedad en varios paises como
Australia, Noruega, Islandia, Japoén, los Paises Bajos y Estados Unidos (CFSPH, 2007). Estos
programas se basan en la rapida identificacion y eliminacion de los animales positivos, con el
fin de impedir que la bacteria se disemine en el hato mediante las heces de los animales
infectados (Benavides et al., 2015).

Dado que no existe un tratamiento eficaz para la enfermedad se ha optado por medidas
de prevencion de la paratuberculosis (CFSPH, 2007). Por lo que, Benavides et al. (2015)
recomiendan disefiar programas de sustitucion de animales, los animales que van a ingresar al
hato deben presentar una prueba serolégica negativa, con el fin de que no representen un
riesgo para el resto del hato.

La aplicaciéon de cal en las areas de pastoreo y el uso y limpieza de los corrales de
maternidad son medidas que ayudan a reducir la prevalencia de la enfermedad en las fincas
(Tiwari et al., 2009). Ademas, se debe llevar a cabo buenas técnicas de manejo y eliminacion
del estiércol, se deben limpiar los comederos y bebederos para evitar que los alimentos y el
agua se contaminen con heces (CFSPH, 2007) .

El manejo de terneros juega un rol importante, por lo que, se debe evitar que animales
jovenes se infecten mediante el estiércol de animales adultos, los animales deben nacer en
areas limpias sin estiércol y se debe separar a los terneros de los adultos al menos el primer
afo; los terneros también se pueden infectar por calostro o leche infectados con MAP, es
recomendado que a los terneros se los alimente con calostro extraido de madres negativas y
con ubres limpias (CFSPH, 2007) .

MAP es resistente a desinfectantes, por lo que es necesario que las superficies

contaminadas se limpien con agua y con jabon, seguido de desinfectante (CFSPH, 2007).
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La OMSA (2018) menciona el uso de vacunas para la prevencion de casos clinicos, sin
embargo, esto puede interferir en los programas de diagndstico de la enfermedad, debido a que
se generan anticuerpos para MAP que pueden ser identificados en las pruebas serologicas,

resultando en falsos positivos.
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CAPITULO 1Nl
METODOLOGIA
Contexto del proyecto BruTryp

BruTryp es un proyecto de vinculacion con la comunidad que tiene como objetivo
general el “Establecimiento de una plataforma en apoyo a la formacion y la sensibilizacién, al
diagnéstico y desarrollo de una estrategia de control de la brucelosis y de la tripanosomosis en
Ecuador”, financiado por la Academia de Investigacion y Ensefianza Superior (ARES) y la
Universidad de Lieja Bélgica, siendo la zona de estudio del proyecto las provincias de Manabi,
Santo Domingo de los Tsachilas, Pichincha, Napo y Orellana.

Dado que en la especie bovina existen otras enfermedades que generan grandes
pérdidas econdémicas y pueden ser zoongéticas, se propuso la realizacién de la presente
investigacidn sobre paratuberculosis bovina, con la finalidad de valorar el banco de muestras
biolégicas (suero sanguineo) recolectadas en el proyecto.

Figura5

Ubicacion del banco de biolégicos del proyecto BruTryp

Nota. Ubicacion del Laboratorio de Mejoramiento Genético y Sanidad
Animal (LMGSA) en la Hacienda “El Prado”- IASA | de la Universidad
de las Fuerzas Armadas ESPE. Recuperado de (Google Earth, 2023).
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Determinacién del tamafio de la muestra y estrategia de submuestreo

Para el presente estudio se realizo un submuestreo aleatorio estratificado de las
muestras pertenecientes al banco de biolégicos del proyecto BruTryp, para lo cual se utilizé la
férmula 1, la que permitié una asignacién proporcional al tamafio del estrato de los diferentes
escenarios epidemiolégicos, tal como se presenta en la Tabla 8.

Formula 1: Asignacion proporcional al tamafio del estrato

2

K 2
Nz 1—o</ZZi:1NiS i

DT[ ,(x)i=Nl'/N

n(1—a)=

Donde:

K
DTL’ = EZT[NZ + Zzl—O(/ZZNiSZT[i
i=1

s?z, = pi(1 — p;) varianza muestral de la proporcion en el estrato i

N = tamafio poblacional total

N; = tamafio muestral

ni = nimero minimo de animales por provincia para el estudio

pi = prevalencia estimada por provincia (criterio de varianza maxima)
w; = peso muestral del estrato

Tabla 8

Constantes necesarias para el calculo de la submuestra

Constantes Valores a reemplazar
N 4682
NdC 95%
Z1_o)2 1,99
E, 0,05

Nota. N: Tamafio poblacional total; NdC: Nivel de
confianza; z;_./,: cuantil de orden 1-a/2; E: error
de muestreo. Autoria Propia.
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NUmero de muestras por provincias

Se realizé un muestreo aleatorizado en base al niumero total de muestras por provincia,
en la provincia de Manabi se encontré un total de 1438 muestras de las cuales se analizé 132
sueros, en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas se encontré un total de 267
muestras de las cuales se analizd 25 sueros, para Pichincha se encontré 2097 muestras de las
cuales se analizé 192 sueros, para Napo se encontré un total de 412 muestras de las cuales se
analizé 38 sueros y para Orellana se encontré un total de 468 muestras de las cuales se
analizé 43 sueros; obteniendo un total de 430 muestras analizadas, lo que correspondié a 5
placas de la prueba Enzyme Linked Inmunosorbent Assay (iELISA) como método de
diagnéstico para la Paratuberculosis bovina.

En la Tabla 9 se presenta el nUmero minimo de muestras que se tomaron por provincia
para el estudio.
Tabla 9

Tabla resumen del nimero minimo de muestras necesarias por provincia para el estudio

Estrato "i

Provincia e Ni pi wi Smic  NiSmi? ni
(provincias)

Manabi 1 1438 0,5 0,3071 0,25 3595 132
Santo Domingo de

los Tsachilas 2 267 05 0,0570 0,25 66,75 25
Pichincha 3 2097 0,5 10,4478 0,25 524,25 192
Napo 4 412 05 0,0879 0,25 103 38
Orellana 5 468 0,5 10,0999 0,25 117 43

Total 4682 1 1170,5 430

Nota. Ni: tamafio muestral; p;: prevalencia estimada por provincia; wi: peso muestral
del estrato; Szni: varianza muestral de la proporcion en el estrato i; ni: nUmero

minimo de animales por provincia para el estudio. Autoria Propia.

Toma de muestras sanguineas del proyecto BruTryp
Las muestras de sangre bovino dentro del Proyecto BruTryp, se obtuvieron a partir de la
vena coccigea del animal, para lo cual se utilizé el sistema al vacio Vacutainer con agujas de

calibre 21. Para la toma de muestras, se levanté la cola del animal y se procedi6 a desinfectar
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la zona caudal con una bandana de algodon con alcohol ubicando las vértebras coccigeas 6-7
lugar en donde se realiz6 la puncion. La sangre se tomo en tubos tapa roja (sin anticoagulante)
de 10 mL y fueron almacenadas en un cooler con refrigerantes por maximo 4 horas.
Obtencion de suero sanguineo dentro del proyecto BruTryp

Para la obtencion de suero sanguineo se utilizo las muestras de sangre extraidas en los
tubos de tapa roja, los tubos se centrifugaron a 1500 — 2000 rpm durante 10 minutos,
transcurrido el tiempo y formado el coagulo se extrajo el sobrenadante con pipetas Pasteur de
3 mL y se colocé en tubos de tapa rosca de 2 mL previamente etiquetados.
Almacenamiento de las muestras del proyecto BruTryp

Las muestras de suero bovino, fueron almacenadas en congelacion para mantener la
cadena de frio y evitar que los sueros se dafien, por lo cual, las muestras pertenecientes al
banco de bioldgicos del proyecto BruTryp se encuentran en la congeladora del Laboratorio de
Mejoramiento Genético y Sanidad Animal (LMGSA) a -20 °C.
Verificacién de la existencia de los sueros sanguineos en el banco de muestras

Después de la aleatorizacion de las muestras se procedié a buscar las muestras
correspondientes dentro del banco de bioldgicos, las muestras se encontraron en el congelador
del LMGSA, los sueros cuya cantidad era insuficiente (n=5), se los reemplazé por la muestra
siguiente. Cuando se recuperaron los sueros, se paso las muestras a la refrigeradora a 4 °C,
donde permanecieron por 24 horas, para que se descongelen y garantizar que no se rompa la
cadena de frio.
Ensayo inmunoenzimatico indirecto (iELISA)

Para el diagnostico de la paratuberculosis bovina, se llevé a cabo la prueba Enzyme
Linked Inmunosorbent Assay (IELISA), para lo cual se utilizé el kit Paratuberculosis Screening,
de la casa comercial IDEXX, ref P07130-5, lote 22003, cuya fecha de caducidad fue el 20 de

julio de 2023.
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Disefio de la placa

La placa de iELISA cuenta con 96 pocillos, distribuidos en 8 filas (A... H) y 12 columnas
(1...12), el control positivo se coloco en los pocillos A1y B1, el control negativo se colocé en el
pocillo C1 y un control blanco en el pocillo D1, en el resto de los pocillos se colocé los sueros
seleccionados, este esquema se siguié para todas las placas.
Tabla 10

Tabla ejemplificada del disefio de placa mantenido durante los ensayos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A CP

B CP

C CN

D B

E Mil..

F

G M91
H M92

Nota. CP: control positivo; CN: control negativo; B: blanco; M1 a M92:
muestras a analizar. Autoria propia.

Preparacion de los reactivos

Solucion de lavado. Se prepar6 400 mL de solucion de lavado por placa, para lo cual
se diluyo la solucion de lavado concentrada (20X) en agua destilada en una relacién 1:20, es
decir, que se diluyé 20 mL de solucién de lavado concentrada (20X) en 380 mL de agua
destilada, que se almacend a temperatura ambiente de 18 a 26 °C antes de ser utilizada.

Conjugado. Se prepar6 10 mL de conjugado por placa, para lo cual se diluy6 el
conjugado concentrado en la solucién tampdn de dilucién n.°1 en una relacién 1:100, es decir,
gue se diluyé 100 pL de conjugado concentrado en 9900 pL de la solucién tampon de dilucién

n.°1, que se almacené de 18 — 26°C antes de usarse.
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Preparacion de las muestras

Control negativo. Se preparé 120 yL de control negativo para un pocillo en la
microplaca de predilucion, para lo cual se diluy6 el control negativo (CN) en la soluciéon tampén
de dilucion n.°12 en una relacion 1:20, es decir, que se diluyo 6 yL de control negativo (CN) en
114 pL de la solucion tampén de dilucion n.°12.

Control positivo. Se preparé 120 uL de control positivo para cada pocillo en la
microplaca de predilucion, para lo cual se diluy6 el control positivo (CP) con la solucién tampén
de dilucion n.°12 en una relacion 1:20, es decir, que se diluy6 6 pL de control positivo (CP) en
114 pL de la solucion tampon de dilucién n.°12.

Control blanco. Se prepar6 120 pL de control blanco para un pocillo en la microplaca
de predilucién, para lo cual se diluy6 el buffer de dilucién en la solucién tampdén de diluciéon
n.°12 en una relacion 1:20, es decir, que se diluyo 6 pL de buffer de dilucién en 114 pL de la
solucion tampon de dilucién n.°12.

Muestras a analizar. Se preparé 120 pL de muestra a analizar para cada pocillo en la
microplaca de predilucion, para lo cual se diluyé la muestra de suero con la solucién tampén de
dilucion n.°12 en una relacion 1:20, es decir, que se diluyo 6 puL de muestra de suero en 114 L

de la solucién tampon de dilucién n.°12.

Procedimiento de la prueba
Se realiz6 el disefio de la placa donde se registré la posicién de cada suero en la placa
impregnada con el antigeno, seguido de esto se dispensd las muestras y los controles en la
placa de predilucion, los controles positivos se ubicaron en la posiciéon Al y B1 de la placa,
seguidos del control negativo que se dispenso en el pocillo C1; a continuacién, se coloc6 un
control blanco (B) en el pocillo D1, en el resto de la placa se colocé las muestras diluidas.
Primero se dispens6 114 pL de la solucién tampdn de diluciéon n.°12 en todos los

pocillos de la placa mediante una micropipeta multicanal (30 — 300 pL), seguido de esto se
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colocé 6 uL de control o suero con la micropipeta (5 — 50 uL) en cada uno de los pocillos; cada
muestra se homogeneiz6 en el mismo pocillo con ayuda de la micropipeta. Luego, se incubd las
muestras de la placa de predilucién en la incubadora de placas (Awareness Technology INC —
Star fax 2200) durante 15 minutos a una temperatura de 26°C.

Transcurrido este tiempo, se procedio a dispensar 100 uL de las muestras diluidas en
pocillos de la placa impregnada con el antigeno, para lo cual se utilizé la micropipeta
multicanal, una vez que se dispensé todas las muestras se cubri6 la placa y se homogenizo el
contenido de los pocillos con el agitador de microplacas (Awareness Technology INC — Star fax
2200) a velocidad 1 (débil), durante 2 minutos, y se colocé la placa en la incubadora de placas
(Awareness Technology INC — Star fax 2200) por 45 minutos (£5) a 26°C.

Transcurrido el tiempo de incubacion (45 minutos), se colocd la placa en el lavador de
placas (Star fax — 2600) con la solucion de lavado y se lavé 5 veces, con 300 uL de la solucion;
después del lavado final se dio pequefios golpes a la placa sobre un papel absorbente para
asegurar que se eliminé todo el fluido de lavado residual de los pocillos.

Seguido, se dispens6 con la micropipeta multicanal 100 pL de conjugado en cada
pocillo, se cubrié la placa y se incub6 por 30 minutos a 26°C, una vez finalizado el tiempo de
incubacién se elimino el contenido de cada pocillo en el lavador de placas (Star fax — 2600) con
la solucion de lavado 3 veces. Después del lavado final, se eliminé el fluido residual de cada
placa golpeandola sobre material absorbente.

Finalmente, se dispenso6 100 uL de substrato TMB n.°9 en cada pocillo, se incub¢ la
placa durante 10 minutos a 26°C lejos de la luz directa, finalizado el tiempo de incubacion de
manera inmediata se dispensd 100 uL de solucion de parada n.°3 en cada pocillo. Una vez
colocado el reactivo de parada se realiz6 la lectura de cada muestra en el lector de placas

(Awareness Technology INC) a una densidad 6ptica de 450 nm.
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Interpretacion de resultados

Controles.

CP1 + CP2
CPx=—F——

Donde:

CPx: Promedio de la densidad optica de control positivo

CP1: Densidad 6ptica del pocillo 1 del control positivo

CP2: Densidad 6ptica del pocillo 2 del control positivo

Validacion de la placa. La validez de la placa por los controles positivos, se determino
a través del promedio de la densidad éptica del CP, siendo este mayor o igual a 0,350.

CPx > 0,350
La validaciéon de la placa mediante el control negativo resulté del promedio del control

positivo sobre el valor del control negativo fue mayor o igual a 3,00.

CP£> 3,00
CN — 7

Ratio de las muestras. Para determinar el Ratio de las muestras de suero analizadas,

el kit presenta la siguiente formula:

M—-CN
CPx —CN

5% = 100 =
Donde:
S: Ratio para el tipo de muestra suero sanguineo
M: Densidad de las muestras
CN: Control negativo
CPx: Promedio del control positivo
Cut off de las muestras. El cut off de la prueba se bas6 en el S% como valor de Ratio

de la muestra (tipos suero sanguineo), que fue establecido por el fabricante. La interpretacion

de los resultados en funcién del cut off, se presenta en la Tabla 11.
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Tabla 11

Interpretacion de los resultados kit ELISA Paratuberculosis Screening

Cut off Interpretacion
Cut off <45% Negativo
Cut o_ff superior ads5e Dudoso
inferior a 55
Cut off 255 % Positivo

Nota. <: menor o igual, =2: mayor o igual, %: porcentaje.
Recuperado de (IDEXX, 2022).

Andlisis estadistico
Disefio no experimental

El presente estudio se determiné a través de un disefio no experimental, ya que, las
variables analizadas no tienen ninguna manipulacion de parte de los investigadores y solo se
las observo en su contexto natural.
Determinacién de la prevalencia

La prevalencia es una medida porcentual determinada por el nimero de casos positivos
a una enfermedad en un tiempo especifico, y su relacidon con el numero total de individuos
muestreados (Fajardo, 2017). La prevalencia de paratuberculosis bovina en la zona de estudio,
se determiné utilizando los resultados positivos a la prueba iELISA (Paratuberculosis Screening
- IDEXX) en relacion con el numero total de muestras tomadas del banco de biologicos de
proyecto BruTryp.

Formula 2: Calculo de prevalencia

) numero de muestras positivas
Prevalencia = - x 100
numero total de muestras

La prevalencia fue descrita en funcién de: zona geografica (costa, sierra y oriente);
provincia (Manabi, Santo Domingo de los Tséachilas, Pichincha, Napo y Orellana); tipos de finca
(grande, mediana, pequefa); sexo (macho, hembra), raza (indicus, taurus, indicus x taurus),

edad (grupos etareos), prevalencia general (por hato y por animal).
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Operatividad de las variables

Raza. Variable nominal, que se midi6 en los registros de los ganaderos y pasaportes de
los animales. Las categorias estudiadas en esta variable fueron: Indicus, Taurus, Indicus x
Taurus.

Sexo. Variable binomial, se determiné mediante registro de los ganaderos. Las
categorias en esta variable fueron: machos (M) y hembras (H).

Edad. Variable cuantitativa discreta, medida en meses mediante los registros de los
ganaderos y pasaporte de los animales. Esta variable se clasificd en grupos etarios de la
siguiente manera: para hembras de 1 a 9 meses con el nombre de terneras (1er grupo),
vaconas fiero de 10 a 18 meses (2do grupo), vaconas vientre de 19 a 36 meses (3er grupo) y
hembras adultas de 37 a 180 meses (4to grupo). En el caso de los machos se clasificaron con
los mismos rangos de edad, terneros de 1 a 9 meses (ler grupo), toretes de 10 a 18 meses
(2do grupo), toros jovenes de 19 a 36 meses (3er grupo) y toros adultos de 37 a 180 meses
(4to grupo) (Osorio, 2022).

Categorizacién de las fincas

Se ordend a las fincas segun el tamafio, para lo cual se tomé en cuenta el nimero de
animales que tenia cada finca, de esta manera se clasific6 como fincas pequefias aquellas que
contenian entre 1 y 20 bovinos, como fincas medianas entre 21 y 70 bovinos y como fincas
grandes aquellas que contenian mas de 71 bovinos (Paucar et al., 2021).

Encuestas epidemioldgicas

Las encuestas fueron realizadas por el equipo de trabajo del proyecto BruTryp, las
mismas fueron realizadas al propietario o0 administrador de cada finca en la que se realizo6 el
analisis de los animales; ademas de los registros de la hacienda y pasaporte de cada animal.
La informacién recolectada fue usada para la generacion de la base de datos del Proyecto

BruTryp para el analisis de diferentes enfermedades de interés pecuario.
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La base de datos, se realizé en una hoja de Excel, en donde se almacend la informacion
de 4682 muestras de suero bovino, de las cuales se recopilé la informacioén de cada animal del
sexo, edad, raza y la zona de muestreo (Provincia y hacienda).

Estadistica descriptiva

Los analisis mediante estadistica descriptiva fueron realizados con los datos generados
en la prueba de laboratorio, mediante la aplicacién de la prueba iELISA, y la informacion
contenida en los registros de muestreo en Excel y en la plataforma Epicollect 5, en el grupo
Sanidad ESPE. Este tipo de estadistica permitié ordenar y describir los datos obtenidos, a partir
de este analisis se obtuvieron gréficos y tablas de frecuencias de cada variable analizada.

Se present6 los datos de forma grafica, en funcion del tipo de variables, uso de gréaficos
de pastel para representar datos de variables cualitativas, diagrama de barras para representar
datos de variables cualitativas e histograma para variables cuantitativas.

Estadistica inferencial

Se determino la diferencia significativa de la distribucion de los casos positivos para los
agentes causales analizados, dependiendo el tipo de variables. Los resultados obtenidos en la
prueba iELISA y las encuestas epidemioldgicas permitieron determinar dependencia entre la
presencia de la enfermedad con los posibles factores de riesgo, para lo cual, se realizo la
prueba de Chi-Cuadrado, en el programa InfoStat, y evitar errores de tipo 1 y tipo Il en la
estadistica.

Determinacién de factores de riesgo

Los factores de riesgo asociados a la enfermedad fueron identificados a partir de la
informacién obtenida mediante una encuesta epidemioldgica y la base de datos obtenido en los
registros de campo. En el presente estudio los factores analizados fueron: sexo, edad, raza,

tamano de la finca y zona de muestreo (region y provincia).
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Medidas epidemioldgicas

La presente investigacion es un estudio de tipo cohorte, las medidas epidemiolégicas a

calcular fueron: riesgo relativo (RR), riesgo atribuible (RA) y fraccion etiolégica de la poblacion

(FEP), conociendo que la prevalencia de paratuberculosis es menor al 10%, se utilizo la medida

epidemiolégica Odd Ratio (OR) del estudio tipo caso-control.

Riesgo relativo (RR). Esta medida se utilizé para conocer el riesgo de enfermedad en

funcion de la exposicion a determinado factor (Fajardo, 2017). Se obtuvo mediante la

comparacion del riesgo a enfermar del grupo de expuestos, con el riesgo de enfermar del grupo

de no expuestos.
Tabla 12

Tabla de distribucion de medidas y factor de exposicion para calculos

Enfermos Sanos Total
Expuestos A B A+B
No expuestos C D C+D
Total A+C B+D TOTAL

Nota. Autoria propia
Formula 3: Calculo de riesgo relativo

RR_IE
" InE

Formula 4: Calculo de riesgo a enfermar del grupo de expuestos
A

1 _—

T A+B
Formula 5: Calculo de riesgo a enfermar del grupo de no expuestos

InE = ——
M=o

Donde:
RR: Riesgo relativo
IE: riesgo a enfermar del grupo de expuestos

INE: riesgo a enfermar del grupo de no expuestos
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A: casos positivos expuestos a la variable de interés.
B: casos negativos expuestos a la variable de interés.
C: casos positivos no expuestos a la variable de interés.
D: casos negativos no expuestos a la variable de interés.

El valor obtenido de riesgo relativo se interpreté de la siguiente forma:
Valor = 1 indicé ausencia de asociacion, no-asociacion o valor nulo.
Valores <1 indicO asociacion negativa, factor de proteccion.

Valores >1 indicO asociacion positiva, factor de riesgo.

Riesgo atribuible (RA). El riesgo atribuible estima la proporcion de enfermedad que
puede disminuirse al eliminar el riesgo, consiste en restar el riesgo en expuestos y el riesgo de
no expuestos (Fajardo, 2017).

Formula 6: Calculo de riesgo atribuible

RA = IE — InE

Donde:

RA: Riesgo atribuible

IE: riesgo a enfermar del grupo de expuestos

INE: riesgo a enfermar del grupo de no expuestos

Fraccién etiolégica poblacional (FEP). Es la proporcion de casos nuevos dentro de
una poblacién, que son atribuibles a un factor de riesgo (Fajardo, 2017).
Formula 7: Calculo de fraccion etiolégica poblacional

FEP — IP — InE
TIP

Formula 8: Calculo de incidencia poblacional

A+C

IP = ToTAL
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Donde:

FEP: Fraccion etioldgica de la poblacion

IP: incidencia poblacional

INE: riesgo a enfermar del grupo de no expuestos

Odds ratio (OR). Esta medida otorga una probabilidad de ocurrencia de un evento en
base a su asociacidén con otro evento posible. El OR se calcula basandose en la relacién entre
los niveles de exposicion (NE) de los casos positivos versus los niveles de exposicién (NE) de
los casos negativos (Fajardo, 2017). Adicionalmente, se calculd un intervalo de confianza del
95% para estimar el rango dentro del cual se encuentra la media poblacional.

Formula 9: Calculo de Odds ratio

_A/C_AD

OR = ==
B/D  BC

Ls 95% I.C.= elln (OR)+1.96V (1/A+1/B+1/C+1/D)]
Li 95% I.C.= elln (OR)-1.96V (1/A+1/B+1/C+1/D)]
Donde:
OR: Odds ratio
1.C.: intervalo de confianza al 95%
Ls: limite superior
Li: limite inferior
Determinacién de la distribucién geogréfica
Los puntos de GPS fueron tomadas dentro del proyecto BruTryp, a través del aplicativo
movil Epicollect 5, donde se obtuvieron coordenadas para la georreferenciacién de las fincas
muestreadas. Para la generacion de los mapas de distribucion se utilizé el programa gratuito

QGis (Sistemas de Informacion Geogréfica).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Estadistica descriptiva de la muestra

Distribucién de animales y hatos analizados en base a la zona geografica

Las 430 muestras de suero bovino analizadas pertenecieron a 170 hatos ubicados en 5
provincias del Ecuador (Manabi, Santo Domingo de los Tséchilas, Pichincha, Napo y Orellana).
Tabla 13

Distribucion de las muestras analizadas en base a la zona geografica y tamafio de la finca

. ., e Numero de Numero de  Porcentaje de
Distribucién geogréfica .
fincas muestras muestreo
Region costa 64 157 36,51
Manabi 48 132 30,70
Finca pequefia 14 17 3,95
Finca Mediana 22 50 11,63
Finca grande 12 65 15,12
Saflto .Domlngo de los 16 o5 5.81
Tsachilas
Finca pequefia 4 7 1,63
Finca Mediana 7 10 2,33
Finca grande 5 8 1,86
Region sierra 60 192 44,65
Pichincha 60 192 44,65
Finca pequefia 12 17 3,95
Finca Mediana 30 41 9,53
Finca grande 18 134 31,16
Regi6on amazobnica 46 81 18,84
Napo 19 38 8,84
Finca pequeia 7 8 1,86
Finca Mediana 11 24 5,58
Finca grande 1 6 1,40
Orellana 27 43 10,00
Finca pequefia 14 23 5,35
Finca Mediana 9 15 3,49
Finca grande 4 5 1,16
Total 170 430 100,00

Nota. n: nimero de muestras, %: porcentaje. Autoria propia.
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Las muestras se distribuyeron en proporcién al tamafio de la poblacion, asi en Manabi
se analizo 132 sueros bovinos provenientes de 48 hatos, Santo Domingo de los Tséchilas con
25 muestras correspondiente a 16 hatos, Pichincha con 192 muestras correspondientes a 60
hatos, Napo con 28 muestras provenientes de 19 hatos y Orellana con 43 muestras
provenientes de 27 hatos.

En la Tabla 13, se observa que la region Sierra tiene el mayor numero de muestras
44,65%, seguido de la regién Costa con 36,51% y la regibn amazonica con 18,84%. Esto se
relaciona con las estadisticas de (ESPAC, 2021), donde menciona que, la regién Sierra es la
gue mayor numero de animales presenta, con 2°110.973 bovinos, seguida de la region Costa
con 1'591.390 bovinos y la region Amazdnica con 364.567 bovinos. Como se observa en la
distribucion de muestras segun la region, no hay sesgo de muestreo, ya que, la reparticion de
las muestras por regién y por provincia es proporcional, lo cual permitié que las conclusiones,
sea extrapoladas a la poblacion.

Distribucién de animales y hatos analizados en base al tamafio de la finca

En la presente investigacion se analizé 430 muestras de suero bovino provenientes de 5
provincias de Ecuador, distribuidas en 15,81% de fincas pequefias; 36,05% de fincas medianas
y un 48,14% de fincas grandes.

Tabla 14

Distribucion de las muestras tomadas en base al tamafo de la finca

Tamario de la NUmero de Fincas Numero de Muestras
finca fincas (%) muestras (%)
Pequefas 51 30 68 15,81
Medianas 79 46,47 155 36,05
Grandes 40 23,53 207 48,14
Total 170 100 430 100

Nota. (%): porcentaje equivalente. Autoria propia.
Dentro de los resultados obtenidos, en las fincas muestreadas se observa una

predominancia de fincas clasificadas como medianas (46,47%), seguido de las fincas pequefnas
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con un (30%) y (23,53%) de fincas grandes, esto se debe a que, en el Ecuador el sistema de
produccién se basa en haciendas medianas y pequefias, y solo una pequefia parte en
haciendas grandes, como lo indica Yagual et al. (2023) en su estudio en Santa Elena, en donde
menciona que la mayoria de ganaderos poseen hatos entre pequefios a medianos, el 47,06%
posee entre 1 a 20 animales, y el 52,94% poseen entre 21 a 40 o mas bovinos, similar a lo que
menciona Andrade et al. (2023) en su estudio realizado en Chimborazo, donde el 70% de los
ganaderos posee alrededor de 50 cabezas de ganado bovino, el 29% posee entre 51 y 250
bovinos y solo el 2% de las fincas posee méas de 251 bovinos, como se observa en los dos
estudios realizados en diferentes provincias del Ecuador se demuestra que en el pais
predominan las haciendas clasificadas como medianas lo que se relaciona a lo obtenido en
este estudio. Sin embargo, la mayor cantidad de muestras analizadas 48,14% pertenecen a
fincas categorizadas como grandes, esto se debe a que en este tipo de fincas con mayor
namero de animales el tamafio de la muestra (animales a muestrear) fue mayor, con el fin de
obtener una muestra representativa de acuerdo al tamafio de la poblacion.
Distribucién de los animales muestreados en base al sexo

Las muestras analizadas se clasificaron en base al sexo del animal, en donde se obtuvo
un 77,44% (333/430) de sueros bovinos muestreados de hembras, y solo el 10,23% (44/430)
sueros fueron de machos, el resto de muestras no contaron con registros, por lo que no se
pudo determinar el sexo de los animales muestreados, lo que correspondié al 12,33% (53/430).

La mayoria de muestras que fueron analizadas pertenecieron a bovinos hembras
77,44%, esto se debe a que, generalmente en las haciendas se usa a las hembras para la
produccién de leche y la reproduccién, mientras que, el 10,23% de muestras pertenecieron a
machos, esto se debe a que, generalmente se usa machos solo para la reproduccion en una

relacion macho:hembras 1:10.
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Tabla 15

Distribucion de las muestras en base al sexo

Provincia Hembras Machos S.R.
n % n % n %

Manabi 104 24,19 13 3,02 15 3,49
Santo Domingo 23 5,35 1 0,23 1 0,23
de los Tsachilas

Pichincha 160 37,21 19 4,42 13 3,02
Napo 12 2,79 3 0,70 23 5,35
Orellana 34 7,91 8 1,86 1 0,23
Total 333 77,44 44 10,23 53 12,33

Nota. n: nimero de muestras, (%): porcentaje equivalente, S.R: animales sin registro.
Autoria propia.

ESPAC (2021) menciona que, en el Ecuador la poblacién bovina se divide en 1°239.222

machos y 2°827.708 hembras, esto se debe a que, en el pais domina la ganaderia lechera, por

lo que, se usa

mas bovinos hembras para la produccion de leche.

Distribucién de los animales muestreados por edad y sexo

Se analizaron 215 muestras sanguineas de hembras adultas; 65 de vaconas vientre; 15

de vaconas fie

rro y 19 de terneras. Por otro lado, de bovinos machos se analizaron con los

mismos rangos de edad, 9 muestras de toros adultos; 11 toros jévenes; 9 de toretes y 11 de

terneros. Un total de 76 muestras no fueron clasificadas, ya que no cuentan con registros.

Tabla 16

Distribucion de las muestras por edad y sexo

Edad (meses) Sexo Numero de  Porcentaje
Hembras Machos muestras  equivalente
la9 19 11 30 6.08
10a18 15 9 24 558
19 a 36 65 11 76 17,67
37 a 180 215 9 224 52,09
S-R. 19 4 23 535
ND - - 53 12,33
Total 333 44 430 100

Nota. ND: animales no definidos, S.R.: animales sin registro. Autoria
propia.
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Como se observa en la tabla 16, existe un sesgo involuntario en el nimero de muestras
en base a la edad y sexo de los animales, ya que, el 52,09% de los animales muestreados
tiene edad entre 37 a 180 meses, de los cuales 215 bovinos son hembras adultas que
predominan en las haciendas debido a su actividad de produccién de leche, mientras que 9
muestras son de toros adultos, esto se debe a que estos animales son usados generalmente
solo para la reproduccion. El nimero de animales muestreados en el rango de 1 a 9 meses de
edad es del 6,98% valor bajo debido a que en el muestreo de los animales no se saco suero
sanguineo de terneros entre 1 a 6 meses de edad, esto con el fin de evitar reacciones cruzadas
con la vacuna contra brucelosis bovina.

Distribucién de animales por raza

En el estudio se encontr6 variedad de razas de ganado bovino presentes en el pais,
tales como; Holstein, Jersey, Brown Swiss, Gyr, Brahman, Nerole y las cruzas de estas. Se
realizé una clasificacion en tres grupos base, Bos taurus, Bos indicus y la mezcla entre Indicus
X Taurus, para que las razas puedan ser clasificadas con mayor facilidad.

Las muestras analizadas correspondieron en su mayoria a animales Indicus x Taurus
gue representd el 40,0% (172/430) de las muestras, mientras que, la raza Bos taurus el 33,72%
(145/430) y la raza Bos indicus el 10% (43/430) de las muestras, el resto de sueros sanguineos
correspondientes al 16,28% no fueron clasificados, ya que no contaban con registros.

Tabla 17

Distribucion de las muestras por raza

NUmero de Porcentaje
Raza .

muestras equivalente
Bos taurus 145 33,72
Bos indicus 43 10,00
Indicus x Taurus 172 40,00
S.R. 70 16,28
Total 430 100

Nota. S.R.: animales sin registro. Autoria propia.
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En la distribucion de las muestras por raza se presentd un sesgo involuntario en el
tamano de la muestra, ya que, se observé que el 40% de las muestras analizadas pertenecen a
animales de la raza Indicus x Taurus, el 33,72% a Bos taurus y el 10% a Bos indicus, lo que se
relaciona con lo mencionado por ESPAC (2021), que en el Ecuador 1°490.972 bovinos son
mestizos, mientras que, 607.356 bovinos pertenecen a la raza Brahman, 388.445 a la raza
Holstein, 258.616 a la raza Brown Swiss 'y 121.678 a la raza Jersey. En el Ecuador el sistema
de produccion ganadera esta destinado a la produccion de leche, por lo que predominan las
razas bovinas lecheras como las razas criollas, mestizos, o razas puras como Brown Swiss y
Holstein, en donde el 41% es ganado mestizo y alrededor del 2% es ganado puro (Andrade et
al., 2023), con lo que se justifica que el tamafio de la muestra sea mayor en la categoria Indicus
X Taurus (mestizos), seguidos por razas lecheras Bos Taurus usadas en la produccién de
leche, y en menor proporcion por la raza Bos indicus utilizada en la produccién de carne.
Prevalencias
Prevalencia general de Paratuberculosis bovina en Ecuador

La prueba Enzyme Linked Inmunosorbent Assay (iELISA) permitié identificar la
presencia de anticuerpos contra Mycobaterium avium subesp. paratuberculosis, agente causal
de la paratuberculosis, en 10 muestras de suero sanguineo de bovinos (2,33%) de 430
muestras analizadas. A nivel de hato se determiné una prevalencia de (5,88%) de 10 fincas
positivas de un total de 170 fincas muestreadas.

Tabla 18

Prevalencia de paratuberculosis en sueros bovinos analizados por la prueba de iELISA

NUmero de Prevalencia NuUmero Prevalencia

Resultado muestras (%) de hatos (%)
Positivos 10 2,33 10 5,88
Sospechosos 8 1,86 5 2,94
Negativos 412 95,81 155 91,18
Total 430 100,00 170 100,00

Nota. (%): porcentaje equivalente. Autoria propia.
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La prevalencia de paratuberculosis bovina de 2,33% por animal y 5,88% por hato
encontradas en el presente estudio en Ecuador a través de la prueba iELISA, estan
relacionadas con las prevalencias reportadas por Guaman (2017), quien determiné una
prevalencia de 1,72% por animal y 9,5% por hato a través de una prueba iELISA. Sin embargo,
Echeverria et al. (2020), determiné una prevalencia general alta del 25% por animal, mediante
el uso de un kit iELISA, valor que se justifica por la interferencia de otras especies de
micobacterias incluidas M. avium subespe. avium y M. fortuito, identificadas por prueba PCR,
gue desencadenan reacciones cruzadas en el iIELISA resultando en falsos positivos a
paratuberculosis. En el mismo estudio, mediante la prueba de cultivo fecal utilizada como
método de confirmacion, se obtuvo una prevalencia de 4,7% por animal. Las prevalencias
reportadas anteriormente se encuentran relacionadas, sin embargo, los resultados pueden
variar dependiendo de la prueba diagnéstica utilizada, el nimero de animales muestreados y
las zonas analizadas.

Investigaciones realizadas en Colombia por Naranjo et al. (2022), determiné una
prevalencia de 4,18% mediante la prueba iELISA, lo cual se encuentra relacionado con la
prevalencia determinada en este estudio. Sin embargo, otro estudio realizado por Guzman et
al. (2023) en Villavicencio determiné una prevalencia de 52,4% por animal y de 100% por hato
a través de la prueba iELISA, lo que significa que en ciertas regiones del pais se encuentra una
alta incidencia de la enfermedad.

La baja prevalencia en la enfermedad reportaba en el presente estudio, podria deberse
a varios factores como la sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnésticas empleadas
Sanchez (2019) menciona que, el método de diagnostico ELISA en suero tiene una sensibilidad
y especificidad del 40% a 70% (Tabla 5). Ademas, (OMSA, 2018) establece que la sensibilidad
del ELISA depende de la fase de la enfermedad y la edad del animal, es asi que un ELISA
comercial identifica a animales solo en fase clinica, esto debido a que, en esta fase se

presentan concentraciones detectables de anticuerpos (Escobar, 2018).
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Se determiné una prevalencia de casos sospechosos de 1,86% por animal y de 2,94%

por hato, este porcentaje de muestras y haciendas no pueden ser consideradas positivas o

negativas, por lo que necesitan de una prueba confirmatoria. Sin embargo, las prevalencias de

animales sospechosos obtenidas en este estudio se relacionan con las obtenidas por Guaman

(2017) donde determiné prevalencias de 0,46% por animal y 3,07% por hato.

Prevalencia por zona geogréafica

Tabla 19

Prevalencia de Paratuberculosis por zona geografica en muestras de bovinos

Hatos Muestras
Distribucién Namero  Numero . Namero  Numero .
L . Prevalencia Prevalencia
geografica de de fincas (%) de muestras (%)
fincas positivas muestras positivas
Regién costa 64 5 7,81 157 5 3,18
Manabi 48 4 8,33 132 4 3,03
Finca pequefia 14 0 0,00 17 0 0,00
Finca mediana 22 2 9,09 50 2 4,00
Finca grande 12 2 16,67 65 2 3,08
Santo Domingode (g 1 6,25 25 1 4,00
los Tsachilas
Finca pequefia 4 0 0,00 7 0 0,00
Finca mediana 7 0 0,00 10 0 0,00
Finca grande 5 1 20,00 8 1 12,50
Regibn sierra 60 4 6,67 192 4 2,08
Pichincha 60 4 6,67 192 4 2,08
Finca pequeia 12 1 8,33 17 1 5,88
Finca mediana 30 1 3,33 41 1 2,44
Finca grande 18 2 11,11 134 2 1,49
Regi6on amazdnica 46 1 2,17 81 1 1,23
Napo 19 1 5,26 38 1 2,63
Finca pequefia 7 0 0,00 8 0 0,00
Finca mediana 11 1 9,09 24 1 4,17
Finca grande 1 0 0,00 6 0 0,00
Orellana 27 0 0,00 43 0 0,00
Finca pequefia 14 0 0,00 23 0 0,00
Finca mediana 9 0 0,00 15 0 0,00
Finca grande 4 0 0,00 5 0 0,00
Total 170 10 5,88 430 10 2,33

Nota. (%): porcentaje equivalente. Autoria propia.
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De las 10 muestras positivas a nivel nacional, 5 muestras positivas (3,18%) de 157
muestras analizadas pertenecieron a la region costa, 4 muestras positivas (2,08%) de 192
muestras analizadas pertenecieron a la region sierra, y solamente se encontré 1 muestra
positiva (1,23%) de 81 muestras analizadas perteneciente a la region amazonica.

A nivel de hato se obtuvo un total de 10 fincas positivas, 5 fincas (7,81%) de 64 fincas
muestreadas pertenecieron a la region costa, 4 fincas positivas (6,67%) de 60 fincas analizadas
pertenecieron a la region sierra, y 1 finca positiva (2,17%) de 46 fincas muestreadas pertenecio
a la regibn amazonica.

La region costa presenta un escenario con alta prevalencia de paratuberculosis bovina
con el 3,18% por animal, seguido de la region sierra que presenta un escenario medio con
2,08% y la regibn amazdnica que se encuentra en un escenario con baja prevalencia de la
enfermedad con 1,23%. A comparacion con las prevalencias determinadas por Guaman (2017),
donde la regién costa presenté la mayor prevalencia 2,05%, seguido de la regién sierra con
1,64% y la region amazénica con 1,00%, se observo que las prevalencias entre ambos estudios
guardan estrecha relacion, sin embargo, es perceptible un aumento en las prevalencias
reportadas en este estudio, a comparacion de las reportadas hace 6 afios, lo que significa que
la enfermedad se esté desarrollando en el pais, ya que no se han reportado medidas de control
y/o prevencién de la enfermedad. Ademas, estas variaciones entre prevalencias podrian
deberse a que en el presente estudio el tipo de muestreo se estratificé a las fincas, lo que
permitié una mayor exactitud en los resultados obtenidos.

En la figura 6, se observa la prevalencia de paratuberculosis bovina por provincia,
donde la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas presenta la mayor prevalencia, 4% por
animal, seguido de Manabi, Napo y Pichincha con 3,03%, 2,68% y 2,08% respectivamente, sin
embargo, la provincia de Manabi es la que presenta una alta prevalencia 8,33% por hato,
seguido de Pichincha, Santo Domingo de los Tsachilas y Napo con 6,67%, 6,25% y 5, 26%

respectivamente, en la provincia de Orellana no se encontro la enfermedad.

68



Figura 6

Prevalencia de Paratuberculosis por provincia
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Nota. (%): porcentaje equivalente. Autoria propia.

En la provincia de Manabi, se obtuvo una prevalencia de 3,03% por animal y de 8,33%
por hato, en esta provincia del Ecuador no se encontrd algun estudio anterior que determine la
prevalencia de paratuberculosis en la zona. Sin embargo, la alta prevalencia a comparacion de
las otras provincias en estudio podria deberse a que, Manabi es la principal provincia ganadera
con 862.482 bovinos (21,21%) del total de bovinos en el Ecuador (ESPAC, 2021), ademas
factores como las condiciones ambientales, el manejo de las explotaciones y manejo de los
animales son antecedentes que pueden favorecer a la infeccién por MAP (Sanchez et al.,
2009). También, la dindmica del hato juega un rol importante, Manabi compra alrededor de
20.586 animales (8,40%), que pueden incluir a animales infectados con MAP y que sean una
fuente de diseminacion de la enfermedad en la provincia, de igual manera, la alta prevalencia
de la zona la establece como un foco de contagio al resto de pais, ya que, la provincia vende
alrededor de 91.245 bovinos (17,5%) a provincias aledafias (ESPAC, 2021).

En la provincia de Santo Domingo de los Tséachilas, se obtuvo una prevalencia de 4%

por animal y de 6,25% por hato, un estudio realizado por Echeverria et al. (2020) determin6 una
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prevalencia de 7% (14/200), mientras que, (Aldas, 2020) present6 una prevalencia de 5,2%
(59/1130) en la misma zona de estudio, ambos estudios determinaron la prevalencia de la
enfermedad a través de un diagndstico iELISA, la prevalencia obtenida en este estudio esta
relacionada a los valores antes mencionados. La variacion entre el valor obtenido y los
reportados en la literatura pueden deberse a tipo de muestreo y nimero de muestras.

En la provincia de Pichincha, se determiné una prevalencia de 2,08% por animal y de
6,67% por hato, un estudio relacionado donde se determind la “Prevalencia de paratuberculosis
en Ganado lechero en Ecuador” por (Echeverria et al., 2020), establecié una seroprevalencia
de 54,5% (109/200) en Mejia — Pichincha, sin embargo, mediante dos pruebas confirmatorias
tincion ZN y PCR se determiné prevalencias de 18,3% y 4,9% respectivamente, los resultados
obtenidos en este estudio se relaciona al valor mencionado anteriormente mediante la técnica
PCR, esto debido a que, esta técnica tiene 100% de especificidad con lo que se obtiene
verdaderos positivos, mientras que, en la técnica de ELISA y tincion ZN se presento en el
mismo estudio reacciones cruzadas con otras especies de micobacterias no tuberculosas
(MNT) resultando en prevalencias altas debido a faltos positivos. Otro estudio realizado en
Mejia — Pichincha por (Ofa et al., 2015) determin6 una prevalencia de 7,29% (28/384) por
animal a través de prueba iELISA, valores que se encuentran relacionados al obtenido en este
estudio.

En la provincia de Napo, se obtuvo una prevalencia de 2,63% por animal y de 5,26%
por hato, en esta provincia del Ecuador no se encontrd algun estudio anterior que determine la
prevalencia de paratuberculosis en la zona.

En la provincia de Orellana, no se encontré la presencia de la enfermedad, esto puede
deberse a que en la zona de estudio la poblacion de bovinos es de 53.145 animales, lo que
representa al 1.31% de tenencia de ganado vacuno del total a nivel nacional (ESPAC, 2021),
relacionado a lo que menciona Guaman (2017) donde indica que la variacion en la prevalencia

de la regibn amazonica, se podria deber a diferencias en el tamafio de la muestra.
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Prevalencia por tamafio de finca

La prueba seroldgica iELISA permitié obtener una prevalencia en base al tamafio de las
fincas y el numero de animales. En las fincas clasificadas como grandes se encontraron 5
casos positivos en paratuberculosis bovina en 5 fincas, obteniendo asi una prevalencia del
2,42% por animal y 12,5% por hato. En fincas de tamafio mediano, 4 animales resultaron
positivos en 4 fincas, obteniendo asi una prevalencia por animal y por hato del 2,42% y 5,06%
respectivamente. Por otro lado, en las fincas pequefias se encontré 1 animal positivo en 1 finca,
en donde la prevalencia obtenida es de 1,47% por animal y 1,96% por hato.
Tabla 20
Prevalencia de Paratuberculosis bovina por tamafio de finca en muestras de bovinos

analizados por iELISA

NUmero NUmero Prevalencia NUmero Nimero Prevalencia

Tamaiio : : . .
de la finca de de fincas en fincas de animales  por animal

fincas  positivas (%) muestras  positivos (%)

Pequefias 51 1 1,96 68 1 1,47

Medianas 79 4 5,06 155 4 2,58

Grandes 40 5 12,50 207 5 2,42

Total 170 10 5,88 430 10 2,33

Nota. (%): porcentaje equivalente. Autoria propia.

En la figura 11, se observa una mayor prevalencia de paratuberculosis bovina en fincas
categorizadas como grandes con el 12,50% (5/40) fincas positivas, esto podria deberse a que
en este tipo de fincas se lleva a cabo la ganaderia intensiva, que se caracteriza por una alta
carga animal por hectarea (Ledn et al., 2022), lo que predispone a que los animales sanos
mantengan mas contacto con los animales infectados, llegando a infectarse con la bacteria
mediante una transmisién horizontal. También, en este tipo de fincas se puede dar con mas
frecuencia la transmisién fecal oral, debido al complejo manejo de las heces en el pasto, por lo
gue las heces contaminadas pueden llegar a infectar a animales sanos y contaminar las

superficies o alimentos.
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Figura 7

Prevalencia de Paratuberculosis bovina en base al tamafo de la finca
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Prevalencia por sexo del animal
Se present6 en los resultados obtenidos de prevalencia por sexo del animal, un sesgo
involuntario, debido a que en las muestras analizadas existe un mayor numero de hembras

(333/430) con respecto a los machos (44/430).

Tabla 21

Prevalencia de Paratuberculosis por el sexo del animal en muestras de bovinos analizados por

iIELISA
S:r)](i%ifl Nn;JlTeesrt?aie Casos positivos  Prevalencia (%)
Hembras 333 9 2.70
Machos 44 0 0,00
S.R. 53 1 1.89
Total 430 10 233

Nota. (%): porcentaje equivalente. Autoria propia.
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En el presente estudio de determiné la prevalencia de paratuberculosis en base al sexo
del animal en muestras de bovinos analizados por iELISA, en donde se calcul6é una prevalencia
de 2,70% (9/333) para hembras, mientras que, la prevalencia para machos no se pudo calcular,
debido a que ninguna de las muestras analizadas result6 positiva (0/44). Guaman (2017) en su
estudio de paratuberculosis en Ecuador, encontré un total de 87 animales positivos, en donde
60 animales fueron hembras (68,96%), y 27 fueron machos (31,03%). Otro estudio realizado
por Ronquillo y Veléz (2021) determinaron una prevalencia de 23,53% (8/34) en hembras y
13,79% (4/29) en machos positivos a paratuberculosis mediante diagnostico tincion ZN. Como
se observa en los valores antes mencionados la mayoria de casos positivos para la
enfermedad son detectados de hembras, esto se debe a que, en las explotaciones ganaderas
tanto de carne como de leche se emplea a bovinos hembras, ya que, son utilizadas para la
produccioén lactea, reproduccion y el manejo de estos animales es mas décil, a comparacion de
los bovinos machos, que son usados en su mayoria solo para la reproduccion, y su manejo es
mas dificil debido a su temperamento, ademas de practicas como la castracién que requieren
de una mayor mano de obra en estos bovinos, por lo que la muestra es proporcional al tamafio
de la poblacién, ya que el nimero de hembras muestreadas (77,44%) es mayor al nimero de
machos muestreados (10,23%).

Prevalencia por la edad del animal

Se presentaron 5 casos positivos a paratuberculosis en bovinos de 37 a 180 meses, 3
resultaron positivos en bovinos de 19 a 36 meses, 1 resultado positivo en bovinos de 10 a 18
meses, 1 resultado positivo en animales sin registro y ninglin caso positivo en bovinos entre 1 a

9 meses.
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Tabla 22

Prevalencia de Paratuberculosis por la edad del animal

NUmero de Casos Prevalencia
Edad (meses) .

muestras positivos (%)
la9 30 0 0,00
10a18 24 1 4,17
19a 36 76 3 3,95
37 a 180 224 5 2,23
S.R. 76 1 1,32
Total 430 10 2,33

Nota. (%): porcentaje equivalente. Autoria propia.

En base a los grupos etarios, la prevalencia mas alta se encontr6 en bovinos de 10 a 18
meses con 4,17% (1/24), seguido de bovinos de 19 a 36 meses con 3,95% (3/76) y en bovinos
de 37 a 180 meses se determiné una prevalencia de 2,23% (5/224), los resultados obtenidos se
relacionan a los mencionados por Guaman (2017) que reporto una mayor prevalencia en
animales entre los 12 y 18 meses de edad con el 70,11% y 29,89% en animales de 19 a 24
meses de edad. Por otro lado, Ronquillo y Veléz (2021) determinaron una prevalencia de 19%
por tincién ZN y de 4,76% por histopatologia en animales de 2 a 6 afios de edad positivos a
paratuberculosis. El diagnostico de animales positivos a paratuberculosis a través de la prueba
iIELISA varia en funcién de la edad del animal y de la fase de la enfermedad en que se
encuentre, es asi que las prevalencias varian en si el animal se encuentra en la fase clinica,
donde se presentan concentraciones detectables de anticuerpos para un ELISA comercial
(Escobar, 2018).

En el presente estudio no se pudo determinar una prevalencia de paratuberculosis en
bovinos de 1 a 9 meses de edad, debido a que, de las 30 muestras analizadas ningln caso
resulto positivo para la enfermedad, esto se debe a que, los animales infectados con MAP
generan una respuesta de inmunidad humoral a partir de los 10 a 17 meses pots-infeccién, con
produccion de anticuerpos que pueden ser identificados mediante la prueba ELISA (Guaman,

2017). El valor obtenido en este estudio, puede resultar en falsos negativos, ya que, en los
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terneros de 1 a 9 meses pueden estar infectados y no presentar aln anticuerpos, pero
representan un riesgo potencial, ya que, excretan la bacteria en las heces de manera
intermitente (Castellanos et al., 2010).
Prevalencia por la raza del animal

En el analisis realizado se presentaron 10 casos positivos para paratuberculosis que
corresponden a bovinos de las razas Bos taurus, Bos indicus y mestizos, obteniendo una
prevalencia de 2,76% para Bos taurus, 6,98 % para Bos indicus y 1,16% para hibridos Indicus x
Taurus, un caso positivo no pudo ser definido, debido a que la muestra analizada no presenté
registro.
Tabla 23

Prevalencia de Paratuberculosis por la raza del animal

NUmero de Casos

Raza . Prevalencia (%)
muestras positivos
Bos taurus 145 4 2,76
Bos indicus 43 3 6,98
Indicus x Taurus 172 2 1,16
S.R. 70 1 1,43
TOTAL 430 10 2,33

Nota. (%): porcentaje equivalente. Autoria propia.

La presencia de paratuberculosis fue mayor en bovinos que pertenecen a la raza Bos
indicus con el 6,98% (3/43) a comparacion de la prevalencia de animales Bos taurus con el
2,76% (4/145) y del grupo de animales Indicus x Taurus con el 1,16% (2/172), la diferencia de
los valores presentados entre razas Bos indicus (ganado de carne) y razas Bos taurus (ganado
de leche) radica en el manejo de los terneros, ya que, los terneros de leche son separados de
la madre entre las primeras 24 horas de vida, mientras que, los terneros de carne se mantienen
junto a la madre por alrededor de 6 a 7 meses, por lo que estos Ultimos se encuentra expuestos
al estiércol de animales adultos, encontrdndose la raza Bos indicus mas expuesta a la

enfermedad (Vélez et al., 2016). De igual manera, la elevada prevalencia en la raza Bos indicus
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podria estar relacionada a las condiciones climaticas y a la zona, ya que, en la region costa

donde generalmente habita esta raza tienen una alta prevalencia 7,81%.

Sin embargo, Bulla et al. (2020) encontré una mayor prevalencia de paratuberculosis en

bovinos de la raza Bos taurus: Jersey 16% (26/162), seguido de la raza Holstein 10,6%
(23/218), Ayrshire 8,8% (12/137) y Normando 5,7% (5/87); esto debido a que puede existir
predisposicién genética de ciertas razas de ganado y lineas familiares para contraer la
enfermedad.
Factores de riesgo
Dependencia de variables

Se realizo un andlisis estadistico de Chi-cuadrado, con el fin de determinar relacion
entre la enfermedad y los posibles factores de riesgo (tamafio de finca, regién y provincia).
Tabla 24

Analisis de chi-cuadrado y Odds ratio

Varlabile'trje Variable de p-valor Odds Ratio
exposiciéon respuesta
Tamario de finca iIELISA (+) 0,0965 N.D.
Regién iIELISA (+) 0,6113 N.D.
Provincia iELISA (+) 0,6227 N.D.
Nota. (OR): Odds Ratio; p-valor: probabilidad asociada. Autoria
propia.

Se determino que las variables: tamafio de finca, region y provincia, no tienen
asociacion con la presencia de la enfermedad (p > 0,05).

El tamafio de la finca no es un factor de riesgo a paratuberculosis (p=0,0965), esto
quiere decir que el tamafio de la finca no influye, obteniendo prevalencias casi iguales entre
fincas pequefas, medianas y grandes 1,47%, 2,58% y 2,42% respectivamente. Lo que
concuerda con lo mencionado por Cardenas y Pefialoza (2017) que indican que bovinos de
hatos pequefios como de hatos grandes tienen la misma probabilidad de presentar o no

paratuberculosis.
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La paratuberculosis bovina no present6 dependencia con la variable region (p=0.6113) y
provincia (p=0.6227), sin embargo, la mayor prevalencia la obtuvo la regién costa (7,81%), que
podria deberse a las condiciones climaticas de la zona, ya que, MAP es capaz de desarrollarse
a temperaturas de 20°C hasta 37°C (Castellanos et al., 2010).

Medidas epidemiolégicas

Se determino el riesgo relativo (RR), riesgo atribuible (RA) y fraccion etiologica de la
poblacion (FEP) de los posibles factores de riesgo (sexo, edad y raza).
Tabla 25

Medidas epidemioldgicas para determinar factores de riesgo

Factores Total de Muestras Muestras Riesgo Riesgo

de riesgo Categoria muestras positivas negativas relativo atribuible FEP
Sexo ':ﬁ;f\;a 3435 g 34244 ND ND ND
Edad ﬁ)‘f/‘;':;ss 35040 f 25932 1,44 08%  27%
Raza ?3?3 Itnadulcr::ss 1235 i 14401 1,50 2% ND

Nota. FEP: fraccion etiologica de la poblacion, ND: no definido, (%): porcentaje equivalente.
Autoria propia.

No se pudo determinar la medida epidemiol6gica riesgo relativo para la variable sexo
del animal, debido a que ningin bovino macho resulto positivo al iELISA, sin embargo, en la
mayoria de estudios analizados se present6 mayor prevalencia en hembras, pero esto puede
verse influenciado por el tamafio de la poblacion.

La edad del animal se categorizo en animales adultos (19-180 meses) y en animales
jovenes (0-18 meses), en el analisis de medidas epidemioldgicas se determiné que la edad
bovinos adultos es un factor de riesgo (RR=1,44), es decir, que los animales adultos tienen
1,44 veces mas probabilidad de presentar anticuerpos contra MAP que el grupo de animales
jovenes. Sin embargo, Bulla et al. (2020) detecto una asociacion significativa entre la edad de
los animales y la presentacion de la enfermedad, en el estudio se establecié que la edad de 3 a

4 afos, puede considerarse como un factor de proteccién contra la enfermedad (RR < 1), esto
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podria deberse a que los animales jovenes son mas susceptibles a contraer la enfermedad
debido a que las células M del intestino se encuentran permeables y facilita la entrada de MAP,
a medida que el animal va creciendo adquiere cierta resistencia a la micobacteria (Castellanos
et al., 2010). La edad del animal como factor de riesgo puede deberse a que el iELISA, solo
puede diagnosticar a animales en fase clinica que generen anticuerpos, mientras que los
animales jovenes no presentan inmunidad humoral hasta los 10 a 17 meses post infeccion
(Guaman Tixi, 2017), puesto que los animales adultos tienen 1,44 veces mas de presentar
anticuerpos contra MAP, si se elimina a los bovinos adultos la prevalencia de paratuberculosis
podria disminuir en 0,8%; la fraccion etioldgica de la poblacion determiné que el 27% de los
casos positivos en la poblacion pueden deberse a la edad del animal.

Se determiné que la raza de los animales se encuentra asociada con la presentacion de
la enfermedad, el riesgo relativo (RR=1,50), representa que este factor es de riesgo, ya que, los
animales bos indicus tienen 1,5 veces mas de contraer la enfermedad que las razas bos taurus.
Sin embargo, Bulla et al. (2020) menciona que podria existir predisposicion genética de ciertas
razas bos taurus para contraer la enfermedad como la raza Jersey, Holstein, Ayrshire y
Normando.

Georreferenciacion

Se obtuvo las coordenadas GPS en la aplicacion Epicollect 5 de cada hacienda positiva
para paratuberculosis bovina con la prueba iELISA, con lo cual se realiz6 mapas de
georreferenciacién de cada provincia (Manabi, Santo Domingo de los Tsé&chilas, Pichincha,

Napo y Orellana) en el programa QGIS.
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Figura 8

Mapa con las prevalencias de paratuberculosis bovina en 5 provincias de Ecuador
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En la figura 8, se observa la prevalencia de paratuberculosis bovina en Ecuador, se
obtuvo una prevalencia de 3,03% en Manabi, 6,25% en Santo Domingo de los Tsachilas,
6,67% en Pichincha y 5,26% en Napo. En la provincia de Orellana no se encontro la

enfermedad.
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Figura 9

Mapa de fincas positivas a Paratuberculosis bovina en la provincia de Manabi
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Figura 10

Mapa de fincas positivas a Paratuberculosis bovina en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas
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Figura 11

Mapa de fincas positivas a Paratuberculosis bovina en la provincia de Pichincha
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Figura 12

Mapa de fincas positivas a Paratuberculosis bovina en la provincia de Napo
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Figura 13

Mapa de fincas positivas a Paratuberculosis bovina en la provincia de Orellana
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

e En este estudio se determiné que la prevalencia de paratuberculosis bovina a nivel
nacional fue de 2,33% por animal y de 5,88% por hato, determinando la presencia de
anticuerpos contra Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis en sueros bovinos
provenientes de 5 provincias del Ecuador, mediante una prueba iELISA.

e Se establecio que la enfermedad se encuentra distribuida a nivel nacional en las 3
regiones del Ecuador, la regién costa presenta la prevalencia mas alta con 3,18% por
animal y 7,81% por hato, de las provincias en estudio Santo Domingo de los Tsachilas
fue la de mayor prevalencia con 4,00% por animal y Manabi presento la prevalencia
mas alta con 8,33% por hato.

e Se observé una mayor prevalencia de paratuberculosis bovina en haciendas grandes
con 12,50%, la infeccion es mas frecuente en hembras con 2,70% y en animales de 19
a 36 meses de edad con 4,17%.

e Se determiné que la enfermedad se encuentra distribuida a nivel nacional, con 10
muestras positivas distribuidas en las 3 regiones del Ecuador, sin embargo, no se
encontro la enfermedad en la provincia de Orellana.

e Se establecié que las variables raza y edad de los animales son factores de riesgo, con
valores de riesgo relativo de 1,50 y 1,44, que predispone al animal a la presencia de
anticuerpos contra Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis, los valores de
riesgo atribuible obtenidos fueron muy bajos 0,8% para la raza y 2% para la edad. No se
encontrd asociacion entre las variables tamafio de la finca y zona de muestreo (region y

provincia) (p>0.05).
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Recomendaciones

e Se recomienda llevar a cabo investigaciones sobre la prevalencia de paratuberculosis
bovina en otras provincias no abordadas en este estudio, con el fin de tener el escenario
real de la enfermedad en el pais.

o Reportar los nuevos casos identificados a Agrocalidad, encargada del control sanitario
animal en el Ecuador, con el fin de que se establezcan politicas publicas para el control
y prevencion de esta enfermedad en el pais.

e Se obtuvo un total de 5 fincas sospechosas ubicadas en las 3 regiones del Ecuador, por
lo que se recomienda se realice pruebas confirmatorias para clasificar a estas fincas
como positivas 0 negativas, y puedan llevarse a cabo medidas de control y/o prevencion
en estos posibles puntos de contagio.

e Establecer un plan de control y prevencién contra la enfermedad, el cual incluya la
eliminaciéon de animales infectados y reposicién de animales negativos a pruebas
diagnosticas a paratuberculosis.

e Capacitar a los ganaderos sobre la enfermedad, ademas, sobre el uso de registros tanto
productivos, reproductivos y de sanidad animal, y del areteado a los animales con el fin
de la correcta identificacion de los mismo, y posterior tratamiento individual.

e Analizar otros posibles factores de riesgo como etapa de reproducciéon, nimero de
lactancia, presencia de diarrea, conocimiento de los productores sobre la enfermedad

como posibles factores de riesgo que predispongan a los animales a la enfermedad.
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