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Resumen

La paratuberculosis se produce en los primeros afios de vida, y muchos
animales infectados se convierten en portadores crénicos. A menos que sean
diagnosticados y eliminados o segregados de la explotacion, la paratuberculosis
puede existir en un hato sin ser detectada durante afios. En México se cuenta con
informacion que indica que esta enfermedad es de alta relevancia, Ademas, la
paratuberculosis provoca pérdidas en la produccion de los animales infectados de
forma asintomatica. El objetivo de esta investigacion es determinar de la
seroprevalencia y factores de riesgo de paratuberculosis bovina (MAP) en ganado
lechero. El estudio se llevara a cabo en la region de San Gregorio Atzompa,
Palmar de Bravo, Tehuacan, Tecamachalco, Tochtepec, Cafiada Morelos, Libres y
Cuyoaco, con un promedio de 66 productores con 427 muestra por region, en el
Estado de Puebla, muestreo seroldgico al azar con prueba de ELISA, y encuesta
epidemioldgica, para el analisis de resultados se utiliz6 un modelo bivariado para
determinar asociacion del diagndstico de Paratuberculosis, ya las que no
presentaron distribucion normal se utilizd Kruskal Wallis, se observdé una
prevalencia del 64.2%, de las 29 variables analizadas solo DESHI (animales
deshidratados) y CONTACTO (becerros en contacto animales adultos) fueron
significativas (P>0.05). La paratuberculosis es una enfermedad que causa grandes
pérdidas econdémicas en la ganaderia, por lo que, se requieren de pruebas
diagndsticas sensibles y especificas para lograr la deteccion y posterior
eliminacién de los casos clinicos y subclinicos de los hatos, para que, de esta
manera se reduzca la exposicidon de los animales jovenes que son los mas
susceptibles a infectarse con MAP.

Palabras clave: prevalencia, paratuberculosis, factores de riesgo, ganado
lechero.
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Abstract

Paratuberculosis is produced in the first years of life, and many infected
animals become chronic carriers. Unless they are diagnosed and removed or
detached from the exploitation, paratuberculosis can exist in a herd undetected for
years. In Mexico it has information indicating that this disease is of high relevance,
moreover, paratuberculosis causes losses in the production of animals infected
asymptomatically. The objective of this research is to determine the
seroprevalence and risk factors of bovine paratuberculosis (MAP) in dairy cattle.
The study will take place in the region of San Gregorio Atzompa, Palmar de Bravo,
Tehuacan, Tecamachalco, Tochtepec, Caflada Morelos, free and Cuyoaco, with an
average of 66 producers with 427 shows by region, in the State of Puebla,
sampling serological randomly test ELISA, and epidemiological survey, the
analysis of results with a bivariate model was used to determine Association of
Paratuberculosis diagnosis, because that did not show normal distribution Kruskal
Walllis, was used There was a prevalence of the 64.2%, of the 29 variables
analyzed only DESHI (dehydrated animals) and contact (calves in contact animals
adult) were significant (P > 0.05). Paratuberculosis is a disease that causes great
economic losses in livestock, so will require sensitive and specific diagnostic tests
for the detection and subsequent elimination of clinical and subclinical herds cases,
so that, in this way reduce the exposure of young animals that are most
susceptible to infection with MAP.

Keywords: prevalence, risk factors, earned dairy, paratuberculosis.
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I. INTRODUCCION

La paratuberculosis, también conocida como enfermedad de Johne es una
infeccion bacteriana del tracto intestinal, crénico y contagioso, que afecta
principalmente a ovinos, bovinos esencialmente ganado lechero, caprinos y otras
especies de rumiantes. También se ha sefialado la enfermedad en caballos,
cerdos, ciervos, alpacas, llamas, conejos, armifios, zorros y comadrejas.
(Driemeier et al.,, 1999). EI mismo autor menciona que la paratuberculosis se
caracteriza por una emaciacion progresiva del animal y una diarrea cada vez mas
grave. El agente causal es una bacteria denominada Mycobacterium avium
subesp. Paratuberculosis (MAP), descrita por primera vez hace mas de 100 afios
en Alemania. La paratuberculosis es una enfermedad inscrita en la lista del Cédigo
Sanitario para los Animales Terrestres de la Organizacion Mundial de Sanidad
Animal de la OIE (2011). La paratuberculosis puede ser una zoonosis, si el
humano consume alimentos contaminados, principalmente la leche, se ha
detectado ocasionalmente el agente causal de la enfermedad de John (MAP) en
algunos pacientes con la enfermedad de Crohn. Esta es una afeccién inflamatoria
intestinal de los humanos, crénica y dolorosa, con diarreas, que se asemeja a la
enfermedad de Johne (OIE, 2011). La enfermedad presenta una fase subclinica
inaparente que puede prolongarse por afos. Los animales generalmente se
infectan a una edad temprana, principalmente en los primeros 35 dias de vida,
manifestandose los signos clinicos en la etapa productiva. Sin embargo, en crias
provenientes de madres infectadas o de un ecosistema muy contaminado, puede
observarse sintomatologia entre los 12 y 18 meses de edad (Coromoto et al.,
2006; Zapata et al., 2010).

l.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La paratuberculosis se produce en los primeros afios de vida, y muchos
animales infectados se convierten en portadores crénicos. A menos gue sean
diagnosticados y eliminados o segregados de la explotacion, la paratuberculosis
puede existir en un hato sin ser detectada durante afios. Sélo algunos portadores

1



desarrollan la enfermedad de forma visible, por lo general después de varios afos
y los sintomas pueden confundirse con el de otras enfermedades. Ademas, la
paratuberculosis provoca pérdidas en la produccion de los animales infectados de
forma asintomatica. Se calcula que los portadores asintomaticos producen 15 -
16% menos de leche, con pérdidas aproximadas de 590 a 1270 kg de leche por
lactancia. No existe un tratamiento eficaz. Solo la implementacion de medidas
para el control o erradicacion del organismo, la prevalencia de la infeccion
gradualmente aumenta en el hato y se enferman clinicamente mayor cantidad de

animales.

1.2 JUSTIFICACION

En México se cuenta con informacion que indica que esta enfermedad es
de alta relevancia, ya que conjuntamente con la tuberculosis bovina, la brucelosis
y la infestacién por garrapatas del género Boophilus, contribuye al decremento en
la produccion e inocuidad de alimentos. En un estudio realizado en 2005, sobre el
impacto econémico de la MAP en bovinos lecheros del centro del pais, se calculo
que este ascendia a $10,345.00 pesos por vaca al afo, con una prevalencia del
8.87% en una poblacion de casi 30,000 bovinos, donde el mayor impacto se
asocio a la pérdida en la produccién lactea (CONASA, 2010). Pero en el Estado de
Puebla no se han reportado en los ultimos afios trabajos encaminados a conocer

la presencia de MAP.



Il. HIPOTESIS

Ho. Ausencia de anticuerpos contra paratuberculosis bovina en el ganado

lechero en el estado de Puebla.

Ha. Presencia de anticuerpos contra paratuberculosis bovina en el ganado
lechero en el estado de Puebla.



lll. OBJETIVOS

l1l.1 Objetivos especificos.

Determinar de la seroprevalencia y factores de riesgo de paratuberculosis

bovina (MAP) en ganado lechero del Estado de Puebla.
I1l.2 Objetivos particulares

Realizar el diagnostico serolégico de paratuberculosis bovina (MAP) en el

ganado lechero en el Estado de Puebla a través de la prueba de Elisa.

Identificar los factores de riesgo asociados a la presencia de MAP en los hatos
lecheros mediante la aplicacion de encuestas epidemiolédgicas a los propietarios o

encargados.



IV. REVISION BIBLIOGRAFICA

4. La enfermedad

La paratuberculosis fue primero descrita en Alemania en 1895 por Johne y
Frothingham. Ellos demostraron la presencia de bacilos acidorresistentes en
animales infectados y se pensé que la enfermedad fue una forma atipica de
tuberculosis. Twort aislé el organismo causal en 1910 y lo llamé Mycobacterium
enteriditis chronicae pseudotuberculosae bovis johne. La enfermedad mas tarde
se conocié como paratuberculosis o enfermedad de Johne (JD) y el agente causal
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis. EI nombre de Mycobacterium

johnei ha sido también usado en el pasado (Report, 2000).

4.1. Caracteristicas generales

La paratuberculosis es una enfermedad bacteriana producida por MAP, que
afecta a rumiantes, principalmente bovinos, ovinos, caprinos y otras especies de
rumiantes produciendo una enteritis cronica e incurable, que termina
irremediablemente con la muerte del animal (Forshell, 2001; Munjal et al., 2004).

MAP es un importante patégeno animal ampliamente diseminado en el
ambiente que también ha sido asociado con la enfermedad de Crohn en humanos.
Tres genotipos de MAP fueron reconocidos, pero las diferencias genémicas no

han sido descritas completamente (Castellanos et al., 2009).

MAP es mas resistente a la pasteurizacion que M. tuberculosis y ha sido
identificado en suministros de leche pasteurizada y evidentemente no sera
destruido en leche por pasteurizaciéon a 65°C por 30 minutos o a 72°C en 15
segundos. La caracteristica de esta micobacteria para resistir a la destruccién del
medio ambiente (puede sobrevivir nueve meses o mas fuera del animal) hacen la

prevencion y el control mas dificil. (Report, 2000).

4.3. Excrecion de MAP en animales infectados y transmision



MAP es excretado en heces pero también puede ser encontrado en el
calostro y leche de vacas asintomédticas, a su vez, sirviendose de una fuente
adicional de infeccion. También ha sido discutida la transmision via semen, por
transferencia de embriones, y de rumiantes salvajes como reservorios (Khol et al.,
2010). Existe también la transmisidon intrauterina descrita en venados por
Whittington y Windsor (2009), en la que se menciond que los fetos provenientes
de hembras positivas al ELISA, estaban infectados de MAP resultando positivos al

cultivo fecal.

El largo periodo de incubacion de la enfermedad permite la excrecion de la
micobacteria en heces de animales por arriba de los 18 meses antes de los signos
clinicos aparentes, pero la excrecién es particularmente alta (arriba de 5 x 10'?

micobacterias por dia) durante la expresioén clinica de la infeccion (Report, 2000).

En rebafios con prevalencias mas elevadas, los animales comienzan a
excretar MAP en promedio desde muy corta edad. En rebafios con una
prevalencia <0.05, 0.05-0.1, 0.1-0.2 y =0.2, la proporcion de animales a principio
de excrecion fecal es antes de los 2 afios de edad. Por lo tanto, una considerable
proporcion de animales de corta edad estan excretando MAP, especialmente en
rebafios con alta prevalencia. Por consiguiente, los animales jovenes infectados
deberian ser la mayor preocupacion en el control de la paratuberculosis. (Weber et
al., 2010).

La infeccion puede ser transmitida por cualquier contacto directo o indirecto
de animales infectados con susceptibles. La transmision ocurre principalmente por
la ruta oral-fecal. Los bacilos son ingeridos cominmente en grandes numeros
cuando los animales jévenes se amamantan de tetas contaminadas con heces de
animales infectados. Estas heces pueden contaminar pasturas, comida y agua
(Report, 2000). Se cree que la fuente mas importante entre MAP y su transmision
al rebafo es el comercio entre rebafios infectados, por lo tanto una estrategia que

los propietarios del rebafio pueden usar para minimizar el riesgo de introducir la



infeccion es solo comprando hembras de remplazo de hatos que estén exentos (o
que tienen una prevalencia baja) de infeccion. (Carpenter et al., 2004).

Naugle et al. (2004) Realizaron un cuestionario que consistidé en
caracteristicas generales del hato respecto a JD, como practicas de manejo;
cambios que ocurrieron en los 5 aflos pasados referentes a practicas de manejo
recomendadas para el control; el conocimiento de la enfermedad por parte del
productor; el estado de la infeccion del hato percibida por el productor; y la historia
de muestreos en el hato. El cuestionario fue enviado por correo a 810 productores
de ganado lechero de Ohio en septiembre del 2002; 266 cuestionarios fueron
regresados (32.8% respondidos) por lo que un riesgo importante de esta

enfermedad es el bajo interés de los productores.

Segun Berghaus et al. (2005), el control de la paratuberculosis es una
cuestion por la resistencia del agente causal hacia el ambiente, el largo periodo
latente, y la incapacidad de los métodos diagnésticos para detectar animales

infectados durante etapas tempranas de la enfermedad.

4.4. Etapas de lainfeccion segun la excrecion de MAP

La infeccion con MAP en ganado puede ser categorizada en cuatro etapas:
1).- el ganado esté infectado aunque no hay signos clinicos observados y MAP no
puede ser detectado en heces, 2).- MAP puede ser detectado en heces, aunque
los signos clinicos de la enfermedad no son evidentes, el ganado puede
permanecer en estas etapas sin desarrollar la enfermedad clinica o puede
progresar a la etapa clinica, tipicamente después de al menos 2 afios de infeccion.
La excrecion fecal de MAP puede ser intermitente y su deteccién en cultivo fecal
es imperfecta, especialmente cuando algunos microorganismos son excretados en
las heces, 3).- en el ganado se observan signos clinicos con pérdida de peso y
diarrea, a veces avanza al 4).- con signos de enfermedad clinica incluyendo
letargo, emaciacion, y diarrea profusa. El desarrollo de los signos clinicos

generalmente se diferencia entre animales (Raizman et al., 2009).



Las vacas lecheras, comparadas con el ganado de carne, parecen tener
una prevalencia mas alta de la enfermedad, presumiblemente porque al
incrementar su densidad en la vivienda, se contribuye a un nivel mas alto de

exposicidn al agente causal dentro de hatos infectados (Berghaus et al., 2005).

4.5. Factores de riesgo del animal

Los factores de riesgo incluyen sistemas de produccion intensiva, bajo
consumo de alimento, estrés relacionado a transporte, lactacion y parto,
principalmente. El contacto estrecho de animales susceptibles con heces
contaminadas es una influencia importante y puede aumentar los reportes de una

prevalencia mas alta en ganado lechero que en ganado de carne (Report, 2000).

El periodo de periparto es acompafiado por supresiéon de algunos
parametros de la funcion inmunoldgica. La inmunosupresion asociada con el
periodo de periparto puede afectar la habilidad de las vacas para resistir nuevas
infecciones que pueden ocurrir en este tiempo. Varios factores pueden influenciar
el grado de inmunosupresion al parto, incluyendo cambios en nutricién, elevacion
en niveles de cortisol y fluctuaciones de hormonas reproductivas. Factores de
estrés metabdlico como desbalance energético negativo, proteina y calcio
asociado con el parto y el principio de la lactacion puede jugar un papel importante
en la perdida de la funcion de las células inmunol6gicas observadas alrededor del
parto, aunque estos efectos no han sido claramente definidos (Harp et al., 2004).

En un estudio experimental realizado en venados rojos, fueron infectados
con 4 dosis orales de 10° unidades formadoras de colonias de MAP de origen
bovino. Los animales destetados desarrollaron paratuberculosis clinica y fueron
sacrificados por eutanasia 20-28 semanas post-infeccion. Los casos subclinicos
ocurrieron en animales adultos. Todos los animales destetados afectados
clinicamente desarrollaron un severo engrosamiento intestinal y lesiones

histopatolégicas tipicamente de paratuberculosis. Al sacrificio se observaron



lesiones como hipertrofia en el nédulo linfoide del yeyuno en casi el 50% de los
animales destetados, y en animales de un afio de edad, solo el 1% tuvo lesiones;
finalmente ningun adulto tuvo lesiones. MAP fue cultivado de muestras de intestino
y/o nodulos linfoides del 94% de animales destetados, de todos los animales de un
afio de edad y del 90% de ciervas adultas al sacrificio. El 76% de animales
destetados, 78% de animales de un afio y 15% de las venadas adultas fueron
positivas a anticuerpos. Hay una relacion fuertemente relacionada a la resistencia
a la enfermedad clinica y subclinica pero no hacia la infeccion de MAP, después
de la fuerte infeccion oral. ElI conocimiento de la susceptibilidad relativa de
diferentes grupos de edades puede asistir en el manejo y control de

paratuberculosis en granjas de venados. (Mackintosh et al., 2010).

En un estudio practicado en dos grupos Merino de lana fina con alta
prevalencia de la enfermedad durante la infeccibn de MAP, los ovinos adultos
fueron clasificados por sus signos clinicos, patolégicos, al cultivo fecal, pruebas de
inmunidad humoral (AGID) e inmunidad mediada por células (prueba de
dermorreaccién). Se buscaron correlaciones con el fenotipo por polimorfismo en
los genes seleccionados de las funciones inmunes. Fue detectada una posible
asociacion entre los alelos particulares de la proteina de los macréfagos asociada
a resistencia natural y el complejo mayor de histocompatibilidad con respecto a la
susceptibilidad o resistencia a JD. Si los resultados de este estudio preliminar son
confirmados en mas trabajo, el uso de carneros con genotipos resistentes puede
asistir en el control de JD (Reddacliff et al., 2005).

La inmunidad del huésped juega un rol muy importante, por ejemplo, en los
bovinos, los animales seropositivos al virus de la diarrea viral bovina sin previa
vacunacion, se pueden relacionar con una seroprevalencia mas alta a MAP, en
cambio los animales que fueron vacunados se les asocié a una seroprevalencia

menor (Tiwari et al., 2006).

4.6 Etapa subclinica



La infeccion es a través de las heces contaminadas, mediante la invasion
de los bacilos hacia la mucosa, comprobandose la lesion granulomatosa en el
intestino delgado, colon y recto (Bernardelli, 2000). Aunque las lesiones
intestinales se desarrollan durante el periodo subclinico de infeccidn, hay pocos
signos externos de enfermedad. Los nddulos linfaticos reducen drasticamente los
sitios de infeccion de MAP frecuentemente exhibiendo hiperplasia con un namero

elevado de células T e infiltracion de macréfagos (Coussens et al., 2004).

La paratuberculosis causa una hipersensibilidad tipo IV mediada por
células, que no requiere la participacion de anticuerpos, que resulta en dafio
tisular. Incluidas en estas reacciones se encuentran las respuestas celulares
inflamatorias de tipo retardado y los efectos citotoxicos mediados por células
(Trigo, 2002).

Los monocitos bovinos exhiben una actividad mas grande para fagocitar
MAP (un porcentaje mas alto de células infectadas y mas bacilos por célula
infectada) que la linea celular de macrofagos bovinos. Después de la ingestion, el
namero de MAP viables dentro de monocitos aumenta durante los primeros 4 dias
y después declina entre el dia 4 al 8 después de la infeccion. En contraste, la linea
celular de macréfagos no es permisiva para la multiplicacion bacilar. El nUmero de
bacilos visibles microscopicamente aumenta con el tiempo en monocitos pero no
en los macréfagos. Esta observacion sugiere que la replicacion y la inactivacion de
bacilos pueden ocurrir en los monocitos. Las diferentes habilidades de monocitos
bovinos y la linea celular de macréfagos para ingerir y frenar el crecimiento
intracelular de MAP proveen contrastar un sistema de modelos para investigar
como MAP entra y persiste dentro de su nicho preferido, el fagocito mononuclear
(Woo et al., 2006).

En estudios previos, se creia que el ATP secretado por los monocitos
infectados con MAP serian citotdéxicos para los monocitos bovinos y mataria a los

bacilos intracelulares. Sin embargo se observé que la eliminacion del ATP
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extracelular mediante la adicién de apirasa (enzima que actia sobre el ATP)
incremento la viabilidad de los monocitos infectados. Aunque la apirasa también
disminuyo la supervivencia intracelular de MAP. En contraste, la adicion a corto
plazo de ATP al medio de cultivo aumenta el numero de MAP viables en los
monocitos infectados. Estos datos sugieren que la liberacién de ATP a partir de
monocitos bovinos infectados aumenta, en vez de disminuir, la supervivencia
intracelular de MAP (Woo et al., 2009).

4.7. Etapa clinica

La via principal del proceso inmunitario es la inmunidad mediada por células
con la intervencion de macrofagos y liberacion de los mediadores quimicos
llamados citoquinas, estos produciran atrofia muscular, emaciacion, alopecia,
disturbios renales y leucopenia. Estos signos ocurren en las primeras etapas de la
enfermedad; con el transcurso del tiempo, debera coexistir con la inmunidad
humoral, liberando inmunoglobulinas (IgG) y consecuentemente produciendo

edema y algunos procesos diarreicos (Bernardelli, 2000; Coussens et al., 2004).

El sindrome de mala absorcion es causado por la proliferacién de MAP por
infiltracion de tipo mononuclear. Como consecuencia de ello se producen pérdidas
de proteinas, debido a la enteritis, observandose una marcada disminucién del

peso del animal enfermo (Bernardelli, 2000).

Las caracteristicas claves de la inmunidad del hospedero ante la infeccion
de MAP incluyen una adecuada y temprana respuesta proinflamatoria y citotoxica
que eventualmente da paso a una respuesta predominante basada en
anticuerpos. Los sintomas de la enfermedad clinica frecuentemente aparecen
subsecuentemente al decrecer de la respuesta proinflamatoria y citotoxica. La
forma en la que se producen anticuerpos es la constante exposicidén del antigeno
presentado por macrofagos infectados hacia células inmunologicas. (Coussens et
al., 2004).
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El dogma actual es que, en estados tempranos de la enfermedad la
respuesta mediada por células predomina, considerando que en el estado clinico
de la enfermedad la respuesta humoral prevalece, posiblemente sefialando el
cambio en la reactividad inmunoldgica relacionada al progreso de la enfermedad.
Se han desarrollado los isotipos especificos de las inmunoglobulonas M (IgM),
IgA, e Igl e Ig2 de MAP para el ELISA. La respuesta seroldgica de las vacas con
diferentes etapas de paratuberculosis fue usada para evaluar el cambio en las
respuestas inmunoldgicas. En la etapa clinica, las respuestas de la proteina
purificada derivada de paratuberculosis (PPDP) e IgGl se incrementan
comparadas con aquellas de la etapa asintomatica. Asi, el patron clasico es
encontrado solo para antigenos PPDP vy el isotipo IgG1l. Para otros antigenos e
isotipos y el total de niveles de IgG, el patron respuesta es diferente e indica que
no hay asociacion uniforme con el incremento en las respuestas de anticuerpos
durante el progreso de la etapa asintomética a la clinica en la paratuberculosis
bovina (Koets et al., 2001).

La susceptibilidad a la infeccidon se produce en los rumiantes jovenes de
menos de 30 dias, observandose la sintomatologia clinica en animales de 2 a 5
afios de edad, pudiéndose agravar el proceso por la mala nutricion, deficiencias

minerales, parto, estrés, parasitosis, etc (Bernardelli, 2000).

No todos los animales infectados experimentan pérdida de peso, por el
lento desarrollo de la infeccidbn de MAP. Solo los animales que son incapaces de
controlar la infeccion se espera que reduzcan de peso como consecuencia de la
infeccion de MAP. La pérdida de control se asocia con ocurrencia de anticuerpos
mediados por reacciones inmunoldgicas, las cuales indican el progreso de la
infeccion. Sin embargo, los niveles de anticuerpos, pueden fluctuar en leche y
suero en la fase transicional entre control y pérdida de control. Ha sido
demostrado que los animales con fluctuacion de niveles de anticuerpos tienen un

alto rendimiento en leche, se considera que, animales con una persistente
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ocurrencia de anticuerpos pueden experimentar reduccion en el rendimiento de la
leche (Kudahl et al., 2009).

4.9. EPIDEMIOLOGIA

4.9.1. Factores de riesgo del agente etioldgico

El estudio de la localizacion e inmunogenicidad de los miembros de la
proteina polimérfica familiar PPE que es Unica para las micobacterias ha sido
ligada a virulencia de Mycobacterium tuberculosis. La presencia de proteinas PPE
en la pared celular ha sido investigada por exposicion de proteinas de superficie
de MAP viables hacia el sustrato enzimatico. El suero de animales naturalmente
infectados se analiza para detectar la presencia de anticuerpos especificos contra
la proteina recombinante PPE. Dos proteinas PPE, Map3420c, y Map1506 fueron
detectadas en masa y confirmadas por estar expuestas en la superficie de MAP
viables por inmunohistoquimica. El suero de animales infectados naturalmente
contiene anticuerpos contra Map3420c. Estos hallazgos mostraron la expresién in
vitro de dos proteinas PPE. Adicionalmente la exposicion de la superficie e
inmunohistogenicidad de las proteinas PPE de MAP fue demostrada (Newton et
al., 2009).

Por otra parte, se han identificado y caracterizado 3 antigenos secretados
por MAP de 9, 15y 34 kDa (Map2609, Map2942c y Map0210c, respectivamente)
por expresion gendmica con un suero de vacas clinicamente infectadas de manera
natural. Los antigenos de 9, 15 y 34 kDa que exhiben una homologia muy grande
a los antigenos de Mycobacterium tuberculosis, ademas estos antigenos
mostraron ser reconocidos por anticuerpos de ganado bovino infectado, cuando se
muestre0 un numero limitado de sueros de ganado infectado clinica vy

subclinicamente (Willemsen et al., 2006).

4.9.2. Factores de riesgo del ambiente
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Ha sido reconocida una asociacion entre alta prevalencia de la infeccion de
MAP en rumiantes y el tipo de suelo. Sin embargo, algunos reportes estuvieron
basados en informacién anécdota sin inclusion del control de los rebafios y
carecieron de estimacion cuantitativa del riesgo. La paratuberculosis en borregos y
cabras en Espafia fue asociada con el tipo de suelo. Aunque la razén para la
asociacion no es clara, los autores de este estudio sugirieron que una
combinacion de bajo pH en el suelo y la carencia de nutrientes en el suelo pueden
ser responsables. Una asociacion entre paratuberculosis, bajo pH en el suelo y
contenido de hierro en el suelo fue encontrada en hatos lecheros en Michigan.
Este fue el primer reporte en el que las caracteristicas especiales del suelo fueron
significativamente asociados a paratuberculosis. Los suelos con estas
caracteristicas tuvieron mas probabilidad de estar dentro del grupo de
seroprevalencia mas grande que la media. La supervivencia de MAP puede
aumentar en suelos con contenido arenoso. Estos resultados pueden ser
utilizados para modificar los programas de control de la paratuberculosis. (Ward y
Pérez, 2004).

4.9.3. Excrecion de MAP en animales infectados y transmision

MAP es excretado en heces pero también puede ser encontrado en el
calostro y leche de vacas asintomaticas, a su vez, sirviendose de una fuente
adicional de infecciéon. También ha sido discutida la transmision via semen, por
transferencia de embriones, y de rumiantes salvajes como reservorios (Khol et al.,
2010). Existe también la transmision intrauterina descrita en venados por
Whittington y Windsor (2009), en la que se menciond que los fetos provenientes
de hembras positivas al ELISA, estaban infectados de MAP resultando positivos al

cultivo fecal.

El largo periodo de incubacion de la enfermedad permite la excrecion de la
micobacteria en heces de animales por arriba de los 18 meses antes de los signos
clinicos aparentes, pero la excrecion es particularmente alta (arriba de 5 x 10%*?
micobacterias por dia) durante la expresion clinica de la infeccion (Report, 2000).
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En rebafios con prevalencias més elevadas, los animales comienzan a
excretar MAP en promedio desde muy corta edad. En rebafios con una
prevalencia <0.05, 0.05-0.1, 0.1-0.2 y =0.2, la proporcion de animales a principio
de excrecion fecal es antes de los 2 afios de edad. Por lo tanto, una considerable
proporcion de animales de corta edad estan excretando MAP, especialmente en
rebafios con alta prevalencia. Por consiguiente, los animales jovenes infectados
deberian ser la mayor preocupacion en el control de la paratuberculosis (Weber et
al., 2010).

La infeccion puede ser transmitida por cualquier contacto directo o indirecto
de animales infectados con susceptibles. La transmision ocurre principalmente por
la ruta oral-fecal. Los bacilos son ingeridos cominmente en grandes nameros
cuando los animales jévenes se amamantan de tetas contaminadas con heces de
animales infectados. Estas heces pueden contaminar pasturas, comida y agua
(Report, 2000). Se cree que la fuente mas importante entre MAP y su transmision
al rebafno es el comercio entre rebafos infectados, por lo tanto una estrategia que
los propietarios del rebafio pueden usar para minimizar el riesgo de introducir la
infeccion es solo comprando hembras de remplazo de hatos que estén exentos (o

gue tienen una prevalencia baja) de infeccidén (Carpenter et al., 2004).

Naugle et al. (2004) Realizaron un cuestionario que consistid en
caracteristicas generales del hato respecto a JD, como practicas de manejo;
cambios que ocurrieron en los 5 afios pasados referentes a practicas de manejo
recomendadas para el control; el conocimiento de la enfermedad por parte del
productor; el estado de la infeccion del hato percibida por el productor; y la historia
de muestreos en el hato. El cuestionario fue enviado por correo a 810 productores
de ganado lechero de Ohio en septiembre del 2002; 266 cuestionarios fueron
regresados (32.8% respondidos) por lo que un riesgo importante de esta

enfermedad es el bajo interés de los productores.
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Segun Berghaus et al. (2005), el control de la paratuberculosis es una
cuestion por la resistencia del agente causal hacia el ambiente, el largo periodo
latente, y la incapacidad de los métodos diagnésticos para detectar animales

infectados durante etapas tempranas de la enfermedad.

4.10. IMPACTO ECONOMICO

4.10.1 Las pérdidas econOmicas debidas a la paratuberculosis

Esta enfermedad es endémica en los Estados Unidos, con al menos 22%
de los hatos lecheros clasificados como positivos a JD. Las pérdidas en
deshechos, produccién y reproduccion causados por JD son significantes. Las
pérdidas econdmicas potenciales atribuibles a esta enfermedad son substanciales
(Strickland, 2005).

Es una enfermedad con considerables consecuencias econdmicas; la
pérdida del ganado lechero con paratuberculosis es alrededor de 100 dolares por
vaca en hatos moderadamente infectados, levantandose por arriba de los 200
dolares por vaca en hatos altamente infectados. Estas pérdidas principalmente se
deben a la disminucién en la produccion de leche y aumento en los costos por
reemplazo. Un estudio estimé los costos en términos de reduccion de la
productividad por solo 200 a 250 millones de délares por afio, que debieran
considerarse subestimados debido al total de los costos durante el transcurso de
esta enfermedad. Las principales causas de desecho, como mastitis e infertilidad,
fueron significativamente mas altas en vacas infectadas con MAP que en animales
no infectados. En la produccion de leche, fue observada una disminucién del 16%
en vacas lecheras afectadas clinicamente entre lactacion actual y lactacién
anterior (Report, 2000).

El desecho a tiempo apropiado permite el reemplazo de un animal por otro
con una produccion potencial més alta. En contraste, el desecho temprano puede
también eliminar animales de los hatos antes que alcancen su produccion

potencial, resultando en conjunto en una pérdida econémica. Los partos mejoran
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la produccion de leche por la iniciacion de una nueva lactacion, por un periodo de
meses. Las crias provenientes de los partos son para la venta o reemplazos.
(Smith et al., 2010).

Los animales con JD pueden ser desechados al principio de los signos
clinicos, tanto por la diarrea como por el desaprovechamiento del alimento. Los
animales también pueden ser desechados por la decreciente produccion de leche,
lo que estd asociado con la progresion de la enfermedad. Los programas de
control estructurados, frecuentemente recomiendan el desecho inmediato de estos
animales con alta excrecion para evitar la contaminacion del ambiente y la
transmision de MAP hacia los demas animales del hato, particularmente becerros.
Los animales desechados han mostrado ser una herramienta potencialmente
efectiva para reducir la prevalencia, pero aumentando el desecho de animales no
se espera eliminar la infeccion de MAP en un hato lechero. En general, una
combinacion de técnicas de diagnodstico imperfectas y el lento desarrollo de los
signos clinicos frecuentemente resulta en un retardo en el desecho o retencion de
animales con baja excrecion por la ausencia de signos clinicos en estos animales

y el alto costo de la crianza o compra de reemplazos (Smith et al., 2010).

Se piensa que la enfermedad clinica puede causar un balance negativo en
energia y proteina, lo que disminuye la fertilizad en vacas lecheras. Sin embargo,
no todos los estudios han encontrado una asociacion entre JD y variables
reproductivas. Un estudio prospectivo encontré6 que los animales positivos al
ELISA tienen significativamente alto nUmero de dias abiertos. Diversos estudios
mas antiguos encontraron que las vacas infectadas con MAP fueron desechadas
mas jovenes, frecuentemente por infertilidad reportada por el duefio o los
intervalos entre partos mas largos que en las vacas no infectadas (Smith et al.,
2010).

Las vacas con cultivo fecal positivo, que contindan su lactacion actual

producen 276 dolares menos en el ingreso de la leche que las vacas que fueron
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negativas al cultivo fecal. Las vacas con cultivo fecal positivo son 3 veces mas
probables a ser desechadas que las vacas negativas al cultivo fecal (Raizman et
al., 2009).

El efecto de la infeccibn con MAP repercute sobre el peso y el valor a la
matanza en animales de desecho. Comparado con vacas no afectadas
presumiblemente con al menos dos pruebas de ELISA que fuera negativa, el peso
a la matanza y el valor se reducen del 10 al 17%, respectivamente, que en vacas
con ELISA positivo a la matanza. Si las vacas son también positivas al cultivo
fecal, el peso a la matanza y el valor se reduce del 15 y 31% respectivamente. El
peso a la matanza y el valor se reducen en 20 y en 31% adicional,
respectivamente, en casos presencia de enteritis o edema. Por consiguiente, la
suma de las pérdidas de peso es arriba del 31% y las pérdidas del valor a la
matanza pasan del 48%. Las vacas con cultivo fecal negativo tuvieron resultados
reducidos a la matanza solo si fueron positivos al ELISA en 2 pruebas. Por
consiguiente, las pérdidas del peso a la matanza y del valor son causados por
MAP (Kudahl et al., 2009).

Existe una pérdida total de 155 ddlares por lactacién para vacas con cultivo
fecal positivo que no son desechadas del hato comparado con las vacas del hato
con cultivo fecal negativo. Entre vacas desechadas, la pérdida de la vacas con
cultivo fecal positivo fue de 50 ddlares menos para la edad al desecho y de 120
dolares para la reduccion del valor de la carne en total fue una pérdida de 441
dolares por vacas desechadas con cultivo fecal positivo comparadas con las vacas
desechadas con cultivo fecal negativo. Las pérdidas como resultado de una baja
lactacion y desecho temprano de los animales pueden alarmar a los productores y
motivarlos a implementar las medidas apropiadas de control de la enfermedad
(Raizman et al., 2009).

4.11. DIAGNOSTICO
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El diagnéstico de la paratuberculosis es basado en la deteccion del
microorganismo o de la respuesta inmune. El cultivo bacteriano de muestras
fecales de cabras y ovejas es un método que demora mas tiempo (Munjal et al.,
2004).

La paratuberculosis puede ser diagnosticada por deteccion de anticuerpos
séricos (pruebas seroldgicas), por identificacion de la bacteria (cultivos
bacteriologicos) y por pruebas de ADN. Una prueba seroldgica comunmente
utilizada para detectar paratuberculosis subclinica es el ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA). La habilidad del ELISA para detectar animales
infectados es baja (baja sensibilidad), pero su habilidad para detectar animales no
infectados es alta (alta especificidad). No obstante se suele utilizar el ELISA solo o
en combinacion con el cultivo fecal. Es la técnica de diagnéstico frecuentemente
mas usada para identificar paratuerculosis subclinica en hatos de ganado. Para
mejorar la efectividad del ELISA como una herramienta para los programas de
prevencion y control de la paratuberculosis es importante identificar factores que
puedan estar asociados o influenciados con los resultados del ELISA (Elzo et al.,
2006).

4.11.1. Pruebas de dermorreaccion

También se puede utilizar la prueba de dermorreaccion (inmunidad mediada
por células). En venados, se ha realizado la prueba cervical comparativa para el
diagnéstico de JD usando 25,000 Ul de tuberculina aviar y 50,000 Ul/ml de
tuberculina bovina. La interpretacion (lectura) se basa en el incremento en el
grosor de piel que llega a medir hasta 7.8 mm en el sitio de aplicacion de la
tuberculina aviar y hasta 2.2 mm en el sitio de aplicacion de la tuberculina bovina
(Mackintosh et al., 2010).

4.11.2. Pruebas seroldgicas

El uso de pruebas serolégicas en el diagnostico de paratuberculosis se

considera que tiene un valor limitado. La principal razén es que la seroconversion
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ocurre relativamente tarde en el curso de la infeccion. Entre los ensayos de
anticuerpos disponibles se encuentran: la prueba de fijacion del complemento
(CFT), agar gel inmunodifusion (AGID) y el ELISA. Estos tienen un poder
discriminatorio similar para la deteccion de ovinos con paratuberculosis clinica,
considerando que la AGID y el ELISA parecen ser mas sensibles en identificar
ovinos infectados subclinicamente que la CFT. La deteccion de una respuesta
inmunitaria mediada por células origina una produccion detectable de anticuerpos
en ovinos y bovinos infectados experimentalmente con MAP. El ensayo de
interferon gamma mide la respuesta inmunitaria mediada por células y ha sido
evaluado para el diagnéstico de paratuberculosis en bovinos y ovinos. Los
resultados indicaron que esta prueba puede ser una importante herramienta para
la deteccion de ovinos subclinicamente infectados con MAP (Gwozdz et al., 2000).
El ensayo de interferon gamma detecta experimentalmente mas ovejas infectadas
y mas temprano que cualquiera de las pruebas serologicas. La superioridad del
ensayo de interferon gamma en detectar ovejas infectadas en una pequefia
poblacién experimental garantiza su evaluacién mas rapida en una poblacion mas
grande de ovejas naturalmente expuestas a MAP. Sin embargo, ninguno de los
ensayos de anticuerpos es capaz de detectar a todas las ovejas histolégicamente

confirmadas con infeccion de MAP (Gwozdz et al., 2000).

En programas de control para MAP, el estado de infeccion en un rebafio es
frecuentemente calculado en el hato con un ELISA al que le falta sensibilidad y
especificidad pero que es rapida y barata. En el estado de Nueva York ha sido
utilizado el ELISA no amortiguado modelo cinético (KELA) (mide la intensidad y
velocidad de la reaccion) para el control de MAP. Se determiné la sensibilidad y
especificidad relativa del KELA para deteccion de excrecion fecal de MAP de una
poblacién de vacas lecheras tomando en cuenta posibles errores como diferentes
cantidades de antigenos y prevalencia de MAP en un hato. El KELA no puede
distinguir entre los animales que no excretan MAP y animales con baja excrecion
(<= a 30 unidades formadoras de colonias) y asi el valor predictivo del KELA para

detectar animales que excretan MAP en heces van de moderados a elevados (=
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30 UFC). Los valores erréneos del KELA disminuyen para hatos con aumento en
la prevalencia de MAP dentro del hato. Para el mejor valor predictivo positivo de
un KELA para excrecion fecal moderada a alta, los valores erréneos serian
determinados basandose en la prevalencia aparente en cada hato (Schaik et al.,
2005).

4.11.3. Kit comercial de ELISA

Los kits comerciales de ELISAs utilizados en Estados Unidos,
frecuentemente reportados son Herdchek©, IDEXX Laboratories, Westbrook ME
Parachek™ | Biocor Animal Health, Omaha Nebraska, actualmente por Pfizer
Animal Health; SVANOVIR™ ELISA, Svanova Biotech, Uppsala, Sweden son
utilizados para detectar anticuerpos contra MAP. Las pruebas se realizan

conforme a las instrucciones del fabricante (Newton et al., 2009).

Los dos primeros fueron ampliamente autorizados para su uso en Norte
América, el tercero fue autorizado para su uso en Europa. A pesar del hecho de
gue son comercializados como herramientas de diagnoéstico a nivel de grandes
rebafios, también son utilizados en pequefios rebafios. Generalmente, hay una
asociacion escasa entre los tres ELISAs. Sin embargo, cuando los resultados son
comparados con animales con cultivo positivo en tejidos de ganado, los ELISAs
tienen una mejor asociacion. Sin embargo, la proporcion de pruebas positivas es
significativamente diferente entre los tres ELISAs. La asociacion mas minima entre
los tres ELISAs es tan clara como el hecho de que estas pruebas son de baja
sensibilidad. La implicacion es mas grande cuando las pruebas son usadas a nivel
individual para la toma de decisiones, que no es el método recomendado en las
etiquetas del producto. Individualmente, si el resultado obtenido de un ELISA es
positivo, usando un diferente ELISA en un animal pre-clinico, tiene una
probabilidad alta de dar un resultado diferente debido al bajo valor predictivo

positivo de los resultados de la prueba (McKenna et al., 2006).
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El suero debia ser colectado anualmente, pero a veces en intervalos mas
grandes, de todos los animales de 2 afios 0 mas, en rebafios participes y
propuestos por un laboratorio participante en el Programa. En el laboratorio, las
muestras son analizadas utilizando un ELISA. Para cada placa de ELISA
(Paracheck, CSL, Parkville), la densidad Optica de los pozos es corregida por
sustraccién del valor igual a 0.1 més el promedio de la DO de dos pozos controles
negativos. Cuando la DO corregida es mayor a 0, es registrado como un resultado

positivo, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante (Jubb, 2005).

Se reporta que las muestras de suero que se evaluaban por la técnica de
ELISA, se observo un 50% de sensibilidad y 99% de especificidad. En el kit de
prueba para anticuerpos contra MAP; de laboratorios IDEXX, de Westbrook se
espera identificar el 50% de animales infectados con MAP, y 99% de animales no
infectados. Por lo tanto, si 20 de 100 animales estuviera infectado en un hato con
MAP, entonces de esperaria que: 10 identificaran (50%) Correctamente como
infectados y 79 (99%) como no infectados, y 10 (50%) Incorrectamente
identificadas de los animales infectados como no infectados y uno (1%) de los

animales no infectados como infectado (Elzo et al., 2006).

La base del éxito en la realizacion de la técnica de diagnostico se encuentra
en la calidad del antigeno, la calidad del conjugado y la calidad de los sueros
testigos positivos y negativos a utilizar, independientemente de la certeza,
confiabilidad y repetitividad de los resultados en los que intervienen el técnico y

equipo utilizado (Martin et al., 1987; Saunders et al., 1977; Sweeney et al., 1995).

4.11.4. Efectos de la condicion climatica estacional en el diagnostico de
paratuberculosis

Strickland et al. (2005) no encontraron evidencia significativa para
relacionar la temperatura estacional con el aumento en el riesgo de obtener un

cultivo fecal positivo a MAP. Ninguno de los efectos estacionales fue significativo
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en cualquiera de los valores obtenidos mediante ELISA en la proporcién de vacas

seropositivas a MAP.

4.11.5. Relacion entre excrecion de MAP y resultados del ELISA

Un estudio indic6 que la sensibilidad de la clasificacion del programa
voluntario para el estatus de JD en el hato fue de 33 a 84%; considerando la
sensibilidad del ELISA y el tamafio del hato, si fue usado con confirmacién de
cultivo fecal, el rango fue de 70 al 93%. En adicién, se predijo que sin cultivo fecal
la especificidad para calcular la prevalencia del hato disminuiria 11% (Carpenter et
al., 2004).

La sensibilidad del ELISA para la deteccion de anticuerpos séricos a MAP
en vacas ha sido evaluada extensivamente. Aunque hay suposicién acerca de los
valores estimados y la prueba de referencia apropiada, la evidencia indica que la
sensibilidad del ELISA es altamente dependiente de la infeccibn de MAP
(Carpenter et al., 2004).

Considerando las etapas propuestas por Raizman et al. (2009), las
podemos reducir en tres:

 Etapa | pre-clinica no excreta la bacteria en heces
« Etapa Il pre-clinica excreta la bacteria en heces
« Etapa lll clinica excreta la bacteria en heces

Los rangos estiman de 15% (etapa |) a 85% (etapa 3). En la etapa Il la
sensibilidad esta positivamente correlacionada con el numero de MAP excretado
en heces. En adicion, la sensibilidad del ELISA puede disminuir con el paso del
tiempo debido a un cambio en el espectro de la enfermedad causado por el
desecho de animales con alta excrecion fecal. Finalmente la sensibilidad del
ELISA también depende de los valores de corte designados para la interpretacion
de los resultados de cada prueba, pues hay variantes del ELISA por los diferentes
laboratorios que la fabrican. La sensibilidad de solo un cultivo fecal en la etapa Il
de la infeccién, se considera por algunos autores, mas grande que el ELISA; sin
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embargo la sensibilidad es dependiente en ambos del numero de MAP excretado
en heces y el método de cultivo utilizado. La estimacién de la sensibilidad de solo
un cultivo fecal por métodos convencionales va de un rango de 30 a 50%
(Carpenter et al., 2004).

El beneficio de las pruebas al introducir rebafo, usando el ELISA solo o en
combinacion con cultivo fecal fue es minimo si los animales fueron comprados en
un lugar de conocimiento de baja prevalencia en los rebafios. El valor de la prueba
por ELISA solo o en combinacién con cultivo fecal es mas grande en rebafios con

alta prevalencia para todos los tamafios del rebafio (Carpenter et al., 2004).

Las muestras fecales pueden ser cultivadas usando medio Herrold con
yema de huevo y micobactina J y antibidticos. La sensibilidad del ELISA en suero
y leche relativo a cultivo fecal es aproximadamente 74.3% y 60%,
respectivamente. Los valores correspondientes para la especificidad del ELISA
(98.6—-99.3%) se basan en el porcentaje de cabras no infectadas de MAP en suero
y leche. Las proporciones de resultados positivos para suero y las pruebas fecales
son significativamente diferentes, mientras que las proporciones de resultados
positivos para leche y las pruebas fecales no son significativamente diferentes. La
leche en el ELISA tuvo un nivel moderado de acuerdo con resultados cultivo fecal.
El ELISA en pruebas de leche de cabras puede ser una alternativa eficiente en
base a costos, preciso para cultivo fecal (Salgado et al., 2007). Durante la etapa
activa de infeccion y antes del principio de enfermedad clinica, el ganado
generalmente desarrolla anticuerpos contra MAP pero puede existir reaccion
cruzada entre anticuerpos contra otras micobacterias. Esta reaccion cruzada de
anticuerpos puede ser eliminada por absorcién de la prueba con antigenos de
Mycobacterium phlei antes del comienzo del ensayo inmunoabsorbente ligado a

enzimas (Milner et al., 1990).

En la incubacién de la muestra diluida en el pozo tapizado de antigeno, el

anticuerpo especifico para MAP forma un complejo con los antigenos. Después
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del lavado de los pozos para retirar la materia flotante, se agrega peroxidasa
conjugada de rabano (HRPO) que unida a inmunoglobulinas compromete al
antigeno de fase solida. En el paso final de la prueba, el conjugado sobrenadante
es lavado y retirado, y el sustrato es afiadido en los pozos. La tasa de conversion
del sustrato es proporcional a un total de inmunoglobulinas unidas. El subsiguiente
color, medido espectrofotometricamente, es proporcional a un total de anticuerpos

presentes en la prueba experimental (OIE, 2004).

4.11.6. Técnica de Ziehl Neelsen

Se utiliza la tincién de Ziehl Neelsen para el diagnéstico de enfermedades
que cursen con infecciones micobacterianas. Esta técnica tiene la finalidad de
detectar el bacilo de la paratuberculosis en muestras de heces a partir de
colorantes que tienen afinidad hacia la pared celular del bacilo, utilizando el equipo
de colorantes que consta de tres reactivos: Fucsina Fenicada (Kinyoun), Alcohol
Acido Orth, y Azul de Metileno Loeffler (Lynch et al., 1978).

4.11.7. Cultivo bacteriano.

La bacteria se puede cultivar de las heces, las areas engrosadas de la
pared intestinal y los ganglios linfaticos ileales, mesentéricos e ileocecales. Los
medios adecuados incluyen el de yema de huevo Herrold, modificado de Dubos y
los medios Middlebrook 7H9, 7H10 y 7H11; la micobactina es necesaria para el
crecimiento bacteriano. MAP crece lentamente; las colonias pueden demorar 5 a
14 semanas en aparecer. Sobre el medio de Herrold, las colonias inicialmente son
muy pequefas, incoloras, semiesféricas y translicidas, con margenes redondos
parejos y una superficie lisa y brillante. Con el tiempo, las colonias se vuelven mas
grandes, mas opacas, asperas y mamiladas. Se informa que las cepas de ovejas
son lisas, uniformes y mayormente pigmentadas. El resultado del cultivo se
relaciona con el resultado del ELISA (Smith et al., 2010).
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MAP puede ser cultivado de varias partes de intestino delgado y grueso,
bazo, nodulos linfaticos, epididimo y de glandulas vesiculares. Los resultados en
algunos estudios demuestran una completa distribucion extraintestinal de la
bacteria y que los sementales deberian ser considerados una fuente importante de
infeccion de paratuberculosis durante su estrecho contacto con otros sementales,

vacas y novillos a través del proceso natural de apareamiento (Khol et al., 2010).

Por otra parte, se muestrearon hatos lecheros neerlandeses (Francia) que
habian cerrado por al menos tres afios sin historia de paratuberculosis en un
estudio con medio sélido para la certificacién del hato. De 90 hatos estudiados,
eventualmente 61% se encontraron infectados con MAP. El nimero de hatos
infectados disminuyd con cada ronda de pruebas. Asumiendo que todos los hatos
infectados fueron detectados por el noveno muestreo, se calcul6 el porcentaje de
hatos que verdaderamente no estuvieron infectados después de cada ronda de
muestreo. El cultivo y las muestras fecales proveen una alta sensibilidad, alta
especificidad y bajo costo de la prueba para los programas de certificacion del
hato (Kalis et al., 2004).

El cultivo bacteriano también se puede realizar en leche, y los resultados
han sido significativamente diferentes. En un estudio realizado en cabras, el cultivo
fecal fue comparado con cultivo hecho a partir de leche. En el grupo de cabras con
diarrea intermitente y severa, el 66% fue positivo al cultivo en leche y el 10% con
un resultado negativo en el ELISA fue positivo en cultivo de leche (Dimareli-Malli,
2010).

4.11.8. Inmunohistoquimica

Esta técnica Unicamente sirve de ayuda para confirmar el diagnéstico, y no
puede ser utilizada en animales vivos. El objetivo de esta técnica es encontrar
proteinas especificas (presentes en la pared celular de la micobacteria), dentro del
tejido del huésped, frecuentemente en la porcién terminal del ileon y los nddulos
linfaticos mesentéricos (Newton et al., 2009).
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El andlisis inmunohistoquimico de los tejidos, se puede llevar a cabo
usando antisuero colectado de conejos inmunizados con diferentes preparaciones
de MAP. Esta ha identificado un gran porcentaje de animales infectados (rango de
57 a 93%) y tejidos positivos (rango de 28 a 46%) (Huntley et al., 2005).

4.11.9. Otros métodos diagnosticos

4.11.9.1. Estudio macroscopico

La necropsia se basa en hallazgos macroscopicos en inspeccion de
visceras de los ovinos sacrificados, principalmente observando intestinos y
nédulos linfaticos mesentéricos. La evidencia de la presencia de la enfermedad,
son los signos clinicos tales como diarreas cronicas y pérdida de peso corporal y
las lesiones anatomopatoldgicas: ileocolitis granulomatosa. Existen tres formas de
la presentacibn de la enfermedad: tuberculoide, lepromatoso, e intermedia
(Tejedor, 1997).

4.11.9.2. Examen histopatolégico

Al examinar un animal mediante la necropsia se pueden tomar muestras de
tejido para examen histologico. Un examen histolégico positivo de JD se da
cuando se encuentran organismos acidorresistentes en las lesiones

granulomatosas tipicas de JD (Jubb, 2005).

Las muestras de las lesiones son fijjadas en formol al 10% salino para
examinar las secciones tefiidas con hematoxilina y eosina (HE) y Ziehl Neelsen (Z-
N). Las muestras de la parte anterior, media y posterior del yeyuno y valvula
ileocecal y de las porciones anterior, media y posterior de sus correspondientes
nodulos linfaticos son fijadas para histopatologia. La severidad de la lesion

histopatolégica puede ser apreciada como leve y no especifica, sugiriendo
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paratuberculosis leve, pero los microorganismos &cido-resistentes no son vistos

con frecuencia, también hay forma leve, moderada y severa (Jubb, 2005).

En los animales con paratuberculosis hay aumento del tamafio de los
nodulos linfaticos del yeyuno con lesiones granulomatosas (células gigantes y
células epitelioides) y yeyuno engrosado. Las lesiones histopatoldgicas tipicas de
paratuberculosis severa, incluyen vellosidades intestinales aplastadas, y grandes
areas de lesiones granulomatosas con presencia de bacilos en yeyuno, valvula
ileocecal y nédulos linfaticos asociados. Los casos subclinicos ocurren en

animales mayores de un afio de edad y adultos. (Mackintosh et al., 2010).

4.12. CONTROL Y PREVENCION

4.12.1. Control de la enfermedad

Los programas de control de paratuberculosis en América, por lo general
son se forma voluntaria en el control de la JD y han sido implementados en
diferentes Estados en USA desde 1999 para el control de la diseminacion de JD
entre y dentro de los hatos ganaderos. Como parte del programa, el ganado
lechero y de carne, implementé medidas de manejo, para prevenir: (1) transmision
de la infeccion aproximadamente alrededor del parto, (2) contaminacion del
ambiente (3) introduccion de ganado proveniente de hatos infectados. La base
para el programa es la reduccion del contacto con MAP hacia ganado joven de
reemplazo y sobre la deteccién y desecho de animales infectados. El programa
fue desarrollado basandose en la mejor informacion cientifica al tiempo disponible,
y con validez de pruebas clinicas o estudios longitudinales no disponibles, para

asegurar que el programa trabajaria como se planeé (Ferrouillet et al., 2009).

En Minnesota, el programa voluntario inicié en el 2000 para investigar si el
control de la enfermedad a través de la implementacién de practicas de manejo en
el hato fue efectivo en reducir la transmisién de JD. Este programa llamado
“Proyecto de demostracion de JD en el hato”, fue estimado mediante una

evaluacion de riesgo anual producido por un Estado certificado o veterinario
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federal. Las vacas adultas fueron muestreadas regularmente usando un analisis
serolégico y cultivo fecal bacteriano para evaluar el progreso hecho a todo lo largo
del programa de control. Un subcomité nacional del grupo de trabajadores de la
asociacion de salud animal de los Estados Unidos (USAHA) fue
subsecuentemente formado para disefiar el proyecto de demostracion de JD en
los hatos para evaluar la efectividad y viabilidad del programa voluntario de control
de JD bovina. Este proyecto fue fundado por USDA-APHIS-VS iniciado en el 2003
(Ferrouillet et al., 2009).

La prevalencia en estos hatos como especialmente en hatos grandes tiene
un alto riesgo de infeccion. En el estudio del sistema Nacional de monitoreo de la
salud animal del ganado lechero se emiti6 una falsa estimacién de la prevalencia
del hato (falso negativo) probablemente porque el muestreo de 30 hembras fall al
detectar la infeccion en hatos con baja prevalencia (Carpenter et al., 2004).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Localizacién

El estudio se llevara a cabo en la region de San Gregorio Atzompa, Palmar
de Bravo, Tehuacan, Tecamachalco, Tochtepec, Caflada Morelos, Libres y
Cuyoaco, con un promedio de 66 productores con 427 muestra por region, en el
Estado de Puebla.

5.2. Tipo de Estudio y Tamafio De Muestra

El tipo de estudio fué transversal polietapico y estratificado, el muestreo
serologico sera al azar por conglomerados monoetapico y la determinacion del
tamafio minimo de muestra serealizé utilizando la férmula de Cannon y Roe

(Jamarillo y Martinez, 2010).

5.3. Criterios de Inclusién y Exclusion.

INCLUSION: Se muestrearan bovinos de la raza Holsetin Friesian, hembras
mayores de dos afios y los machos que se estén en la explotacibn como

sementales.

EXCLUSION: Los animales menores de dos afios y los machos que no son

contemplados como sementales.

5.4. Muestreo Serologico.

La toma de muestra de sangre se realizara por la puncion de la vena
coxigea con el empleo de tubos al vacio con tapén rojo marrén sin anticoagulante.
Las muestras se transportaron a 4 °C al Laboratorio de Serologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la BUAP. Donde se centrifugaran por 5
minutos a 3000/min para extraer el suero. Separando el suero en tubos cénicos de

tipo Eppendorf en congelacion a -20°C hasta su procesamiento serolégico, que se
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realizara en el laboratorio especializado de Tehuacan del Comité de fomento y
salud Animal.

5.5. Técnica de laboratorio diagnostico ELISA.

Se utilizara la prueba de ELISA siguiendo el protocolo del laboratorio de
diagnéstico del CEIEPAA, FMVZ, UNAM, Querétaro.

5.6. Resultados e interpretacién

Subsecuentemente el color es medido espectrofotométricamente (densidad
Optica, filtro de 650 nm). La densidad Optica es directamente proporcional a la
cantidad de anticuerpos presentes en la muestra de la prueba. La ausencia o
presencia de anticuerpos contra MAP es determinada por la razon de la prueba

para positivo (S/P) para cada muestra;

S/p = DO muestra— T CN
T TTxcP- xcN

Dénde:

S

a la densidad Optica de la muestra menos la densidad éptica del promedio de

los controles negativos.

0
I

a la densidad optica del promedio de los controles positivos menos densidad

Optica del promedio de los controles negativo.

El control positivo es estandarizado y representa un nivel significante de
anticuerpos contra MAP en el suero. Segun el manual, las muestras de suero con
valores S/P < 0.25 deberian ser clasificadas como negativos para anticuerpos
contra MAP, y los valores S/P >0.25 deberian ser considerados positivos. Sin
embargo, la raz6n S/P también puede ser transformada en 5 puntuaciones
basadas en la clasificacion de Collins:

1) 0= negativo, para razén S/P de 0 a 0.09; anticuerpos a MAP no detectados;
2) 1= sospechoso, para razon S/P de 0.10 a 0.24; bajo nivel de anticuerpos

séricos contra MAP pero arriba de lo normal de los niveles anteriores;
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3) 2= positivo bajo, para razéon S/P de 0.25 a 0.39; bajo nivel de anticuerpos
séricos contra MAP pero arriba del punto de corte estdndar para la prueba
positiva;

4) 3= positivo, para razon S/P de 0.4 a 0.99; nivel moderado de anticuerpos
séricos contra MAP; y

5) 4= positivo alto, para razén S/P de 1.00 a 10.00; alto nivel de anticuerpos
séricos contra MAP (Elzo et al. 2006).

El punto de corte del ELISA en el set tiene una alta especificidad. El punto de
corte puede ser aminorado, por consiguiente potencialmente incrementa su
habilidad para detectar animales infectados tempranamente en el curso de la
enfermedad, sin embargo la especificidad seria eliminada. Se busca descubrir
porque el bajo nivel de casos clinicos continué ocurriendo en el programa de
control y pruebas para JD en Victoria, y en particular, si se reduce el punto de
corte del ELISA se podrian tener casos clinicos identificados mas tempranamente
(Jubb, 2005).

5.7. Variables a considerar para el modelo estadistico sobre factores de
riesgo.

Estas variables de evaluaran a partir de los resultados obtenidos de las
encuestas epidemioldgicas aplicadas a los productores que participaron en el

muestreo, las variables a evaluar para este estudio son:

Municipio (MUN),

Localidad (LOC),

Tipo de explotacion (PRD): Ganaderia familiar o Tecnificado,
Numero de Trabajadores (NUMTR),

Numero total de animales del hato (THATO),

Numero de vacas en produccion (VACAS),

Numero de sementales en el hato (SEMNT),

Produccion lactea en litros/Diat/vaca (LTS),

Presencias de diarreas (DIARREAS),

© 0o N o g b~ 0w DdPRE
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10.Presencia de animales emaciados (FLACOS),

11.Presencia de animales deshidratados (DESHI),

12.Deteccidn de baja produccion lactea (BPROD),

13.Contacto de los becerros con las madres (CONTACTO),

14. Aplicacion de calostro (CALOSTRO),

15. Utilizacion de hembras nodriza (NODRIZA),

16.Tipo de alimentacion al becerro (ALIM) leche materna o sustituto de leche,

17.Los animales son alimentados en el suelo (SUELO),

18. Origen del agua para los animales (AGUA), pozo o potable,

19.Frecuencia de limpieza de los comederos (COME), diario, cada tercer dia,
semanal,

20.Frecuencia de limpieza de bebederos (BBDERO), diario, cada tercer dia,
semanal,

21.Manejo de las heces (HECES),

22.Comparten instalaciones (Comparten),

23.Existe programa de reemplazos (REEM),

24.Realizan algun tipo de diagndstico (DX),

25.Cuentan con parideros (PARID),

26.Frecuencia de limpieza de los parideros (FREECLIM),

27.Cuentan con equipo de limpieza (ELIMP),

28.Cuentan con otra especies (OESP),

29.Vacunas sus animales regularmente (VACUNA),

30.Porcentaje de presencia (POR).

5.8. Andlisis Estadistico.

Las variables se sometieron a un analisis descriptivo univariado, mediante

las frecuencias absolutas y relativas, medidas de tendencia central y de

dispersion. Se realizara un analisis bivariado para determinar la asociacion entre el

diagnostico de MAP vy las diferentes variables independientes y covariables. Las

variables categoricas se compararan utilizando la prueba de y?, exacta de Fisher

y para las variables continuas las pruebas t de Student para variables con
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distribucién normal, en las que no presenten distribucion normal la prueba de
Kruskal Wallis. Se calcularan las razones de momios (RM) y los intervalos de
confianza al 95%, a fin de demostrar diferencias significativas entre los hatos

infectados y los no infectados por MAP.

Se desarrollarda un modelo de regresion logistica para determinar la
asociacion entre el diagnostico de MAP y las diferentes variables independientes y
covariables, basados en aspectos de plausibilidad biolégica y significancia
estadistica, el modelo de regresion logistica con las variables que presenten una
p <0.2, se analizaran la salida de las variables que modificaban el efecto hasta
obtener un modelo mediante el uso de la prueba y? de la log verosimilitud, el cual
se evaluarda por medio de una prueba de likelihood con el uso de la pseudo R?, y
la prueba de Hosmer y Lemeshow. Se revisaran los supuestos del modelo de
regresion logistica con el fin de que los procedimientos de inferencia sean validos.
Se buscara el mejor modelo que se ajuste a los datos, que tenga parsimonia, es

decir, que explique el fendémeno a estudiar de la mejor manera posible.

Las variables a estudiar son: (LUC), (PRD), (NUMTR), (LTS), (DIARREA),
(FLACAS), (DESHI), (BPROD), (CONTACTO), (CALOSTRO), (NODRIZA), (ALIM),
(SUELO), (AGUA), (COME), (BBDERO), (HECES), (COMT), (RFEM), (PARID),
(FRECLIM), (ELIMP), (OESP), (VACUNA); y la variable respuesta es POR.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION.

De acuerdo los resultados de la prueba de ELISA realizada a un total de
427 animales de 10 municipios de los cuales se dedican a la produccion de leche
fueron los siguientes: 260 animales negativos y 167 se identificaron como
positivos a la prueba de ELISA P35 realizada en el laboratorio de diagnostico del
CEIEPAA, FMVZ, UNAM, Querétaro, con un promedio de 9 animales por hato y un
64.2% de presencia de MAP en los hatos muestreados, como se informé en el
2012 por Martinez et al., del cual establece un inmuno-ensayo enzimatico par el
diagnostico de paratuberculosis en bovinos con 491 sueros, con respecto a los
sueros positivos como negativos de la presente investigacion fueron relacionados
con los valores promedio establecidos por la técnica de Martinez et al., (2012)
mediante tablas de contingencia de 2x2 (figura 1) y también por Wolf et al., (2015)
donde establece una prevalencia del 43.5% en hatos semitecnificados y 7.5% en
tecnificados.

Resultados de prueba de ELISA P35

300
250
200
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100

Numero de animales

50

Negativo Positivo

Figura 1. Resultados de la prueba de ELISA realizada a 427 animales adultos
productores de leche de 10 diferentes municipios del Estado de Puebla.
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Se identifico los tres sistemas de produccion Tecnificado, semitecnificado y
ganaderia familiar, mostrando que el sistema tecnificado (49.68%) es el que
mantiene mayor numero de animales que presenta MAP bajo la prueba de ELISA
gue el sistema familiar (38.3%). La capacidad del resultado positivo o negativo de
la prueba para predecir de forma precisa el estado de una animal o poblacién con
respecto a una infeccion, es la consideracion mas importante para la validacion de
un ensayo, por lo que se deben considerar factores que pueden influir en el
resultado, en este caso al desarrollar el ELISA para determinar la presencia de
anticuerpos contra MAP (Figura 2), se sabe que en ocasiones los animales
negativos a ELISA pueden resultar positivos a PCR o al asilamiento bacterioldgico,
debido a que etapas tempranas de la infeccidn la respuesta inmune predominate
es de tipo celular, y la eliminacion del bacilo en excremento comienza a darse de
manera intermitente Otra razén por la cual la produccién de anticuerpos se puede
ver afectada es la causa de la pérdida de respuesta inmune ante la infeccion; esta
actividad supresora es denominada anergia, y se presenta cuando los animales
son viejos o la infeccidon estad en su etapa final, de manera que estos animales
pueden estar excretando el bacilo y no ser detectados con las pruebas serolégica
(Martinez et al., 2012).
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Figura 2. Porcentaje de animales seropositivos a MAP por sistemas de produccién
en el Estado de Puebla.
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Los municipios muestreados fueron 10 de los cuales no todos los hatos
muestreados presentaron la presencia de MAP, como es el ejemplo de Cuyoaco y
Palmar de Bravo (0%),para los municipios con mayor porcentaje fueron
Tochtepec, Caflada Morelos, san Andrés Cholula, Tehuacan, con 80.64, 92, 95,
100, respectivamente (Figura 3). Coincidentes con Martinez et al., (2012) donde
establece que Estudios de tipo epidemioldgicos transversales realizados en
ganado bovino de los Estados de Guanajuato y San Luis Potosi; indican que
existe una seroprevalencia de paratuberculosis del 10.71 y 31.3%
respectivamente; en el presente trabajo se incluyeron muestras de animales que
procedian de los Estados de Hidalgo, Aguascalientes y Estado de México, de las
cuales se obtuvieron 68 animales positivos de los 491 animales evaluados con el
ELISA con antigeno protoplasmatico de Map 3065, esto corresponde a una
frecuencia de 13.84%, si bien este dato no proviene de un estudio con disefio
epidemioldgico, pone de manifiesto que la enfermedad, se encuentra ampliamente
distribuida en hatos de distintos Estados del Pais y que se requiere el realizar
estudios con los que se pueda determinar la situacion real de la enfermedad, y el

impacto econémico que representa para la ganaderia nacional.

Municipios Muestreados
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Figura 3. Porcentaje de hatos infectados de los diferentes municipios con respecto
a los productores que permitieron el muestreo a sus animales.
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De acuerdo con el andlisis estadisticos solo se encontraron diferencias
estadisticas en las variables PRD, DESHI, ALIM, COME, PARID, VACUNA
(P>0.05) para el andlisis de regresion logistica, en el resto se observaron
diferencias numéricas. Estos resultados son parecidos a los datos nacionales de la
enfermedad en el Reino Unido aunque han sido escasos, los estudios sobre el
efecto de la paratuberculosis establecen estimaciones de la prevalencia con una
magnitud de pérdidas y una baja eficiencia de los sistemas de produccion, esta
informacion se ha concentrado en pequefas regiones geograficas de este pais. En
cierta medida, las pérdidas asociadas con relacién a la paratuberculosis estan muy
relacionado con el sistema de produccién. Sin embargo, con la reciente
introduccidon de un programa de control voluntario de paratuberculosis en el Reino
Unido, el volumen de datos analizados ha ido en aumento y ahora es suficiente
para el andlisis. Es probable que estas pruebas se utilizara para identificar a los
animales con paratuberculosis subclinica en lugar de animales clinicamente
afectados que serian estar mostrando signos de la enfermedad (Pritchard et al.,
2016; Corbett et al., 2017).

Con lo que respecta a la descripcion del comportamiento de la variable
POR se relacion6 de la siguiente manera mediante la prueba de Kruskal Wallis
(Tabla 1) solo se encuentra significancia las variables de DESHI y CONTACTO,
los factores de riesgo relacionados con la gestion para la transmision de Map
incluyen el alojamiento en grupo de vacas parturientas con las vaca en un solo
corral de parto, uso del mismo colchon entre partos de un mismo grupo,
contaminacion fecales de ubres de vacas parturientas, y uso de la misma cama de
maternidad que no se limpian entre cada parto. Un mayor riesgo estd determinado
por hatos mas grandes en numero, donde se le considera de alta asociacion,
ademas de pasturas contaminadas con el abono de animales adultos que también
se puede considerar un factor de riesgo debido a la prolongada supervivencia de
Map dentro de estas mezclas. Con respecto a la bioseguridad, es un componente

esencial de la prevencion de enfermedades en general y es igualmente importante
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en la prevencion de la paratuberculosis, con la compra de animales considerados

una via importante de transmision de Map entre las granjas (Pritchard et al., 2016).
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Tabla 1. Variables relacionadas a POR mediante la prueba de Kruskal Wallis

VARIABLES N MEDIA D.E. Kruskal-
Wallis/H

1 LOC 58 8.241 4.842 43.98
2 MUN 57 5.33 2.942

3 PRD 58 1.724 1.268 4.26
4 THATO 57 38.44 66.77

5 vacas 57 0.11 35.28

6 LACTA 57 3.86 6.385

7 SEMNT 57 0.2456 0.5757

8 LTS 58 20.043 7.356 17.41
9 DIARREA 58 1.8448 0.3652 0.13
10 FLACOS 58 1.8621 0.3478 0.41
11 DESHI 58 1.9138 0.2831 0.04
12 BPROD 41 1.4634 0.5049 0.2
13 CONTACTO 56 1.7143 0.4558 0.001
14 CALOSTRO 52 1.0962 0.2977 2.94
15 NODRIZA 52 1.75 0.4372 0.54
16 ALIM 51 1.0588 0.2376 2.18
17 SUELO 56 1.9464 0.2272 0.26
18 AGUA 58 2.2069 0.487 0.22
19 COME 58 1.4483 0.6535 16.24
20 BEBEDERO 56 4,982 2.857 13.91
21 HECES 57 1.8772 0.3311 0.67
22 COMT 57 1.6491 0.4815 0.47
23 REEM 57 1.7193 0.4533 1.47
24 DX 23 1.7826 0.4217

25 PARID 40 15 0.5064 0.84
26 FRECLIM 18 1.833 0.514 3.83
27 ELIMP 58 1.4655 0.5032 1.14
28 OESP 58 1.569 0.4995 0.19
29 VACUNA 57 1.5614 0.5006 0.75
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Con respecto a la presencia de diarreas en los animales adultos se observo
qgue solo 8 del total de productores encuetados informa que han tenido presencia
de diarreas (Figura 4), aunque no es un indicador que numeéricamente no
represente severidad se puede comentar que es un alto riesgo en tener animales
succinicamente diagnosticados con diarrea de origen como Map, Karsten et al.,
(2015) encontraron que la exposicion a las vacas adultas con diarrea y que
alimenten con calostro a los becerros o a multiples becerros es un factor de riesgo
altamente significativo, como establecieron en un grupo de 226 vacas adultas que
alimentaban becerros como nodriza se comprobd positivos a Map por ELISA,
ademas realizaban sus compras de otros hatos por mas de 20 afios, todos los
becerros fueron positivos, por lo tanto es de alto riesgo alimentar con calostro

proveniente de animales con diarrea.

En un estudio longitudinal en 21 hatos lecheros canadienses sobre el efecto
de cambiar practicas de manejo, se identificaron factores no relacionados con la
higiene que influyeron en la tasa de incidencia de Map. En otro estudio transversal
en Brasil se identificd la maternidad como factor de riesgo y en un estudio de
caso-control en Suiza se encontrd varios factores relacionados a contaminacion
con estiércol de animales adultos y su manejo en la zona de parto fue asociado a
la prevalencia dentro de este hato. En otro estudio en Minnesota en tres hatos
lecheros proporcionaron evidencia que terneros nacidos en el corral de parto
individual tenian una proporcion mas baja de riesgo para Map con menos
resultados positivos en los afios posteriores en comparacion con las vacas en

corrales de parto en grupo (Karsten et al., 2016; Kirkeby et al., 2016).
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Figura 4. Presencia de diarreas en los diferentes hatos encuestados.

Aungque en los resultados muestran bajo informacion con respecto a la
presencia de animales deshidratados producto de Map (Figura 5) se considera un
factor de riesgo ya que becerros que presumiblemente estan expuestos a las
heces del ganado con el agente infeccioso pueden adquirirlo por ingestién de las
bacterias del medio ambiente esta informacidén es importante porque Map puede
persistir en el ambiente desde los 5° C por méas de 9 meses y a 15° C por lo
menos 3.5 meses y en un ambiente seco, en un ambiente totalmente sombreado
por hasta 55 semanas. El estiércol almacenado donde se producen lagunas, Map
es viable hasta 8 semanas y el ADN después de 175 dias. Transmision del agente
parece interrumpirse mas eficazmente en las crias recién nacidas ya que estan en
contacto con cualquier materia que puede contener heces de ganado adulto, leche
o calostro, polvo, agua, alimentacion, u otras fuentes. Aungue estudios han
mostrado evidencia de una susceptibilidad depende de la edad, con un alto riesgo
de infeccién cuando ocurre la exposicién al agente infeccioso en el nacimiento, los
becerros son susceptibles a la infeccion mas alla de los 12 meses de edad. Esto
es particularmente importante si las fuentes de agua estan infectadas o el
ambiente esta muy contaminado. Debido a las muchas maneras posibles en que
becerros pueden verse expuestos a Map (Figura 6), existen numerosas
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recomendaciones para disminuir el riesgo a nuevas infecciones en los haos
lecheros se han publicado y resumido en muchas publicaciones, tratando de cubrir
la mayoria de las rutas de infeccién, pero estas directrices se han convertido en
asuntos muy complejos y pueden abrumar y sobrecargar los productores, estos
consideran que la mayoria de los procedimientos son caros y dificiles de
implementar para mantener las medidas recomendadas. Debido al largo intervalo
entre la exposicion al agente infeccioso y enfermedad detectable y debido a las
diferentes rutas de transmision, es dificil cuantificar la importancia de las
recomendaciones relacionadas a minimizar la exposicion del becerro por el agente
infeccioso y parece haber una falta de conocimiento por lo tanto hay poco

publicado sobre esta cuestion (Karsten et al., 2015; Wolf et al., 2016).

Numero de productores

Presencia de animales deshidratados

Figura 5. Presencia de animales deshidratados en los diferentes hatos
encuestados.
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Figura 6. Numero de productores que establecen si las crias estan en contacto

con el ganado adulto o con su materia fecal.
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Con lo que respecta al comportamiento de la condicién corporal de los
animales se observé en la encuesta que si hay presencia de animales flacos, pero
en el caso de los animales en produccion si hay una reduccion considerable de la
produccion de leche establecida por los productores (Figura 7) estos resultados
sugieren que la infeccion subclinica de paratuberculosis estd asociado a la
reduccion en la produccion como lo comenta Pritchard et al., (2016) donde
establece que observaron una disminucion de 103 a 485 kg (equivalente 1.4 a
5.5%) se estima de 40 a 305 dias abiertos, segun numero de lactancia, y estas
pérdidas son consistentes con otros estudios. Sin embargo, algunas estimaciones
publicadas han sido inconsistentes porque los resultados estan influenciados por
factores como el tipo de parto, etapa de lactancia, etapa de la enfermedad,
prevalencia en el hato y la eleccion de la prueba de diagnéstico usada. La
asociacion entre el estado de la prueba y la produccién, varia desde un 2 a un
18% de baja en la produccion teniendo animales infectados en los hatos
evaluados (Whist et al., 2014).

Comportamiento de la condicién corporal y la produccién
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Figura 7. Comportamiento de la condicion corporal de los animales y su relacién
con la produccion.
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Con lo que respecta las préacticas de la utilizacion de calostro, uso de
nodrizas y alimentacién artificial al becerro se pudo observar que solo 5
productores no lo utilizan, 12 productores si usan y 12 no utilizan, y 48 productores
si alimentan y 48 no alimentan de forma artificial (Figura 8), comportamiento
parecido a algunas investigaciones sobre demografia de hato y factores de riesgo
asociados con la introduccién y transmisién de Map donde se realizé la prueba de
ELISA resultando positiva. Los factores de riesgo identificados en estos estudios
incluyeron hatos grandes, importacion de ganado des el extranjero, y no usaban
jaulas de partos individuales, razén suficiente para establecer medidas sanitarias
de emergencia en esos sistemas de produccidén, por estar en riesgo tanto
animales como personas (Godden et al., 2015; Karsten et al., 2016; Verhegghe et
al,. 2016).

Practicas relacionadas con el manejo
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Figura 8. Préacticas de manejo relacionadas con la actividad y los patrones de
comportamiento asociados a MAP.
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El agua siempre ha sido un recurso valioso tanto por su importancia en la
alimentacion asi como medio de sanitacion, en la presente investigacion se evalué
su utilizacion con respecto al origen ya que puede ser un medio también de
contaminacion, las observaciones al respecto fueron; los productores utilizan agua
de pozo y potable, referente importante como mencionan algunos investigadores
donde sefialan como factores asociados a la presentacién de la paratuberculosis
la concentracion animal, el pH del suelo, el agua, la contaminacion ambiental y el
desconocimiento de la enfermedad, lo que aunado al sistemas de explotacién con
baja densidad animal concentrados alrededor de fuentes de agua en comdn y en

sistemas sin control sanitario explicaria las diferencias (Coromoto et al., 2006).
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Figura 10. Practica de limpieza por parte de los productores de los bebederos

dentro de sus sistemas de produccién.
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Se infiere que el sistema de manejo de las explotaciones (Figuras 11 y 12),
la entrada de animales sin control o la falta de aplicacion de medidas de
bioseguridad para minimizar la entrada de patdégenos, favorecen la presencia de la
enfermedad. La mayoria de los hatos se infectan a través de la compra de
animales enfermos aparentemente normales; a partir de animales portadores la
transmision ocurre por la via fecal-oral y por la ingestion accidental de materia
fecal, los becerros son el grupo de mayor riesgo, otras posibles vias de infeccion
de los becerros, lo constituye el calostro contaminado, la leche y la placenta
infectada, situacion a considerar cuando se diagnostica un hato positivo
(Coromoto et al., 2006).

Practicas relacionadas con el manejo
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Figura 11. Practicas de manejo relacionadas con la actividad y los patrones de
comportamiento asociados a MAP.
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Practicas relacionadas con el manejo
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Figura 12. Practicas de manejo relacionadas con la actividad y los patrones de
comportamiento asociados a MAP.

Al observar las practicas de manejo por parte de los productores se puede
inferir que la limpieza de las instalaciones es una pieza importante (Figura 13) ya
gue menos de 30 productores realiza limpieza de las instalaciones donde se
encentran los becerros ya que no cuenta con equipo de limpieza especificos, en
alguna investigaciones se ha demostrado que la contaminacion bacteriana resultd
de ordefar el calostro en un cubo antes de transferirlos a un recipiente de estéril.
Se identificdé que la recoleccion de calostro era la etapa mas propensa a la
contaminacion debido a una ubre sucia, maquina de ordefio o cubo sanitizado
inadecuadamente. Los medios de almacenamiento y niumero de contenedores de
almacenamiento pueden afectar calidad de calostro, y agrupacion de calostro
podria aumentar el riesgo de exposicion a agentes patdégenos. Altos conteos
bacterianos pueden ser indicativos de contaminacion fecal (Beaver et al., 2016).

Sin embargo, en el area de parto debe estar limpio o libre de estiércol
(Figura 13) ya que existe mucha sinergia entro los factores de riesgo,
particularmente debido a aumento de la susceptibilidad de las crias neonatales. Se

han reportado casos muy convincentes de riesgos "multifactoriales” en la
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transmision Map evaluando puntuaciones de riesgo acumulado contra la
prevalencia del hato. Cuidado de becerros recién nacidos significativamente
interactud con otras categorias, incluyendo manejo de estiércol y condiciones
ambientales; asi, ciertas variables parecen tener una relacion diferente a la
prevalencia cuando se combinan como puede ser el uso de programas de
vacunacioén y la presencia de otras especies (Beaver et al., 2016, Fernandez et al.,
2016).

Practicas relacionadas con el manejo
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Figura 13. Practicas de manejo relacionadas con la actividad y los patrones de
comportamiento asociados a MAP.
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VII. CONCLUSIONES

La paratuberculosis es una enfermedad que causa grandes peérdidas
econdémicas en la ganaderia, por lo que, se requieren de pruebas diagndsticas
sensibles y especificas para lograr la deteccién y posterior eliminacion de los
casos clinicos y subclinicos de los hatos, para que, de esta manera se reduzca la
exposicion de los animales jovenes que son los mas susceptibles a infectarse con
Map. Ademas de que se hace indispensable el contar con técnicas diagndsticas
gue sean de facil implementacién en los laboratorios, y que puedan ser utilizadas
para desarrollar estudios de tipo epidemiolégico sobre la enfermedad en diversas
especies de animales domesticos y silvestres, para poder determinar las medidas

necesarias para su control.

El presente estudio provee de evidencia que indica que el tipo de manejo
utilizado en la regidn es un factor importante en la prevalencia de Map se necesita
realizar un programa de control regionalizado que incluya los tres niveles de
gobierno asi como asociaciones y productores independientes para que se disefie
un control eficiente y permanente, y los actores puedan tener acceso a nuevos
programas de mejora que incluya capacitacion y financiamiento para implementar
las adecuaciones que se requieren como es en infraestructura y recursos

humanos.
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ANEXO. Encuesta epidemioldgica

| BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA.

Il

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

DETERMINACION DE LA SEROPREVALENCIA Y FACTORES DE RIESGO DE PARATUBERCULOSIS BOVINA (MAP) EN

GANADO LECHERO EN HATOS LECHEROS DEL ESTADO DE PUEBLA

Toda la informacion que usted proporcione es confidencial y solamente sera utilizada con fines de investigacion.

|. DEL PROPIETARIO

1.- NOMBRE DEL DUENO:

TELEFONO:

2.- DOMICILIO:

3.- LOCALIDAD/POBLACION:

MUNICIPIO

4.- CORREO ELECTRONICO:

II. DEL RANCHO

5.- NOMBRE DEL RANCHO:

6.- UBICACION: LOCALIDAD:

MUNICIPIO:

7.- GEOREFERENCIACION: latitud: longitud:

IIl. VARIABLES SOCIALES

8.- ¢ CUANTAS PERSONAS TRABAJAN EN SU EXPLOTACION?:
9.-NIVEL DE ESCOLARIDAD DEL ENCARGADO O DUENO:
a) Primaria b) Secundaria c) Bachiller

IV. VARIABLES PRODUCTIVAS

10.- TIPO DE UNIDAD DE PRODUCCION: a) Tecnificado
11.- NUMERO TOTAL DE CABEZAS QUE COMPONEN EL HATO:

]

d) Profesionista

12.- NUMERO DE VACAS EN PRODUCCION:

13.- NUMERO DE LACTANTES:
14.- NUMERO DE SEMENTALES:
15.- , CUAL ES EL PROMEDIO DE PRODUCCION DE LECHE/VACA/DIA?:

V. FACTORES DE RIESGO A SOCIADOS A MAP

SIGNOS

16.- ¢ A OBSERVADO ANIMALES ADULTOS CON DIARREA PERSISTENTE?
17.-¢, A OBSERVADO SI LOS ANIMALES ENFLACAN DE REPENTE?

18.- (A OBSERVADO ANIMALES DESHIDRATOS?

19.- (A OBSERVADO S| HA BAJADO LA PRODUCCION?

ALIMENTACION.

20.- ¢(LAS CRIAS ESTAN EN CONTACTO CON EL GANADO ADULTO O CON SU MATERIA FECAL?

a) Si b) No

21.- (; SUMINISTRA CALOSTRO A LOS TERNEROS? a) Si b) No
22.- ¢, EL CALOSTRO PROVIENE DE NODRIZAS CONTROLADAS? a) Si b) No
23.- ¢ CON QUE ALIMENTA A LOS TERNEROS? a) Leche de vaca
24.- ;LOS ANIMALES SON ALIMENTADOS EN EL SUELO? a) Si b) No

25.- ¢ DE DONDE PROVIENE EL AGUA QUE SE LES PROPORCIONA

MANEJO
26.- ¢ CON QUE FRECUENCIA LIMPIA LOS COMEDEROS?

msnm:

d) Otra

b) ganadera familiar c) Otro

a) Si
a) Si
a) Si
a) Si

b) No
b) No
b) No
b) No

b) Sustituto de leche

27.- { CON QUE FRECUENCIA LIMPIA LOS BEBEDEROS?
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28.- ¢ SE OBSERVA PRESENCIA DE MATERIA FECAL EN LOS COMEDEROS O BEBEDEROS? a) Si b) No

29.- ; COMPARTEN BEBEDEROS O COMEDEROS ANIMALES DE DIFERENTES EDADES? a) Si b) No
30.- ¢ COMPRA O INTRODUCE ANIMALES PARA REEMPLAZO INCLUYENDO AL SEMENTAL a) Si b) No
31.- ( DE DONDE PROVIENEN? a) De la misma localidad b) Tianguis o plaza ¢Cual?

c) Otro estado ¢Cual? d) Procedencia desconocida
32.- ¢ REALIZA PRUEBAS DIAGNOSTICAS A LOS ANIMALES QUE COMPRA O INTRODUCE? a) Si b) No
a) Si ¢ Cuales? b) No
33.- ¢ SE CUENTA CON AREA DE PARIDEROS? a) Si b) No

34.- { CON QUE FRECUENCIA SE LIMPIA ESTA AREA?

35.- ( DONDE ES COLOCADA LA MATERIA FECAL?

36.- ¢ UTILIZA EL MISMO EQUIPO DE LIMPIEZA( PALAS, ESCOBAS, CARRETILLAS ETC) PARA LIMPIAR CORRALES

Y PARA ALIMENTAR A LOS ANIMALES O LIMPIAR BEBEDEROS Y COMEDEROS? a)Si  b)No
37.- ¢EXISTEN EN LA UNIDAD DE PRODUCCION OTRAS ESPECIES SUCEPTIBLES COMO OVINOS Y

CAPRINOS a)Si  b)No
SANIDAD

38.- ¢(LLEVA A CABO PROGRAMAS DE VACUNACION? a) Si b) No

39.- CONTRA QUE ENFERMEDADES ESTA DIRIGIDO

40.- ¢ TIENE PROGRAMAS DE DESPARASITACION? a) Si b) No

ECONOMICAS

41.- ( CUAL ES EL PRECIO DE VENTA DE UN BOVINO PARA PIE DE CRIA?

42.- ¢ CUAL ES EL PRECIO DE VENTA DE UN BOVINO DE DESECHO?

43.- ¢Cudl ES EL PRECIO DE VENTA DEL LITRO DE LECHE?

44.- ; QUE DESTINO TIENE DE LA LECHE PRODUCIDA EN SU EXPLOTACION?
a) Venta para la elaboracion de subproductos c)produccion de lacteos b) venta por litro

VI. DATOS INDIVIDUALES DE LOS ANIMALES MUESTREADQOS

CONDICION EDAD EDO.
IDENTIFICACION CORPORAL (MESES) RAZA SEXO REPRODUCTIVO DIAS GEST.
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