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RESUMEN

La paratuberculosis, conocida como enfermedad de Johne es una enfermedad
ocasiona por Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP), afecta
el tracto intestinal, produciendo un ensanchamiento de la pared del intestino y
como resultado una reduccion de la capacidad de absorcién intestinal, dicha
enfermedad ocasiona pérdidas economicas en hatos lecheros debido a la
disminucién de la produccién de leche y otros factores. Esta enfermedad afecta
a ovinos, bovinos, caprinos y otras especies de rumiantes y su distribucion es
global. El objetivo de esta revision sistemética fue conocer la prevalencia de
paratuberculosis bovina en todos los paises ganaderos a nivel mundial y sus
factores de riesgo en estudios que utilizaran como método diagnostico PCR en
tiempo real y/o ELISA. Una cantidad de 16 estudios fueron obtenidos de 9 paises
diferentes teniendo una prevalencia por animal entre 0.08%-11.7% y una
prevalencia por rebafio entre 10%-70.5%. Se llegaron a encontrar diferentes
factores de riesgo como el tamario de rebafio, la edad, la zona geografica, el tipo
de suelo y la presencia de signos clinicos de la enfermedad. En conclusion, esta
revision sistematica encontro la prevalencia aparente en 4 continentes en 9
paises ganaderos, el método diagnostico mas utilizado fue el ELISA para
detectar anticuerpos contra MAP y se encontré que existen una variedad de
factores de riesgo que predisponen al ganado bovino a presentar anticuerpos
contra MAP ya que todos los estudios que sefialaron factores de riesgo

realizaron el diagnostico con ELISA.

Palabras clave: Paratuberculosis, ELISA, PCR, prevalencia, revision

sistematica.



ABSTRACT

Paratuberculosis, also called Johne’s disease is a disease caused by
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP), affects the intestinal
tract, leading to a thickening of the intestinal wall and consequently a reduction
in intestinal absorption capacity, this disease causes economic losses in dairy
herds due to reduced milk production and other factors. This disease affects
sheep, cattle, goats and other ruminant species and it has a global distribution.
The objective of this systematic review was to determine the prevalence of bovine
paratuberculosis in all livestock countries worldwide and its risk factors in studies
using real-time PCR and/or ELISA as diagnostic methods. Sixteen studies were
obtained from 9 different countries with a prevalence per animal between 0.08%-
11.7% and a prevalence per herd between 10%-70.5%. Different risk factors were
found, such as herd size, age, geographical area, soil type and the presence of
clinical signs of the disease. In conclusion, this systematic review found the
apparent prevalence in 4 continents in 9 livestock countries, the most commonly
used diagnostic tool was ELISA for detecting antibodies against MAP and it was
found that there are a variety of risk factors that predispose cattle to develop
antibodies against MAP as all studies indicating risk factors performed the
diagnosis with ELISA.

Key words: Paratuberculosis, ELISA, PCR, prevalence, systematic review.



INDICE

1. CAPITULO I. INtroduCCion .........cceeeruereeeareaieseeneeneenes 1
O R O ] 11 (110 T SRPPPTR 2
1.1.1. ODJetivVOo GENEIAL. .......ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee ettt eeees 2
1.1.2. Objetivos SPECIfICOS. ....uuuiiiiiiieee it 3
1.2.  Pregunta de invVestigacion. ..........cccccoeeuummmmmmmmmniinininnnnens 3
2. CAPITULO Il. Marco teO0riCO. .....c..ceruerueeaeareaeeaeeneeenns 4
2.1.  Paratuberculosis. ........cccoooiii 4
2.2.  Epidemiologia. ... 4
2.3.  Agente etiolOgiCO. .......cuvuuriiiiie e 5
2.1 TranSMUSION. ...cociiiiiiiiiiiie et 5
2.2. Fisiopatologia y estados de la enfermedad. ....................... 6
2.2.1. Estado 1: Infeccion Silente. ..........ccooooimiiiiiiiiiiiieee e 7
2.2.2. Estado 2: Enfermedad subclinica ...........ccccceeeiiiiiiiiiiiiiccc 7
2.2.3. Estado 3: Enfermedad CliniCa. ...........cccuvveiiiiieiiiiiieee e 7
2.2.4. Estado 4: Enfermedad clinica avanzada. .............cccccevevveeeiniinnnnne. 8
P22 TR B 1 = To | o [0 11 1 [od o S 8
2.3.1. Fundamento de las pruebas que detectan el agenten causal......... 8
2.3.2. Fundamento de las pruebas inmunoldgicas. ...........ccccceveeeeiiiinnnnne. 9
2.4.  Manejo y CoNntrol. ......ccooovviiiiiii i 11
2.5. IMmpacto €CONOMICO. .......uuvvuiiiiiieeeeieeeeeee e 12
3. CAPITULO lll. Materiales y Métodos. ....................... 13

3.1. Delimitacion geografica. ...........cccccvvriviiiiiii e, 13



3.2. Caracterizacion diagnOstiCa. ..........ccevvvvvevevieeereeieieeeeeeennne, 13

3.3. Seleccidon de base de datos. ........cccccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeees 13
3.4, MaAteriales: ..o 14
G TN 1Y/ 11 (Yo o] [0 o | = A 15
3.6.  Variables. ... 16
T A = 1 1Yo [ 1Yo I U 17
3.8.  Seleccion de estudios..........cccccevviiiiiiiiiiii 17
3.9.  Recopilacion de datos. ..........ccevvevviiiiiiiieeeeeeeeee 17
3.10. ANAlISIS CrtiCO: ....cceiiiieeeiiiiee e 18
4. CAPITULO IV. Resultados y discusion. .................... 19
4.1. Diagrama de flujo Prisma. .......ccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 19
4.2. Seleccion de estudios..........cccccvviiiiiiiiiiii 20
4.3. Resultados de paratuberculosis bovina por individuo....... 20
4.3.1. Paratuberculosis bovina en EUropa. ........cccccceeeeiiieeeieeeiiiieiee e, 20
4.3.2. Paratuberculosis bovina en América del norte................coeoeee. 20
4.3.3. Paratuberculosis bovina en Asia..........ccccciiiii 21
4.3.4. Paratuberculosis bovina en AffiCa. ...........cceeveeeririieeeieieeeeenes 21

4.4. Resultados de paratuberculosis bovina a nivel rebafio. ... 24

4.4.1. Paratuberculosis bovina en EUropa. ..........cccceceeiiieeeieciiiiiceee e, 24
4.4.2. Paratuberculosis bovina en América del norte............occcvvvveeenen. 24
4.5. Distribucion global ..., 26
4.6. Factores de rneSgo0. .....cccvvuuiiiieieeiiiie e 26
A7, DISCUSION: ...ttt e e 28

4. 8.  LIMI AN ES: e 36



5. CAPITULO V. Conclusiones y recomendaciones ..... 37

5.1, CONCIUSIONES ..o 37
5.2.  ReCOMENAACIONES ... 38
REFERENCIAS ..o e e 40

ANEXOS e 51



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Criterios de inclusion y exclusion para seleccion de articulos. ........... 14
Tabla 2. Matriz de variables. ............uuiiiiiii e 16
Tabla 3. Estudios que utilizan PCR y/o ELISA por individuo para el diagnéstico
de paratuberculosis bovina en Europa, América del Norte, Asia y Africa. ........ 22
Tabla 4. Estudios que utilizan PCR y/o ELISA a nivel rebafio para el diagndstico
de paratuberculosis bovina en Europa y América del Norte...........cccccceeeeeennnns 25



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Diagrama de flujo que describe la bausqueda de literatura y seleccién de
S ES] (1 [ |0 1T 19
Figura 2. Distribucion global de paratuberculosis bovina, paises donde se
realizaron las pruebas de gqPCR para presencia de MAP y/o ELISA para

presencia de anticuerpos Contra MAP. ... 27



1. CAPITULO I. Introduccién

La paratuberculosis bovina es una enteritis infecciosa cronica, que afecta a
rumiantes domésticos y salvajes; se diagnosticd por primera vez en el afio de
1895 en Alemania, en los siguientes 25 afos la enfermedad fue sefialada en toda
Europa y Estados Unidos, el agente causal es Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis (MAP) (McAloon et al., 2019a). Esta enfermedad es conocida
también como enfermedad de Johne y causa una enteritis granulomatosa con

signos como diarrea y pérdida de peso (Whittington et al., 2019).

Segun la organizacion mundial de la salud (OIE), la paratuberculosis se
encuentra presente mundialmente, de manera que afecta a paises que se
encuentran en vias de desarrollo como a paises desarrollados. La prevalencia a
nivel mundial ha sido determinada con diferentes resultados dependiendo de la
zona geografica y la técnica de diagnéstico. Se sefiala que, para determinar la
presencia de esta enfermedad en hatos, pueden manejarse algunas pruebas de
laboratorio como frotis fecales, cultivos fecales y de tejidos, reaccion en cadena
polimerasa (PCR), pruebas serolégicas como el ensayo de inmunoabsorcion

ligado a enzimas (ELISA) y pruebas de necropsia e histologicas (Ruiz, 2015).

La paratuberculosis bovina disminuye la produccion de leche e impacta el area

econdmica (Losinger, 2006), el bienestar animal y genera problemas de salud
publica (Whittington et al., 2019). La revisién sistematica de los articulos
cientificos se enfocd en aquellos estudios cuyo diagnostico haya sido realizado
con PCR en tiempo real (QPCR) y/o ELISA.

La gPCR es un método diagndstico que tiene ventaja debido al corto periodo de

tiempo que se requiere para realizar el ensayo (Leite et al., 2013), el uso del



gPCR arroja resultados con alta especificidad y sensibilidad, ya que selecciona
la secuencia de ADN 1S900 de la bacteria (Dreier et al., 2006), adicionalmente el
uso de esta herramienta diagnostica en muestras ambientales ayuda a disminuir
costos y es facil de usar para diagnosticar la enfermedad a nivel rebafio ya que
no requiere de una recoleccién de muestras individual y sirve como estrategia
para identificar rebafos infectados (Correa-Valencia et al., 2019). Por otro lado,
el ELISA es una herramienta de diagndéstico ampliamente utilizada en muchos
paises debido a su facilidad en cuanto a la toma de muestras, rapidos resultados
y bajos costos (Tiwari et al.,, 2006), ésta prueba se utiliza debido a que el
diagnéstico mediante cultivo y aislamiento del agente causal presenta ciertos
problemas como la contaminacion de las muestras, largos periodos de tiempo

para su cultivo y altos costos (Barkema et al., 2018) .

Esta revision sistematica aportara informacion sobre la prevalencia, el
comportamiento de MAP en los paises ganaderos a nivel mundial y factores de
riesgo, de manera que se genere un impacto positivo sobre el bienestar animal,

la salud publica y la economia.

1.1. Objetivos.

1.1.1. Objetivo General.

Conocer la prevalencia y los factores de riesgo de la paratuberculosis bovina en
ganado bovino de leche y su distribucién a nivel mundial utilizando gPCR y/o
ELISA como métodos de diagnéstico mediante una revision sistematica usando

como fuente de busqueda el repositorio PubMed.



1.1.2. Objetivos especificos.

e Realizar una revision sistematica de la prevalencia aparente de
paratuberculosis bovina en ganado lechero basados en dos métodos
diagnésticos en las diferentes zonas geogréaficas en el ambito mundial.

e Hallar los factores de riesgo que predisponen a una poblacion a contraer
paratuberculosis en zonas endémicas para identificar animales
susceptibles y rebafios de alto riesgo en los articulos cientificos

seleccionados en la revision sistematica.

1.2. Pregunta de investigacion.

¢, Como esta distribuida la prevalencia de paratuberculosis bovina a nivel mundial
utilizando los métodos de diagndstico ELISA y/o qPCR y cuales son los factores

de riesgo identificados de dicha enfermedad?



2. CAPITULO Il. Marco teérico.

2.1. Paratuberculosis.

La paratuberculosis, también llamada enfermedad de Johne, fue descrita
inicialmente hace méas de 100 afios en Alemania, el patbgeno que ocasiona esta
enfermedad es Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP). Es
una enfermedad crénica infecciosa de tipo bacteriano, que afecta el tracto
intestinal, produciendo un ensanchamiento de la pared del intestino y como
resultado una disminucion de la capacidad de absorcion intestinal.(Wells &
Wagner, 2000). Esta enfermedad afecta a ovinos, bovinos, caprinos y otras
especies de rumiantes. (Cocito et al., 1994), su distribucion es global y solamente
se ha descrito a Suecia y Austria como paises libres de la enfermedad (Johne,
2010).

2.2. Epidemiologia.

La paratuberculosis es una enfermedad que se encuentra distribuida a nivel
mundial afectando a rumiantes domeésticos y salvajes, afecta a la industria
lechera teniendo una prevalencia mayor al 50% en la mayoria de los paises
ganaderos (Barkema et al., 2018). Esta enfermedad causa gran impacto
econdmico debido a la muerte de los animales por la presencia de la enfermedad
clinica y subclinica ademas de la disminucion en la produccién de leche (Clarke,
1997), la transmision de esta enfermedad se da principalmente por via fecal-oral,
pero también existen otras vias como la intrauterina, lactancia y una transmision

entre especies (Pessier, 2011).



2.3. Agente etioldgico.

El género Mycobacterium esta conformado por un gran grupo de bacilos
Grampositivos que se caracterizan por su pared rica en lipidos, dentro de este
género se incluye Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis, ésta es
una bacteria de crecimiento lento que requiere de la presencia de micobactina
sideréforo para su crecimiento en laboratorio (Li et al., 2016), es una bacteria
intracelular obligatoria (Elliott et al., 2015) y de tipo acido-alcohol resistente
debido a la composicion de su pared celular, la cual estd compuesta de lipidos y
polipéptidos libres que ayudan a la bacteria a inducir la infeccion y facilitan su
permanencia en el ambiente. MAP puede permanecer en el medio ambiente
hasta 55 semanas bajo condiciones favorables de temperatura y humedad,
aunque se ha demostrado que también puede sobrevivir a altas temperaturas
ademas de que tiene la capacidad de formar esporas cuando el ambiente no es
favorable para su supervivencia (Espeschit et al., 2017). Las micobacterias
poseen la capacidad de multiplicarse y sobrevivir dentro de los macrofagos, esto
se da debido a las caracteristicas de la pared bacteriana que posee cierta
resistencia a ser destruida y a los factores que neutralizan los productos que son
secretados por los macrofagos, ademas MAP es capaz de impedir la activacion
de la bomba ATPasa interfiriendo en el proceso de acidificacion del fagosoma lo
gue impide su maduracion evitando la union con el lisosoma para la destruccion

de la bacteria (Zapata Restrepo et al., 2008).

2.1. Transmision.

La transmision de MAP se da en gran parte por via fecal-oral, pero también se
ha visto que puede ser transmitida por medio del calostro y la leche (Doré et al.,

2012), lainfeccion puede darse ya sea por el consumo de pasto, agua o cualquier



alimento que haya sido contaminado por medio de las heces fecales de animales
adultos (Grange, 1984). Se ha descrito la transmision intrauterina en etapas
subclinicas y clinicas, ésta forma de transmision puede ser un riesgo en rebafios
gue presentan una prevalencia del 40% o mayor, esto puede ocasionar una
permanencia de la enfermedad incluso si se implementan medidas de higiene

dentro de la produccion (Susanne W.F. Eisenberg et al., 2012).

2.2. Fisiopatologia y estados de la enfermedad.

La bacteria ingresa al organismo por via oral, pasa por el tracto gastrointestinal
hasta llegar al ileon, donde se encuentran las células M que son células de
absorcion de la mucosa intestinal, luego las bacterias pasan a ser fagocitadas
por los macréfagos subepiteliales, poco a poco los macrofagos infectados
proliferan la mucosa ileal y viajan a los nddulos linfaticos regionales en donde se
genera una respuesta inflamatoria y una respuesta inmunolégica (Tiwari et al.,
2006), en estados avanzados de la enfermedad la infeccion afecta a los linfocitos
T, mientras que en la forma subclinica de la enfermedad se genera una
respuesta inmune por parte del hospedador induciendo la produccion de
linfocitos y citoquinas, cuando la infeccion avanza a un estado clinico la repuesta
inmune celular disminuye para dar paso a una respuesta humoral (Zapata
Restrepo et al., 2008).

Los animales que presentan paratuberculosis bovina pasan por 4 estados de la
enfermedad que van desarrollandose segun la severidad de los signos clinicos,
la eliminacion de la bacteria al ambiente y la facilidad con la que se puede
detectar la enfermedad con métodos diagndsticos actuales (Zapata Restrepo et
al., 2008)(Whitlock & Buergelt, 1996). Para estos estados de la enfermedad se

utiliza el término de “efecto Iceberg” (McAloon et al., 2019a).



2.2.1. Estado 1: Infeccidén silente.

Aqui se hallan animales de hasta 2 afios que no muestran signos clinicos de la
enfermedad, se puede diagnosticar la enfermedad mediante el cultivo de tejidos
0 examen histopatoldgico, estos animales eliminan la enfermedad en las heces,
sin embargo, la descarga del microorganismo se encuentra por debajo de la
cantidad necesitaria para poder generar el diagndéstico con los métodos de rutina
(Nicolas Ramirez et al., 2011).

2.2.2. Estado 2: Enfermedad subclinica

Estos animales no presentan signos clinicos, pero si pueden presentar una leve
respuesta inmune en la que se pueden detectar anticuerpos contra MAP, son
capaces de eliminar el agente en las heces, pero en un bajo porcentaje (15-25%),
el diagnostico de estos animales puede llevarse a cabo mediante cultivo fecal,
sin embargo, la enfermedad subclinica puedo no ser detectado, por lo tanto, los

animales avanzan al estadio 3 (Zapata Restrepo et al., 2008).

2.2.3. Estado 3: Enfermedad clinica.

Aqui los animales presentan signos clinicos como diarrea intermitente y pérdida
de peso, los signos vitales se encuentran en los rangos normales, este estado
dura no mas de 4 meses, posteriormente los animales avanzan al estado 4 de la
enfermedad; los animales en esta etapa resultan positivos a cultivo fecal y tiene
una alta respuesta inmunoldgica que puede ser detectada usando métodos
inmunoldgicos (Whitlock & Buergelt, 1996).



2.2.4. Estado 4: Enfermedad clinica avanzada.

Los animales en este estado presentan una condicién corporal baja con
emaciacion, se ven letargicos y también caquéxicos debido a las diarreas, la
mayoria de los animales son sacrificados antes de llegar a este estado debido a
la pérdida de peso y la baja produccion de leche, esta enfermedad causa la
muerte debido a la deshidratacion y la caquexia (Whitlock & Buergelt, 1996).

2.3. Diagnaostico.

El diagnéstico de paratuberculosis se da para la deteccion de la enfermedad
clinica y subclinica, el hallazgo de MAP se realiza en funcion de los hallazgos
clinico que posteriormente pasaran a ser confirmados con pruebas diagndsticas
para detectar la presencia de MAP, mientras que la deteccion de la enfermedad

subclinica se realiza empleando pruebas seroldgicas (Ruiz, 2015).

Los test diagnosticos para MAP se dividen en aquellos que identifican el agente
y aquellos que identifican una respuesta inmune (Tiwari et al., 2006), las pruebas
inmunoldgicas son aquellas que detectan anticuerpos en leche o suero, mientras
gue las pruebas que detectan el agente son aquellas que tienen la capacidad de

identificar el agente causante de la enfermedad (Fecteau, 2018).

2.3.1. Fundamento de las pruebas que detectan el agenten causal.

Cultivo bacteriologico: Es una técnica directa utilizada en animales en donde la
enfermedad se halla en una fase avanzada. El cultivo requiere de un tiempo de

incubacion de 12 a 16 semanas, se realiza a partir de las heces para el



aislamiento de MAP, empleando medios de cultivo especiales suplementados
con micobactina para el crecimiento bacteriano, presenta una alta sensibilidad (
60%) y especificidad (99%) (Fecteau, 2018), aun asi, pueden presentarse falsos
positivos al contaminarse las muestras, esto disminuye la especificidad de la
prueba (Pradenasa et al., 2008).

Histopatologia y microscopia: El estudio histopatologico se realiza analizando los
ganglios del ileo y los nddulos linfaticos, este permite el rapido diagnostico a
través del analisis del tejido obtenido de la necropsia del animal (Cocito et al.,
1994).

En la microscopia se observa la micobacteria a partir de muestras de tejido,
mucosa intestinal, ganglios linfaticos y heces fecales mediante coloracion Ziehl-
Neelsen; es una técnica de especificidad baja, debido a que no identifica el tipo
de micobacteria (Ruiz, 2015).

Métodos moleculares, reaccion en cadena polimerasa (PCR): Permite la
identificacion de la secuencia de ADN del microorganismo. Es una prueba
especifica y rapida para la deteccion de MAP. Se basa en la deteccion del
elemento de insercion de ADN IS900 exclusivo de MAP que fue descrita en 1982,
mediante esta prueba este elemento de insercibn puede ser detectado
especificamente (Pessier, 2011). La PCR en tiempo real (JQPCR) posee una
sensibilidad del 60% y una especificidad del 97%, este permite la cuantificacion

precisa de una secuencia de ADN (Correa-Valencia et al., 2019).

2.3.2. Fundamento de las pruebas inmunolégicas.

Fijacion de complemento: Esta se utiliza en animales clinicamente sospechosos,
detecta la presencia de un antigeno o anticuerpo especifico en el suero del
paciente, se utiliza debido a su gran capacidad para detectar animales
infectados, la limitacion de esta prueba se debe a que presenta falsos positivos

y tiene una sensibilidad baja (Pessier, 2011).
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Prueba de liberacion de interferén gamma: Esta prueba consiste en la liberacion
del interferon gamma por linfocitos que son sensibilizados a causa de una
estimulacion con antigenos micobacterianos realizada in vitro, la diferente
composicion de los antigenos derivados de proteinas purificadas puede influir en
la especificidad de esta prueba (Barkema et al., 2018).

Hipersensibilidad retardada: Esta es una prueba cutdnea que consiste en
inyectar de forma intradérmica un extracto de micobacterias, os cuales estan
derivados de proteinas purificadas, esta inyeccion desencadena una
hipersensibilidad retardada, el engrosamiento de la piel mayor a 3 mm, a las 72
horas post inyeccion, es indicador de que la prueba es positiva (Mohana &
Praveen Kumar P, 2015).

Inmunodifusion en gel de agar (AGID): Esta prueba posee una sensibilidad del
99% y una especificidad del 38% (Ruiz, 2015), el reactivo utilizado es el
citoplasma de la cepa 18 de Mycobacterium avium , AGID es utilizado para
confirmar animales que presentan sintomas clinicos de paratuberculosis y
funciona en animales en etapas avanzadas de la enfermedad (Cocito et al.,
1994).

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA): Técnica basada en
placas que detecta y cuantifica péptidos, proteinas, anticuerpos y hormonas. El
ensayo radica en la inmovilizaciéon de un antigeno en una superficie sélida
posteriormente completada con un anticuerpo que esta unido a una enzima, ésta
enzima se conjuga con un sustrato para producir un producto medible. Debe
existir una interaccion antigeno-anticuerpo, la identificacion de anticuerpos
contra MAP es altamente especifica, esta prueba sufre de baja sensibilidad en

periodos tempranos de la enfermedad (Guadalupe et al., 2012).
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2.4. Manejo y control.

El control de la paratuberculosis bovina implica un reto, se requiere de
conocimiento sobre las rutas de eliminacién de la enfermedad, edad en la que
los animales son susceptibles y diferentes factores de riesgo (McAloon et al.,
2019b), en general los programas de control se enfocan en disminuir el nimero
de infecciones, disminuir el nimero de individuos que cursan con la enfermedad
clinica y disminuir la duracion de la enfermedad o el periodo de infeccion de la
misma, por lo que para controlar la paratuberculosis bovina se ha visto que es
efectiva la implementacion de buenas préacticas de manejo que son una
caracteristica muy importante que influye en la patogénesis del microrganismo,
las granjas deben implementar practicas de manejo de tal modo que se pueda
reducir la transmision fecal-oral, la reduccion de animales infectados que pueden
eliminar bacterias a través de las heces también es otra forma de control
(McKenna et al., 2006).

Rebarfos infectados con paratuberculosis, deben mantener las areas de parto
libres de excremento, los terneros deben ser apartados de la madre de manera
inmediata después del nacimiento, se debe manejar lactancia artificial con
calostro pasteurizado y se criara a los terneros lejos de los adultos por lo menos
un afo, de esta manera se disminuye el peligro de transmision de la enfermedad;
ademas, para disminuir la contaminacion fecal en las areas de estabulacion del
ganado, se recomienda colocar en un lugar alto los comederos y bebederos
(Whittington et al., 2019).

La vacunacion es recomendada en predios infectados como una medida para
reducir el desarrollo de la enfermedad clinica, aun asi, se sefala que la
vacunacion no previene la enfermedad (Bastida & Juste, 2011). La vacunacién
contra MAP ya sea con vacunas vivas o inactivas causa una interferencia en la

reaccion de las pruebas cutaneas y la prueba de Interferon-Gamma que se
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realizan para el control y erradicacion de tuberculosis; sin embargo, existen
ciertas condiciones para que estos animales puedan ser vacunados, tales como:
estar libre de tuberculosis por lo menos 5 afios y confirmacion de
paratuberculosis mediante aislamiento de MAP o presencia de lesiones

histopatolégicas (Roy et al., 2018).

2.5. Impacto economico.

La presencia de la enfermedad representa pérdidas econdmicas en rebafios
lecheros debido a la disminucion de la produccion de leche, el sacrificio temprano
de los animales y el bajo rendimiento reproductivo (Smith et al., 2017). La
enfermedad disminuye la produccion de leche en un 2-19% (Wells & Wagner,
2000) y es un factor importante para su control ya que tiene un efecto sobre la
economia demostrando perdidas entre 20$ y 50$ por vaca en rebafos infectados
(McAloon et al., 2016) mientras que otro estudio sefiala una pérdida anual de
214 $ por vaca (Ott et al., 1999) y una pérdida anual entre 200-500 millones de
dolares en la industria lactea (Machado et al., 2018). Los rebafios positivos a
MAP gque sacrifican animales con signos clinicos presentan pérdidas anuales de
245 $ por vaca, ademas la compra de reemplazos representa un costo adicional
de 16 $ por vaca, las pérdidas econdémicas afectan tanto a rebafios pequefios
como grandes debido a la disminucion de la produccion de leche y al costo de

los reemplazos (Ott et al., 1999).
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3. CAPITULO IIl. Materiales y Métodos.

3.1. Delimitacion geografica.

La revision sisteméatica incluy6 todos los paises ganaderos productores de leche
a nivel mundial en los que se haya reportado paratuberculosis bovina tanto por

medios oficiales como por medio de reportes de articulos cientificos.

3.2. Caracterizacion diagnostica.

En este estudio se seleccionaron dos pruebas diagnosticas, ELISA y qPCR, una
de tipo inmunoldgico y otra de deteccion del agente causal respectivamente.

El ELISA es capaz de detectar anticuerpos en leche y sangre, posee alta
sensibilidad y especificidad, es ampliamente utilizada debido a la facil
recoleccion de las muestras y a su rapida obtencion de resultados y bajos

costos.

La PCR permite detectar el agente causal, puede ser realizada en un solo
individuo, a nivel rebafio 0 en muestras ambientales, es una prueba altamente
especifica. La gPCR es un método diagnostico que tiene ventaja debido al corto
periodo de tiempo que se requiere para realizar el ensayo, ayuda a disminuir

costos y es facil de usar para diagnosticar la enfermedad a nivel rebafio.

3.3. Selecciéon de base de datos.

La revision sistematica fue llevada a cabo en PubMed, ya que ésta es una base

de datos que, a diferencia de otras, esta especializada en el area de ciencias de
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la salud, es de libre acceso y constantemente actualiza su informacion. La

bdsqueda inici6 con un total de 648 estudios, los cuales fueron reducidos

aplicando criterios de inclusion y exclusion descritos en la Tabla 1.

Tabla 1. Criterios de inclusion y exclusion para seleccién de articulos.

Criterios de Inclusion

Criterios de exclusion

Estudios que contengan ELISA y/o
gPCR como métodos diagnosticos.
Estudios de tipo observacional.

Estudios que contengan bovinos de
produccion lechera.
Estudios del afio 2000-2020.

Estudios de tipo epidemiologico.

Estudios de revistas indexadas

Estudios de caso control.

Estudios cuya poblacion no sean
bovinos de leche.

Reportes de caso.

Estudios de revision sistematica

Estudios que contengan bovinos
salvajes
Estudios  que no contengan

diagnostico con gPCR o ELISA.
Estudios que contengan diagndsticos
confirmatorios con qPCR y/o ELISA.
Estudios desde 1999 hacia abajo
enfocados a
de

Estudios no
epidemiologia y diagndstico

paratuberculosis.

3.4. Materiales:

e Rayyan QCRI.
e Mendeley Desktop.

e Excel.
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e Scimago Journal & Country Rank.
e PRISMA

3.5. Metodologia:

Se realizé una revisidn sisteméatica de la prevalencia y factores de riesgo de
paratuberculosis en paises ganaderos de todo el mundo, utilizando articulos
cientificos indexados publicados durante el periodo 2000-2020. Esta revisién se
enfoc6 en aquellos estudios cuyo método diagndstico se haya llevado a cabo
utilizando qPCR para detectar, identificar y tipificar el genoma de MAP y ELISA
para detectar anticuerpos especificos en leche o suero bovino. El idioma
considerado para la seleccion de estudios fue el inglés; mientras que la base de
datos donde se llevo a cabo la revision fue PubMed. Las variables que se
analizaron en la revision sistematica fueron la ubicacion geografica, raza, edad

y prevalencia aparente, en la Tabla 2 se puede visualizar la matriz de variables.



3.6.

Variables.

Tabla 2. Matriz de variables.

16

Variable Tipo de Definicion Indicador Unidad de items  Instrumentos
variable media
Ubicacion Cualitativa/ Forma de localizacion Proporcionado por el Pais  Observacion
Geogréafica  nominal enun articulo de revision. indirecta.
contexto geografico.
Raza Cualitativa/ Rasgos Proporcionado por el Observacion
nominal fenotipicos de un articulo de revision. indirecta.
animal transmitidos
por herencia
genética.
Edad Cualitativa/ Tiempo transcurrido Proporcionado por el Afos  Observacion
nominal desde el nacimiento articulo de revision. indirecta.
del individuo.
Prevalencia Cuantitativa/ Describe el nUmero Obtenida de los % Medicion indirecta.
Aparente Continua de sujetos infectados articulos de revision

o enfermos en un
momento
determinado, se
obtiene directamente
del estudio de una
prueba.

de animales positivos
a las pruebas
diagnosticas
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3.7. Busqueda.

La estrategia aplicada en la base de datos PubMed se llevé a cabo aplicando el
conector booleano AND, los términos “epidemiology” AND “bovine” AND
“paratuberculosis” fueron introducidos en la barra de busqueda, una vez hecho

esto se aplico el filtro de seleccion de articulos desde el afio 2000 al 2020.

3.8. Seleccidn de estudios.

Los resultados obtenidos en PubMed fueron descargados en formato CSV, para
luego ser exportados a Rayyan QCRI y realizar la seleccion de los estudios
(anexo 2), en la cual, primero se removieron todos los duplicados, luego se
excluyeron estudios mediante la lectura de titulos y resumenes aplicando los
criterios exclusion indicados en la tabla 1. Finalmente se llevo a cabo la lectura
de los articulos de texto completo exportandolos a Mendeley desktop (anexo 3),
para la seleccion de los articulos se aplicaron los criterios de inclusion indicados
en latabla 1. Se hizo uso del diagrama de flujo PRISMA para la recopilacion y la
organizacion de todos los articulos cientificos que fueros excluidos e incluidos
dentro del estudio, el diagrama se puede observar en la Figura 1. Finalmente
para verificar que los estudios seleccionados fueran indexados se utilizo la

herramienta Scimago Journal & Country Rank.

3.9. Recopilacion de datos.

Los datos de los articulos seleccionados se dividieron en dos categorias,
estudios por individuo y estudios a nivel rebafio, los resultados obtenidos se
introdujeron en una base de datos en Excel (anexo 1): Autor(s), afio de
publicacién, pais, casos positivos a PCR/ nimero total de animales, casos

positivos a ELISA/ nUmero total de animales, en los estudios a nivel rebafio,
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casos positivos a PCR/ numero total de rebafios, casos positivos a ELISA/

ndmero total de rebarios.

3.10. Analisis critico:

Para la seleccion de estudios se tom6 en cuenta el método diagndstico utilizado,
el cual debia incluir g°PCR y/o ELISA, también se consideraron los resultados de
namero de animales y rebafios positivos y factores de riesgo estadisticamente
significativos, se valoré la importancia de los estudios dentro del campo de las
ciencias de la salud y el prestigio de la revista en la que el estudio fue publicado,
es decir, su factor de impacto, el cual fue medido utilizando Scimago Journal &
Country Rank. Finalmente la valoracion de los articulos seleccionados se obtuvo

mediante el uso del diagrama PRISMA.
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4. CAPITULO IV. Resultados y discusion.

4.1. Diagrama de flujo Prisma.

PRISMA 2009 Flow Diagram

Registros identificados mediante la
busqueda en la base de datos Registros después de filtrar la bisqueda por
(PubMed) afos desde 2000 2020

(n=648) (n=574)

Registro de articulos excluidos:

v v (n=525)

| ([ oemtcacon

Registros después de remover duplicados Estudios no relacionado a
(n=573) epidemiologia o diagnéstico: n= 184
Poblacién de estudio incorrecta: n=
126
Resultado incorrecto: n= 81
Estudios con diferente método
v diagnéstico de especificado: n= 31
Estudios no enfocados a
Registros seleccionados paratuberculosis: =28
(n=573) Estudios enfocados a diversidad
\H genética de MAP: n= 26
— Articulo de revisiéon: n= 16
Estudios con datos no originales: n=
— y 12
Estudios asociados a inmunidad

Estudios de texto celular: n=8
<« completos evaluados por Case control: n=5
elegibilidad Reportes de caso: n= 1

(n=48) Encuestas entrevistas y
comunicados n=7
Reportes de caso: n= 1
Encuestas entrevistas y
v v comunicados n=7

Seleccion

Elegibilidad

Estudios incluidos a Estudios incluidos a nivel
) nivel rebafio: individual: Articulos de texto completo excluidos:
(n=6) (n=10) (n=32)

Estudios que utilizan otros métodos
diagnésticos: (n= 14)

Estudios que utilizan datos de
programas de programas de control:
(n=4)

Comunicados cortos: (n= 5)

Articulos cuya poblacién involucra
rebafios mixtos: (n=6)

) Articulos no enfocados a
paratuberculosis o epidemiologia de a
enfermedad: (n= 3)

Inclucién

From: Moher D, Liberati A, Tetzlaff J, Altman DG, The PRISMA Group (2009). Preferred Reporting tems for Systematic Reviews and Meta-
Analyses: The PRISMA Statement. PLoS Med 6(7): €1000097. doi:10.1371/journal.pmed1000097

For more information, visit www.prisma-statement.org.

Figura 1 Diagrama de flujo que describe la bausqueda de literatura y seleccion de
estudios.
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4.2. Seleccion de estudios.

La figura 1 describe el proceso y el nUmero de articulos seleccionados en cada
etapa de la revision sistematica. La revision inicio con un total de 648 estudios,
de los cuales 10 estudios fueron seleccionados para la revisién, en donde el
diagnéstico se realizé por animal; 5 estudios seleccionados para América del
norte, 3 para Europa, 1 para Asiay 1 para Africa. Mientras que otros 6 estudios,
cuyo diagnéstico se llevé a cabo tomando muestras a nivel rebafio, fueron
seleccionados para la revision; 4 estudios para Europa y 2 estudios para

América del norte.

4.3. Resultados de paratuberculosis bovina por individuo.

4.3.1. Paratuberculosis bovina en Europa.

Los resultados de paratuberculosis bovina en Europa fueron obtenidos de 3
estudios y de 3 paises diferentes, todos los estudios utilizaron ELISA como
método diagndstico, mientras que, el numero total de individuos muestreados
fue de 20,379 animales, la prevalencia varia de 0.08%-8.8%. Los hallazgos del

estudio se encuentran en la Tabla 3.

4.3.2. Paratuberculosis bovina en América del norte.

Los datos fueron obtenidos de 5 estudios en 2 paises, todos utilizaron ELISA
como método diagndstico, el numero de total de individuos muestreados fue de
61,504 animales, la prevalencia varia de 2.6%-9.4%. Los hallazgos del estudio

se encuentran en la Tabla 3.
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4.3.3. Paratuberculosis bovina en Asia.

De 1 estudio se obtuvieron los datos de paratuberculosis bovina en Asia, éste
estudio se desarrolld en 1 pais utilizando Elisa como método diagndstico, el
namero total de individuos fue de 1,038, la prevalencia encontrada fue de 11.7%.

Los hallazgos del estudio se encuentran en la Tabla 3.

4.3.4. Paratuberculosis bovina en Africa.

La informacién de paratuberculosis en el continente africano, fue obtenida de 1
estudio y fue desarrollada en 1 pais, el diagndstico se realiz6 utilizando gPCR;
la poblacion de este estudio fue de 138 animales, la prevalencia encontrada fue

de 9.5%. Los hallazgos del estudio se encuentran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Estudios que utilizan PCR y/o ELISA por individuo para el diagndstico de paratuberculosis bovina en Europa, América

del Norte, Asia y Africa.

Autor ARo Pais PCR positivos/ total ELISA positivos/total de Seroprevalencia (%) Prevalencia (%)
de animales animales

(Kennedy et 2016 Irlanda - 392/3,528 7.4
al.)

(Jakobsen et 2000 Dinamarca - 102/1,115 8.8
al.)

(Woodbine et 2009 Inglaterra - 630/15,736 0.08
al.)

(Sorensen et 2003 Canada - 105/1,500 8.1
al.)

(Hendrick et 2005 Canada - 92/2,122 2.6

al.)



(Adaska &
Anderson.)
(Machado et
al.)

(Hirst et al.)

(Yue et al.)

(Selim et al.)

2003

2018

2004

2016

2019

Estados
Unidos
Estados
Unidos
Estados

Unidos

China

Egipto

37/138

89/1,950

2,222/45,652

424/10,280

121/1,038

23

9.4

4.9

2.6

11.7

9.5
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4.4. Resultados de paratuberculosis bovina a nivel

rebano.

4.4.1. Paratuberculosis bovina en Europa.

Los resultados de paratuberculosis bovina en Europa fueron obtenidos de 4
estudios y de 3 paises diferentes, 3 estudios utilizaron ELISA como método
diagnéstico y 1 estudi6 utiliz6 gPCR y ELISA como método diagndstico, mientras
que el numero total de rebafios muestreados fue de 2,941, la prevalencia varia
entre 13.7%-70.5%. Los hallazgos del estudio se encuentran en la Tabla 4.

4.4.2. Paratuberculosis bovina en América del norte.

Los resultados de paratuberculosis bovina en América del norte fueron obtenidos
de 2 estudios y de 2 paises diferentes, 1 estudio utilizé ELISA como método
diagnostico y 1 estudié utilizé qPCR y ELISA como métodos diagndsticos,
mientras que, el numero total de rebafios muestreados fue de 395 rebafios, la
prevalencia varia entre 10%-35.8%. Los hallazgos del estudio se encuentran en
la Tabla 4.



25

Tabla 4. Estudios que utilizan PCR y/o ELISA a nivel rebafio para el diagndstico de paratuberculosis bovina en Europa y América

del Norte.
~ . PCR positivos/ total ELISA positivos/total . ,
Autor Ano Pais de rebgﬁos de rebagos Seroprevalencia  Prevalencia
(%0) (%)
(Muskens et al.) 2000 Paises Bajos ] 81/226 547
(S. S. Nielsen et ,
2000 Dinamarca

al.) - 497/900 50
(Serrainoetal.) 2014 Italia 80/436 28/569 13.7 18.3
(Pozzato etal.) 2011 Italia ] 462/810 70.5

. Estados

I tal. 2010 ;
(Wilson et al.) Unidos 46/170 67/170 10 14
(Sorge et al.) 2012 Canada - 81/226 35.8
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4.5. Distribucién global

Globalmente un total de 83,059 animales y 3,336 rebafios de 9 paises
participaron dentro de los 16 estudios, en los estudios revisados por individuo se
obtuvo un total de positivos 4,056 animales positivos a ELISA y 37 animales

positivos a qPCR.

En los estudios revisados a nivel rebafio se obtuvieron 1,514 rebafos positivos
a ELISA y 126 rebafios positivos a qPCR. La distribucién global donde se

realizaron los estudios se encuentra graficada en la Figura 2.

4.6. Factores de riesgo.

Cuatro de dieciséis estudios sefialaron factores de riesgo estadisticamente
significativos para la presencia de MAP en los individuos muestreados. En
Europa los factores de riesgo fueron: suelos ricos en hierro y de pH acido,
animales mayores a 4 afios de edad, zona geogréfica, introduccion de animales
externos, signos clinicos, raza, rebafios con gran cantidad de animales y nUmero
de partos. Por otro lado, en América del norte se identificaron los siguientes
factores de riesgo: introduccion de animales externos, rebafios con gran cantidad
de animales, signos clinicos y zona geografica, éstos mismos factores de riesgo
fueron identificados en un estudio a nivel rebafio. Todos los factores de riesgo

fueron identificados mediante el uso de ELISA.
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«  Los paises en color morado son aquellos en donde la enfermedad se encuentra presente segtn la OIE.

*  Paises en color rosa son aquellos de los que no existe informacion de la enfermedad segtin la OIE.

»  Paises en color verde son aquellos donde la enfermedad se encuentra limitada en una zona segun la
OIE.

(' Diagnéstico con ELISA ‘ Diagnéstico con PCR . Diagndstico con PCR y ELISA

Figura 2. Distribucion global de paratuberculosis bovina, paises donde se
realizaron las pruebas de qPCR para presencia de MAP y/o ELISA para
presencia de anticuerpos contra MAP.
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4.7. Discusion:

Los resultados de esta revisibn sistematica permitieron conocer el
comportamiento epidemioldgico de la paratuberculosis bovina y sus factores de

riesgo en paises endémicos en 4 continentes.

La presente revision sistemética revelé una seroprevalencia por individuo en
Europa entre 0.08%-8.8% mientras que a nivel rebafio se encuentra entre 10%-
70.5%, Italia es el pais con la seroprevalencia mas alta, dando un total de 70,5%
de seroprevalencia a nivel rebafio (Pozzato et al., 2011), un estudio del 2019
reporta una seroprevalencia a nivel rebafio mayor al 40% en Italia (Whittington
et al.,, 2019), por otro lado la seroprevalencia por individuo mas alta fue en
Dinamarca con 8.8% (Jakobsen et al., 2000).

Evidentemente la seroprevalencia mas alta por individuo deberia ser Italia, dado
gue en esta revision no se obtuvieron datos por individuo en ltalia la
seroprevalencia por individuo mas alta se obtuvo de Dinamarca; sin embargo se
ha visto que Italia posee una prevalencia aparente por individuo entre el 5-10%

al igual que en Dinamarca (Whittington et al., 2019).

El alto porcentaje de prevalencia a nivel rebafio que existe en Europa puede
deberse a que el 20% de los paises europeos carecen de programas de control,
los programas de control que existen en Europa son de caracter voluntario,
debido a esto dichos programas no son aplicados a toda el area ganadera (Khol
et al., 2007).
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Lo estudios revisado en América del norte fueron realizados en Canada y
Estados Unidos por lo que se obtuvo una seroprevalencia por individuo entre
2,6%- 9,4% mientras que a nivel rebafio la prevalencia es de 35.8%-39%, se
sefiala que la prevalencia por individuo en Canada se encuentra entre el 10-15%
(Whittington et al., 2019), mientras que en Estados Unidos la prevalencia es de
9,5% (Pence et al., 2003), por otro lado a nivel rebafio en Canada y Estados

Unidos la prevalencia supera el 40% (Whittington et al., 2019).

Estados unidos y Canada son paises que cuentan con programas de control y
con un gran a apoyo por parte de la comunidad ganadera para el impulso de
estos programas de control, sin embargo el alto porcentaje de prevalencia en
Norte América se debe a una relacion con el tamafio de rebafio (Whittington et
al., 2019); se ha visto que esta enfermedad en Estados unidos afecta al 70% del
ganado lechero dentro del cual el 3% es ganado bovino (Tavornpanich et al.,
2008), la industria lechera en América del norte ha crecido desde el afio 1940,
en Estados Unidos las granjas lecheras son de gran tamafio, teniendo un nimero
promedio de 500 animales (von Keyserlingk et al., 2013). Por cada aumento en
el tamafio de rebafio las probabilidades de que un pais incremente la prevalencia

de la enfermedad aumenta en un 9.7% (Whittington et al., 2019).

Entre Europa y América del Norte no existe mayor diferencia en cuanto a la
prevalencia de la enfermedad por animal asi como a nivel rebafio, notando que
la prevalencia a nivel rebafio tanto en Europa como en América del norte es alta,

ya que ésta supera el 40%.

En Asia la prevalencia por individuo obtenida de la revision es de 11.7% (Yue et
al., 2016), segun datos de la OIE la paratuberculosis bovina es endémica a nivel
mundial, a excepcién de Sueciay algunos estados de Austria (Johne, 2010), por

otro lado, los estudios de ésta revision en el continente Asiatico fueron realizados
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en China, pais en el cual, segun la OIE, no existe informacion hasta diciembre

del 2019 segun el sistema de interfaz WAHIS.

Existen estudios realizados en Shandong y al norte y noroeste de China, estos
estudios sefalan la poca informacién epidemiologia de la enfermedad en el pais,
sin embargo se ha destacado la presencia de la enfermedad en hatos ganaderos
indicando una prevalencia por individuo del 11,79% (Sun et al., 2015), por otro
lado la prevalencia en Shandong, provincia con mayor produccién lechera de
China, sefiala una prevalencia por individuo del 14.2% (Cheng et al., 2020).

Segun Liu (2017), en un estudio sobre la prevalencia de paratuberculosis en
China, indica que en paises como Corea, pais vecino de China, existe una

prevalencia por individuo del 3.3%.

China es uno de los grandes paises ganaderos que existen pero no se ha
encontrado suficiente informacion epidemiolégica sobre la enfermedad; sin
embargo un estudio del 2017 indica que existe una prevalencia estadisticamente
mayor en rebafos de tipo intensivo a diferencia de los rebafios de tipo extensivo
cuya prevalencia es menor, esto puede deberse a las diferencia en el manejo de
rebafos, los rebafios de tipo intensivo son de mayor densidad, es decir que
poseen mayor cantidad de animales (Liu et al., 2017), el tamafio de rebafio es
un factor de riego, siendo asi que rebafios de gran tamafio tienen mayor
probabilidad de estar infectados con MAP (McAloon et al., 2016) .

En Africa la prevalecia por individuo que se obtuvo en la revision es de 9,5%,
dicha prevalencia se obtuvo de un solo estudio en Egipto (Selim et al., 2019), por
otro lado, un estudio realizado en Egipto en 2005 indica una prevalecia del
16,7%, la cual no se aleja de la prevalencia obtenida en el estudio de

revision.(Salem et al., 2005). La informacion sobre la prevalencia de
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paratuberculosis bovina en Egipto es escasa, sin embargo se han reportado
casos de animales que presentan los signos tipicos de la enfermedad, a pesar
de esto no se han tomado medidas de control en el pais, estos niveles de
prevalencia de la enfermedad pueden deberse a la importacion de ganado
bovino de paises en donde es comin que se presente esta enfermedad (Amin
et al., 2015).

En los estudios revisados que determinaron factores de riesgo, tanto Europa
como América del Norte sefialaron que la importacién o introduccion de animales
nuevos al rebafio, es un factor de riesgo importante; los ganaderos introducen
animales nuevos con la intencion de hacer crecer el rebafio ya que no pueden
producir sus propios animales, otra razén de introduccion de animales externos
son los reemplazos, las fincas cuya compra de animales son realizadas en
lugares que no cuentan con certificados 0 no son lugares de venta reconocidos

por entidades publicas presentan mayor peligro de contagio (Rangel et al., 2015).

La introduccion de ganado adulto como reemplazo incrementa las posibilidades
de que estos animales padezcan paratuberculosis subclinica, o que hace que la
prevalencia de la enfermedad de un rebafio se eleve (Sorge et al., 2012b) y
provoca la transmision de la enfermedad entre rebafios (McAloon et al., 2019a),
existe una alta frecuencia en la compra de animales que posteriormente son
introducidos a los rebafios y un nivel muy bajo de precaucién al momento de
comprar o introducir animales, esto hace que las rebafios sean mas susceptibles
a la presencia de MAP (Wolf et al., 2016).

Otro importante factor de riesgo sefialado en los estudios, fue el tamafio del
rebafio. Rebafios con gran cantidad de animales son mas propensos a la
presentar MAP, aquellos rebafios que cuentan con una cantidad de animales >
300 (Correa-Valencia et al., 2019), muestran mayor cantidad de animales

positivos a MAP a diferencia de los rebafios pequefios que presentan menor
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namero de animales infectados (McAloon et al., 2019a), se sugiere que esto se
debe a la diferencia en el manejo de los rebafios (Kanankege et al., 2019). Este
factor de riesgo es importante ya que existe una tendencia global hacia el
crecimiento de rebafios (Puerto-Parada et al., 2018).

La zona geogréfica es un factor de riesgo importante tanto en Europa como en
América del Norte, se sefiala que en Estados Unidos la zona occidental del pais
muestra un menor porcentaje de casos positivos a MAP (Losinger, 2006), otro
estudio sefala que en la zona sur del pais se encuentra la mayor parte de casos
positivos, esto se ve relaciona con el tamafio de los rebafios en éstas zonas del
pais, en la zona sur los rebafios son grandes mientras que en la zona occidental
los rebafios son pequefios (Kanankege et al., 2019). Por otro lado en Dinamarca,
pais que forma parte del continente Europeo, se sefiala que al suroeste del pais
hay mayor presencia de MAP, el tamafio de los rebafios y la zona geografica
estad directamente relacionada, en areas donde los rebafios son de mayor
tamafno la prevalencia de MAP es mayor, mientras que en areas donde los

rebafos son pequefios la prevalencia es menor (Bihrmann et al., 2012).

Otro estudio indica que dentro de una zona geografica puede haber diversos
factores que actuan en conjunto, tales como el clima, los sistemas agricolas y la
vida silvestre, los cuales incrementarian la presencian de MAP en una zona

geografica (Losinger, 2006).

Signos clinicos como adelgazamiento y diarrea, son otro factor de riesgo,
estudios indican que existe mayor riesgo de contagio en un individuo
perteneciente a una granja con signos clinicos de paratuberculosis bovina, sin
embargo la presencia de signos clinicos no es necesaria para la propagacion de
MAP en la poblacién animal, por lo que existen muchos rebafios que no
presentan signos clinicos y de todas formas se encuentran infectados (McKenna
et al., 2006).
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La Raza es un factor de riesgo sefialado en los estudios a nivel del continente
Europeo. El ganado Rojo Noruego indica ser mas susceptible a presentar MAP
debido a que ésta raza de ganado bovino se utiliza para realizar cruzas y mejora
genética, el estudio sefiald que existe un aumento en la importacion de ganado
desde Europa occidental, por lo que esto incrementa la posibilidad de presentar
MAP. El ganado Rojo Noruego es una cruza de varias razas, por lo que se
sugiere que presenta mayor resistencia contra MAP a diferencia de otras razas
locales (Holstad et al., 2005). La raza Jersey también se sefial6 como una raza
susceptible, estudios indican que razas como Guernsey y Jersey muestran una
predisposicion genética a presentar MAP, la heredabilidad de paratuberculosis
en ganado lechero se encuentra entre un 9% - 12%, sin embargo existen factores
gue influyen en la variacion de la heredabilidad, tales como la exposicion del

rebafo frente a MAP, practicas de manejo y tamafio de rebafio (Fecteau, 2018).

En Europa el suelo es otro factor de riesgo, los suelos de tipo limoso, marga y
de tipo arcilloso, son aquellos que pueden dar positivo a presencia de MAP,
estudios sefalan que en suelos arcillosos MAP migra lentamente, por lo que
puede contaminar las capas superiores del suelo y los pastos (Kanankege et al.,
2019), ademas los suelos con pH acido y contenidos altos en hierro son un buen
lugar para la superveniencia de MAP en el ambiente (Bihrmann et al., 2012) ya
gue la bacteria es resistente a los suelos acidos (Whittington et al., 2019), los
suelos ricos en materia organica de pH bajo proporcionan un ambiente ideal para

MAP y por lo tanto alargan su persistencia en el ambiente (Ward & Perez, 2004).

La edad es también un factor de riesgo, en los estudios revisados se sefiala que
animales mayores a 4 afios de edad son mas susceptibles a presentar MAP, la
edad promedio en la que los animales resultan positivos a anticuerpos contra

MAP es a los 4.7 afios (Sgren Saxmose Nielsen et al., 2013), sin embargo la
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edad en la que el ganado libera MAP al ambiente o presenta signos clinicos
depende de la dosis de exposicion, animales jévenes que son expuestos a MAP
en altas dosis y mayor frecuencia, aceleran el proceso de presentacién de la
enfermedad y presentan signos clinicos a una edad mas temprana (Bolton et al.,
2011).

Finalmente otro factor, es el nimero de partos, animales con mayor cantidad de
partos dan positivo a la presencia de anticuerpos contra MAP, algunos individuos
pueden presentar anticuerpos contra MAP después del primer parto, aun asi la
probabilidad de dar positivo a ELISA, incrementa a los 2 0 més partos, otros
estudios sefialan que animales de primer parto muestran titulos bajos de MAP a
diferencia de aquellos animales que tienen 2 o0 mas partos, la variable del parto
esta también relacionada con la edad del animal (S. W.F. Eisenberg et al., 2015),
como se observo anteriormente en el factor de riesgo edad, animales mayores
de 4 afios son mas propensos a presentar MAP y por lo general en rebafios

lecheros éstos animales tienen mayor numero de partos.

En el presente estudio 14 de 17 estudios revisados, realizaron el diagnostico
mediante el uso de ELISA para detectar anticuerpos contra MAP, el test de
ELISA es una herramienta de diagnostico que evalla la respuesta del sistema
inmunoldgico del animal, la sensibilidad del ELISA en muestras de suero y leche
en animales con enfermedad subclinica es baja, a diferencia de los animales con

enfermedad clinica en donde la sensibilidad es mucha mas alta (Fecteau, 2018).

Los animales no desarrollan signos clinicos de la enfermedad antes de los 2
afos, por otro lado existen individuos que nunca presentan signos clinicos de la
enfermedad por lo que desarrollan la enfermedad de manera subclinica, MAP al
ser una bacteria intracelular inicia una respuesta celular inmuno mediada, sin
embargo, existen animales infectados que no presentan una respuesta inmune.

Debido a la cronicidad de la enfermedad, los diferentes tiempos de incubacion y
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diferentes repuestas inmunes de los animales, se sugiere que los resultados del
ELISA deben ser analizados mas de dos veces, (Soren S. Nielsen et al., 2002),
ademds de esto los resultados del ELISA también deben ser analizados de

manera cuantitativa (Fecteau, 2018).

El uso de la PCR dentro de ésta revision fue muy bajo, la PCR como herramienta
diagnoéstica ayuda a detectar animales que cursan con la enfermedad subclinica
debido a que generan un desprendimiento de heces fecales intermitente y
bastante bajo, lo que hace que el aislamiento de la bacteria sea mas complejo;
sin embargo la recoleccion de heces es un material importante para identificar

animales que cursan con la enfermedad clinica o subclinica (Leite et al., 2013).

Por otro lado el numero de animales positivos al momento de utilizar muestras
de heces, puede deberse a la ingesta de pasto contaminado y no a una
eliminacion activa de la bacteria en las heces (Blakley, 2009). El ELISA como
herramienta diagndéstica evidentemente es mas utilizada, debido a sus bajos
costos y facilidad de uso, mientras que la PCR tiene un costo mas alto y no

permite la diferenciacion de cepas MAP (Fecteau, 2018).

En esta revision sistematica se ha encontrado que la paratuberculosis al ser una
enfermedad que se presenta de forma clinica y subclinica requiere de diferentes
métodos diagndsticos, es mucho mas facil diagnosticar animales que presentan
signos clinicos ya que al realizar el diagnostico en animales que se encuentran
en diferentes etapas de la enfermedad los resultados de las pruebas varian en

Su precision (Britton et al., 2016).

Teniendo en cuenta la epidemiologia de la enfermedad y los factores de riesgo
gue se presentan en cada continente, se podran llevar a cabo estrategias de
control ajustadas a la necesidad de cada pais para poder disminuir la prevalencia
de la enfermedad, debido a que la enfermedad se puede presentan tanto de

forma clinica como subclinica se podran elegir adecuadas herramientas de
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diagnéstico para poder determinar la prevalencia ya sea por animal o a nivel

rebafo.

4.8. Limitantes:

Una de las limitantes de este estudio fue la falta de diagndsticos con PCR en
tiempo real ya que pocos estudios reportaron diagnosticos con esta herramienta,
una de las razones puede ser el alto costo de la PCR en comparacion al ELISA,
debido a esto no se pudo llegar a realizar una correcta comparacion con aquellos
estudios que realizaron el diagnodstico con ELISA para detectar anticuerpos
contra MAP, habria sido interesante utilizar PCR ya que es un mejor método
diagndostico para determinar la presencia de MAP (Fecteau, 2018).

Varios paises por diferentes razones no han hecho publicaciones sobre la
epidemiologia de la enfermedad, debido a esto no se obtuvieron estudios en

ciertos paises ganaderos.

Aparte de la qPCR y el ELISA existen otros métodos diagnosticos que no se
incluyeron en esta revision sistematica ya que la sensibilidad y especificidad de
estos métodos diagndsticos es distinta a la de los métodos utilizados en este
estudio, debido a esto se perdid informacion de la epidemiologia de la

enfermedad en ciertos paises .

Otra limitante fue el escaso numero de estudios que se han llevado a cabo con
PCR en tiempo real y ELISA, la literatura revisada y los datos obtenidos para la
revision fueron muy pocos y no se pudieron obtener estudios de otras zonas en

donde MAP es endémico.
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5. CAPITULO V. Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

En conclusién esta revision sistematica encontré la prevalencia aparente en 4
continentes, con una seroprevalencia por individuo en Europa de 0.08 %-8.8%
y a nivel rebafio 13.7%-70.5% y una prevalencia de 18.3% a nivel rebafio, en
América del Norte se obtuvo una seroprevalencia por individuo de 2.6%-9.4% y
a nivel rebafio 10%-35.8% y una prevalencia de 14%, finalmente en Asia se
encontré una seroprevalencia por individuo del 11.7% y en Africa se obtuvo una
prevalencia de 9.5%. En Asia y Africa no se encontraron estudios a nivel rebafio
que cumplieran con los criterios de inclusion de articulos cientificos
seleccionados para este estudio. EI método diagndstico mas utilizado fue el
ELISA para detectar anticuerpos contra MAP, dos estudios uno en ltalia y otro
en Estados Unidos utilizaron ELISA y gPCR para diagndstico de la prevalencia

aparente de MAP.

Esta revision sistematica demuestra que existen una variedad de factores de
riesgo que predisponen al ganado bovino a presentar anticuerpos contra MAP
ya que todos los estudios que sefalaron factores de riesgos realizaron el
diagndstico con ELISA, entre estos factores se encuentran: el tipo de suelo, la
edad, zona geografica, introduccion de animales externos, signos clinicos, raza,
tamafo de rebafio y namero de partos. Se ha visto que estos factores pueden
estar relacionados entre si, se encontré que el tamafio de rebafio se relaciona
con el niumero de animales introducidos al rebafio ya que rebafios mas grandes
introducen mas animales, mientras que la zona geografica, aparte de estar
relacionada con otros factores de riesgo, también se relaciona con el tamafio de
rebafio, es decir, los rebafios de gran tamafio se ubican en zonas geogréficas

especificas.
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Adicionalmente en paises como China y Egipto en donde no existe mucha
informacion epidemioldgica de la enfermedad, se han realizado estudios que
demuestran tanto la presencia de MAP como también anticuerpos circulantes.

Existen reportes de paratuberculosis bovina por parte de la OIE en paises de
Latino América, los cuales no fueron incluidos en este estudio debido a que no
cumplen con los criterios de inclusion establecidos para la seleccion de articulos

cientificos de este estudio.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda realizar revisiones sistematicas de prevalencia utilizando
diferentes métodos diagndsticos, como el uso de cultivo bacterioldgico o varias
pruebas diagnosticas combinadas, de esta manera se podra expandir el estudio

a mas zonas geograficas en donde MAP es endémico.

Revisar mediante el uso de otros métodos diagnosticos la prevalencia de la
enfermedad en América Latina, ya que dentro de esta revision sistematica no

se incluyeron estudios con otros métodos diagnosticos.

Revisar estudios sobre la presencia de los factores de riesgo en nuestro medio
y realizar una revision de estudios a nivel rebafio, esto ayudara a conocer
factores de riesgo que influyan en el Latinoamérica y que varien con los factores

identificados en este estudio.

Otra revisibn que se puede realizar es el analisis de biomarcardores
inmunoldgicos, ya que esto ayudara a entender la reaccion del organismo frente

a la paratuberculosis y como se presenta la enfermedad subclinica.

Revisidn sistematica de factores de riesgo también se recomienda, ya que estos

factores de riego pueden variar en Ecuador o a nivel regional.
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Se recomienda realizar una revision de prevalencia con rebafios que incluyan
ganado de carne, asi se podra abarcar toda el area ganadera en produccion de
leche y carne, también realizar un metaandlisis de la prevalencia de
paratuberculosis a nivel mundial o regional para determinar la prevalencia real

de la enfermedad.

Por otro lado, también es importante realizar investigaciones sobre la diversidad
genética de MAP para dar a conocer el tipo de cepas circulantes ya sea en

Ecuador, a nivel regional o mundial.
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