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RESUMEN

Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP) es el agente causal de la
paratuberculosis, una enfermedad bacteriana infecto transmisible causante de diarrea
profusa y crénica que provoca la muerte del animal por caquexia. El principal objetivo
de este estudio fue determinar la prevalencia de anticuerpos frente a MAP en vacas
lecheras en las provincias de Azuay y Cafiar. El muestreo se realiz6 en 13 hatos,
donde se obtuvieron al azar 400 muestras. Se considero el analisis de variables
independientes tamafio del hato, edad y estado de salud del animal. El estatus
seroldgico se determind mediante inmuno ensayo enziméatico ELISA indirecto. En los
hatos se encontrd un 30,7 % de animales con anticuerpos frente a MAP. Se obtuvo
una prevalencia total de 6%, en la provincia del Cafar 8.72% y en Azuay 3.98%.
Segun el célculo de S/P a partir de las densidades Opticas de cada muestra se
obtuvieron: 13 sueros ligeramente positivos, 3 fuertemente positivos, 45
sospechosos. El analisis estadistico (chi cuadrado) indica que no existe relacion
directa entre edad y tamario del hato frente a la prevalencia de anticuerpos para MAP.
En cuanto a la variable estado de salud, vacas con y sin diarrea, se determiné
diferencias significativas, existiendo asociacion entre vacas con diarrea y la presencia
de anticuerpos para MAP. El analisis de regresion logistica indico que el estado de
salud es el factor mas importante en relacién a la presencia de anticuerpos. Estos
resultados manifiestan la actividad infectocontagiosa de este patdogeno especialmente
en vacas con signos clinicos de diarrea.

PALABRAS CLAVE: HATOS LECHEROS, PARATUBERCULOSIS,
MYCOBACTERIUM AVIUM PARATUBERCULOSIS, ELISA INDIRECTO, DIARREA,
PREVALENCIA.
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ABSTRACT

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) is the causative agent of
paratuberculosis, a bacterial disease infectious transmissible causing severe diarrhea
and chronic causes the death of the animal by cachexia. The main objective of this
study was to determine the prevalence of antibodies to MAP in dairy cows in the
provinces of Azuay and Cafar. The sampling was carried out in 13 herds, where were
obtained at random 400 samples. It is considered the analysis of independent
variables size of the herd, age and state of health of the animal. The status serological
was determined by immuno assay enzymatic indirect ELISA. In the herds found a 30.7
% of animals with antibodies to MAP. It was obtained a total prevalence of 6% in the
province of Cafiar 8.72% and in Azuay 3.98%. According to the calculation of S/P from
the optical densities of each sample were obtained: 13 sera slightly positive, 3 strongly
positive, 45 suspects. The statistical analysis (chi square) indicates that there is no
direct relationship between age and size of the herd in front of the prevalence of
antibodies to MAP. In regard to the variable health status, cows with and without
diarrhea, was determined significant differences exist association between cows with
diarrhea and the presence of antibodies to MAP. The logistic regression analysis
indicated that the state of health is the most important factor in relation to the presence
of antibodies. These results show the activity infectious of this pathogen especially in
cows with clinical signs of diarrhea.

KEYWORDS: DAIRY HERDS, PARATUBERCULOSIS, MYCOBACTERIUM AVIUM

PARATUBERCULOQOSIS, INDIRECT ELISA, DIARRHEA, PREVALENCE.
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INTRODUCCION

La presencia de MAP esta asociada con baja produccion de leche, descarte precoz,
infertilidad, mastitis, bajo peso, inmunosupresion, debilitamiento general, emaciacion
y muerte, es una importante enfermedad que causa grandes pérdidas econémicas.
Esta enfermedad tiene distribucion mundial y alta prevalencia entre el 20% y 80% de
los hatos lecheros en principales paises productores, por lo que existen programas
nacionales de control establecidos en Australia, Noruega, Islandia, Japdn, Paises

Bajos, Dinamarca, Ontario, Canada, y EE.UU. (Collins, 2013).

La paratuberculosis bovina (PTBC) plantea dificultades para su control ya que
presenta un periodo de incubacién muy largo y en la mayoria de casos la infeccion
es subclinica. Por esta razon se registran menos casos de los que en realidad se
presentan, dificultando el conocimiento profundo de esta enfermedad. Por sus
sintomas es dificil distinguirla de otras patologias que cursan con episodios de diarrea

(Reza & Rojas, 2008).

La mayoria de los animales puede infectarse a edad temprana y la aparicién de los
signos clinicos puede durar varios afios (Linnabary et al., 2001). Se ha comprobado
gue cada caso clinico o diarreico representa entre 20 a 25 casos subclinicos que

también pueden diseminar ampliamente el patdégeno (Actualidad Ganadera, 2014).

En Latinoamérica no existe datos precisos sobre el impacto econdmico de
Paratuberculosis bovina. En otros paises se estiman pérdidas econémicas de US$ 40
por vaca infectada al afio cuando la prevalencia de PTBC no es mayor al 10% y

cuando el porcentaje de vacas con signos clinicos en el rebafio es mayor al 10%, el
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costo promedio de las pérdidas llegaria a 200 U$S/vaca. Por esta razon el control de

PTBC se considera de suma prioridad (Paolicchi & Romano, 2010).

En el Ecuador no se han desarrollado estudios masivos para determinar el estatus
epidemiologico de esta enfermedad, debido principalmente al desconocimiento de su
impacto econdémico, rol como zoonosis y también al costo del diagnostico. En la
mayoria de los hatos ganaderos del Ecuador la PTBC no es una prioridad en los
planes y controles sanitarios, en virtud del caracter subclinico y progreso lento, es
dificil calcular con precision las pérdidas en productividad dentro de un hato, por lo

gue el impacto de esta enfermedad es minimizado o totalmente desconocido.

Al realizar este estudio seroepidemiolégico en hatos lecheros de las provincias de
Azuay y Cafiar ubicadas al sur del Ecuador, pretendemos brindar informacion
actualizada de la PTBC, en las condiciones comunes donde se desarrolla la actividad
lechera en nuestro pais y poner en evidencia el riesgo de no tener programas de

diagndstico y control para la economia del productor lechero y la salud publica.

Alexandra Cardenas
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CAPITULO |

1.1 Objetivos
1.2 Objetivo General.
Determinar la prevalencia de anticuerpos frente a Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis, mediante ELISA Indirecta en vacas lecheras de 13 diferentes hatos
del Sur del Ecuador distribuidos en Azuay y Cafiar.

1.3 Objetivos Especificos.

Establecer la sero prevalencia de casos sospechosos, ligeramente positivos, positivos

y fuertemente positivos de acuerdo a los resultados del inmunodiagnostico seroldgico.

Determinar la asociacion entre la prevalencia de anticuerpos para Mycobacterium
avium, subespecie paratuberculosis (MAP), con las variables independientes, edad y

tamano del hato.

Alexandra Cardenas
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CAPITULO 1

2. Revision de la literatura:

2.1 Historia.

En 1984 en Alemania (Oldenburg), el médico veterinario Herr Harmes sospecho de
un caso de tuberculosis intestinal por lo que envié muestras al laboratorio que fueron
examinadas por los doctores HA Johne y L. Frothingham quienes notificaron que la
enfermedad observada en la vaca era causada por una bacteria denominada M.
Avium causante de la tuberculosis en aves y la llamaron enteritis Pseudotuberculosa
(Actualidad Ganadera, 2014). En el afio 1910 FW Trowt cumplié los postulados de
Koch para el crecimiento de MAP en laboratorio y la reproduccién experimental de la
enfermedad en vacas infectadas (Harris & Barletta, 2001).

2.2 Etiologia.

Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (Map) es el agente causal de
una gastroenteritis severa en rumiantes conocida como enfermedad de Johne
(Zapata, Rodas, & Maldonado, 2008). Es una bacteria Gram positiva, aerobia, acido-
alcohol resistente con crecimiento Optimo a una temperatura de 37 °C, crece
lentamente, necesita varias semanas de incubacion antes que sus colonias se

detecten en medios de cultivo (Retamal, Beltran, Abalos, Quera, & Hermoso, 2011).

MAP es un patogeno intracelular facultativo debido a su incapacidad para producir
micobactina (producto quimico necesario para transportar hierro) solo puede crecery
multiplicarse en el citoplasma de las células hospedadoras de animales infectados
(Zapata et al., 2008) , intracelularmente consigue alterar la maduracion fagosomal,
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evitar acidificacion progresiva y posteriormente fusion con lisosomas (Retamal et al.,

2011).

MAP no es capaz de crecer en ambientes extracelulares, sin embargo después
gue la materia fecal es expulsada por los animales infectados es posible encontrarlo
en pastos y agua siendo estas dos importantes vias de transmision, también se ha
aislado el MAP de protozoos, lombrices de tierra, dipteros, cucarachas, interviniendo
en su dispersion (Zapat et al., 2008), en estos organismos desarrolla una estado de
vida intracelular que dependera de iguales mecanismos de virulencia de infeccién del
macréfago hasta llegar a la célula blanco del hospedero animal (Retamal et al., 2011).

2.3 Epidemiologia.

La enfermedad de Johne o PTBC es una enfermedad infecciosa, cronica,
debilitante generalmente fatal que afecta especialmente rumiantes, pero puede
infectar otras especies animales incluyendo humanos (lowa State University, 2010).
Entre los rumiantes, la PTBC es una infeccion comun del ganado lechero ya que esta
estrechamente relacionada con los tipos de explotacion y manejo, siendo mas

frecuente en animales bajo condiciones de estabulacion (Holzmann et al., 2004).

Esta enfermedad es de distribucion mundial y se ha expandido principalmente por
el comercio de animales. Se reportd por primera vez en Europa, en la actualidad
existen reportes en todos los continentes (Collins et al., 2010). Suecia y algunos

estados de Australia estan libres de Paratuberculosis (lowa State University, 2010).

El comercio de animales infectados es la principal forma de diseminacion, pero la

transmision fecal oral cobra importancia ya que por cada gramo de heces se pueden
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excretar millones de unidades formadoras de colonias dependiendo de la fase de la
enfermedad (Avila, Cruz, & Blando, 2005)
2.4 Transmision.

Via fecal oral: En un 80 % de los casos PTBC se adquiere por la ruta fecal-oral
(Traversa et al., 2005), por la ingestion de alimento contaminado con materia fecal
(Zapata et al., 2008).

Debido a que el periodo de incubacidon es largo resulta importante conocer el
periodo de transmisibilidad, pues los animales pueden excretar gérmenes por las
heces durante 15 a 18 meses antes que aparezcan los primeros signos clinicos (Otto,
Clive, Henneth, & Blood, 2001).

Los animales infectados excretan MAP directamente en la leche durante etapas
posteriores de la infeccién, por tanto, el consumo de leche es una importante via de
transmision (Collins & Manning, 2010).

Via intrauterina: La mayoria de animales se infectan antes del nacimiento a través
del utero y placenta cuando los microrganismos de MAP se dispersan en los tejidos
del cuerpo penetrando la placenta e infectando a fetos 0 mediante la trasmision de
embriones con lavados uterinos de vacas infectadas (Linnabary et al., 2001).

A pesar de que se ha reportado la transmision intrauterina durante los dltimos
estadios de gestacion y se ha aislado el bacilo del endometrio de hembras gestantes
y no gestantes con forma clinica o subclinica de la infeccion y de fetos provenientes
de vacas infectadas, no se han reportado hasta el momento abortos debidos a esta

enfermedad (Zapata et al., 2008).
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Infeccion fetal: Se ha demostrado que 20-40% de fetos de animales sintomaticos
de PTBC son infectados en el utero por MAP. La transmisidon en animales que no
presentan signos es menor y esta alrededor del 8%. La probabilidad de infeccion en
Utero tiene relacion directa con la severidad de la infeccion la cual esta asociada con
la cantidad de organismos en las hecesy esto es demostrado porque la mayoria de
los fetos infectados provienen de animales excretores fuertes (Espinosa, 2007).

Este germen puede ser cultivado a partir del calostro (22%) y de leche (8%) de
animales con heces positivas e infeccién subclinica, lo que hace posible que los
terneros se infecten al poco tiempo de nacer al consumir el calostro y la leche
(Radostis et al., 2001).

Figura 1: Vias de transmision e infeccion por Map
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Fuente: (Castellanos, 2010)
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2.5 Infeccion.

s

¥

El curso de esta enfermedad depende de la edad, estado inmunitario y la
resistencia del animal afectado. Después de la infeccidon oral de MAP se establece en
la mucosa del intestino delgado (sitio primordial de multiplicacion bacteriana), nédulos
linfaticos y en menor cantidad en amigdalas y nddulos linfaticos supra faringeo y es
captado por las células M en las placas de Peyer, lo cual parece ser acelerado por los

anticuerpos calostrales que se hallan en el lumen intestinal (Avila et al., 2005).

Los macrofagos captan a las bacterias liberadas por las células M y asi ocurre la
diseminacion en el cuerpo del animal, clinicamente inaparente. En esta fase de
infeccion se producira una reacciéon humoral temporal, luego de esto se produce
lesiones en el yeyuno distal e fleon dando lugar a una enteritis cronica (Avila et al.,
2005).

MAP puede estar viable en el medio ambiente hasta 1 afio. En condiciones
naturales el periodo de incubacién es de 2 afios pudiendo ampliarse hasta 10 afios
(Avila, Cruz, & Blando, 2005). Algunos animales desarrollan resistencia eliminando el
microrganismo sin presentar signos de la enfermedad. El progreso de las lesiones en
las paredes del intestino dara lugar al sindrome de mala absorcién o absorcion de

nutrientes retardada (Linnabary et al., 2001).

La infeccidn se puede clasificar en tres grupos segun la relacién huésped —agente:

1) Primer grupo o Resistentes a la infeccion: aquellos animales que
desarrollan rapidamente una resistencia al germen, controlan la infeccion y no se

vuelven portadores contaminantes.
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2) Segundo grupo: Aguellos animales donde la infeccibn no esta
completamente controlada, algunos la controlan, pero excretan gérmenes de forma
intermitente, mientras que otros se encuentran en estados intermedios, incuban la
enfermedad y excretan grandes cantidades del germen.

3) Tercer grupo: el germen perdura en la mucosa intestinal, en estos
animales surgen los casos clinicos: malabsorcion, diarrea crénica, hipoproteinemia,

baja condicién corporal y edema (Radostis et al., 2001)
2.6 Estados clinicos de paratuberculosis.

La Infeccién de MAP presenta cuatro estados de la enfermedad:
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Tabla 1: Estados clinicos de paratuberculosis

ESTADO TIPO DE ANIMAL ANIMALES
INFECTADO AFECTADOS
\Y Enfermedad Clinica 1*

Avanzada: adultos

" Enfermedad Clinica: 1-2
adultos
1 Enfermedad Subclinica: 4-8

portadores adultos

I Infeccion Silenciosa: 10-14
terneros, animales

jévenes y adultos

Total de cabezas de 15-25*

ganado afectadas

Fuente: (Zapata et al., 2008).

2.6.1 Infeccion silente (Estado 1).

En animales infectados que no presentan ningun signo clinico y aparentemente
son iguales al resto de los animales. En este estado comprende: becerros, vaquillas
y animales jovenes menores de dos afos, la infeccién es detectable en sus tejidos
por cultivo o examen histopatolégico. El avance hacia la segunda etapa dura meses

o afos (United States Department of Agriculture, 2013)
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2.6.2 Enfermedad subclinica (Estado IlI) o adultos portadores.

Los animales infectados no presentan signos, pero son portadores de MAP por lo
gue son un peligro de infeccidn, existe una alteracion de la respuesta inmune celular
y estan afectados por otras enfermedades como infertilidad o mastitis; eliminan el
agente por heces, pero solo 15 a 25% son detectados por los medios de cultivo. Estos
animales son detectados por las técnicas usadas corrientemente y algunos avanzan
al estado Il de la afeccién (Zapata et al., 2008).

2.6.3 Enfermedad clinica (Estado llI).

El inicio de este estado se asocia con periodos de estrés, los animales presentan
pérdida gradual de peso (a pesar de un apetito normal o en ocasiones aumentado).
En pocas semanas la consistencia de la materia fecal es mas fluida e intermitente,
diseminando millones de microorganismos de MAP conllevando a la pérdida de peso
en el que algunos animales se recuperan, pero recaen en otro periodo de estrés.
Muchos animales en este estado pueden ser detectados por las pruebas comerciales
de ELISA e inmunodifusién en gel de agar (AGID) (Castellanos, 2010).

2.6.4 Enfermedad clinica avanzada (Estado V).

Conforme la enfermedad progresa, se incrementa la letargia, debilidad y
emaciacion. Los animales presentan edema intermandibular debido a la
hipoproteinemia. La caquexia y la diarrea caracterizan el estado terminal de esta
enfermedad (Castellanos, 2010). Muchos animales se eliminan del hato antes de esta
etapa debido a su deterioro, baja produccion de leche, pérdida severa de peso. Los
animales destinados a sacrificio no son aprobados para consumo. La muerte sucede
como resultado de la deshidratacion y caquexia (Zapata et al., 2008).

11
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2.7 Fendmeno iceberg — Infeccion en el rodeo.

Este fendmeno iceberg permite reconocer el impacto de la enfermedad de Johne
dentro de un hato indicando que, si la infeccidn persiste sin diagnosticar, ascendera
progresivamente el nimero de animales infectados.

Mientras mas grande sea el hato mas grande sera el riesgo de presentar la
enfermedad de Johne:

> Dentro de un hato por cada animal que presente signos clinicos

representativos del Estado Ill, habrd& muchos otros animales en estados
iniciales de la enfermedad

» Por cado caso clinico evidenciado del Estado Ill de esta enfermedad, puede

haber 15 a 25 animales infectados en otros estadios

» De esta manera se indica que por cada caso clinico solo se expone la punta

de iceberg de la infeccién

» La duracion de cada etapa de infeccion depende de edad, exposicion y

cantidad de organismos ingeridos (United States Department of Agriculture,

2013).

12
Alexandra Cardenas
Andrea Pefaloza



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Figura 2: Fenomeno iceberg (Por cada vaca en Etapa lll, usted debe esperar: 1-2
vacas mas en Etapa lll (clinicamente enferma) 6-8 vacas en Etapa Il (adulta

portadora inaparente).
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Fuente: (United States Department of Agriculture, 2013).

En un hato de 100 vacas en produccion, con la presencia de dos casos clinicos es

posible la presencia de 20 a 30 animales infectados en otros estadios, y menos de la

mitad de infectados seran detectados en cultivo fecal. Si existe de 25 a 30 positivos

en cultivos fecales en el andlisis total del hato (100 adultos), se sospecha un 50 % de

infeccidn total (Whitlock & Buergelt, 1996).
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2.8 Factores Predisponentes.

s

¥

Factores de riesgo del animal

Edad del animal: La caracteristica distintiva de MAP es que la infeccién se
adquiere en animales muy jovenes por lo general menores a 30 dias, pero los signos
clinicos no aparecen hasta los 3 a 5 afios de edad. No obstante, en el caso de terneros
criados con vacas nodrizas infectadas, la enfermedad clinica puede presentarse de
12 a 18 meses de edad (Radostis et al., 2001).

Raza del animal: Comparando con razas lecheras, las razas de carne comprenden
mayores areas de terreno y estdn menos expuestas al contacto con otro ganado y
con sus heces es asi que la prevalencia de la infeccién es menor en razas de carne.
La raza Holstein es predominante en estados unidos, por lo que la enfermedad es
mas comun en esta raza que en cualquier otra (Radostis et al., 2001).

Carencias nutricionales: La deficiencia de Cu y de Se podrian afectar
negativamente al sistema inmunoldgico del bovino y con ello la capacidad de
respuesta a la infeccion con Map aumentando la predisposicién a la enfermedad
(Maria, Daniel, Fresneda, & Ipaguirre, 2005).

Caracteristicas del rebafio: Utllizando un modelo de simulacion de
paratuberculosis para examinar la evolucién de la enfermedad en un rebafio de vacas

lecheras.

En el estadio inicial del modelo se especifican siete variables:

» Tamario del rebario
» Indice anual de nacimientos.
» Indice anual de reposicion de animales.
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» Numero de vacas infectadas en el momento cero.
» Numero de reposiciones adquiridas cada afio.
» Riesgo de adquirir novillas infectadas.

» Numero de contactos efectivos entre vaca y ternero al afio.

Todas estas variables afectan a la diseminacién de la paratuberculosis en los
rebafios, pero este modelo es sobre todo sensible al indice de contactos efectivos.
Por lo tanto, las recomendaciones para el control de la enfermedad de Johne son
reducir al maximo el contacto entre vaca y ternero (Radostis et al., 2001).

Procedencia de los animales: La prevalencia de MAP aumenta con la compra de
animales procedentes de hatos con moderado indice de infeccion anual, que acabara
provocando infecciones en el rebafio y representando un factor en el curso de una
epidemia, ya que cada afo puede quedar una vaca infecciosa dentro del hato, la cual
aporta de forma exponencial a la generacién de terneros infectados aumentando el
namero de reposicion de animales enfermos (Radostis et al., 2001).

Factores que afectan a la susceptibilidad de la enfermedad de Johne

son.

Tamafio de carga infectiva
Nivel de ingestion férrica en la dieta
Edad del animal

Factores de estrés (traslados, parto, deficiencias o exceso nutricionales)

vV V Vv V V

Supresion inmunitaria como el agente causal de Diarrea Viral Bovina (DVB)
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» Los animales estabulados corren mayor riesgo de infeccion debido a la intensa
contaminacion de las heces y a la larga supervivencia de las bacterias en sitios

protegidos (Avila, Cruz, & Blando, 2005)

Factores de riesgo ambientales y de explotacion.

Atencion a terneros recién nacidos: Esto se refleja en el grado de higiene para
la recogida de los calostros de la parturienta. Si se retira al ternero antes que pase
una hora de su nacimiento en lugar de dejarlo con la madre durante 8 a 12 horas se
reducird la exposicién del mismo al medio cargado de heces del lugar del parto.

Manejo de estiércol: La limpieza e higiene general de la granja y el nivel de
contaminacion tienen relacion con la prevalencia de la enfermedad, debido a defectos
en el método de mantenimiento y localizacion de las instalaciones y la frecuencia de
limpieza (Radostis et al., 2001).

Atencién y cuidado de terneros durante su crecimiento: Hace relacion a la
forma de alimentacion del ternero durante su crecimiento. Es decir, evitar el contacto
de recién destetados con el estiércol de vacas adultas para limitar nuevas infecciones
(Radostis et al., 2001).

2.9 MAP como agente causal de zoonosis.

El interés cientifico se incrementa al discutir el vinculo entre la enfermedad de
Crohn que es una enfermedad cronica inflamatoria intestinal de los seres humanos
en relacién con la enfermedad de Johne en rumiantes, siendo importante su papel en

salud publica (Stabel, Sweeney, Washington, & Wells, 2005)
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Figura 3: A) Mucosa intestinal de humano con Enfermedad de Crohn (EC) B)

Mucosa intestinal de bovino con Paratuberculosis

Fuente: (Cirone, Morsella, Romano & Paolicchi, 2007)

MAP ha sido asociado con la enfermedad de Crohn en humanos (EC), por ser una
enfermedad de desorden sistémico, caracterizada por: malestar, dolores
abdominales, pérdida de peso, diarreas cronicas e inflamacion crénica del intestino,
con una apariencia macroscoépica similar a la que se observa en bovinos con PTBC
(Cirone et al., 2007). La enfermedad de Crohn comienza entre los 16 y 25 afios, y

persiste durante toda la vida. No existe cura (lowa State University, 2010).

La exposicion humana frente a MAP es plausible por varios factores: infecciones
de la dieta, fabricacién de alimentos, factores ambientales, otros no identificados,
desregulacion inmune, influencia de una predisposicion genética (Stabel et al., 2005).

Rutas potenciales de exposicion humana:
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» Los productos alimenticios, incluyendo leche de vaca pasteurizada se
sugieren como posibles fuentes de infeccion en humanos (Chacon,
Bermudez, & Barletta, 2004).

» Ingestion de leche cruda de vacas lecheras infectadas.

» Consumo de agua proveniente de aguas superficiales y cercanas a granjas
lecheras que pueden presentar la infeccion.

» Carne molida procedente de ganado lechero infectado y sacrificado.

» Cortes de carne procedentes de ganado infectado con MAP (Collins &
Manning, Johne's Information Center, 2010).

2.10 Importancia Econémica.

Los efectos de PTBC conllevan a una baja eficiencia, por lo que Jonson & Kaneene
en 1997, manifiestan que las pérdidas globales ocasionadas por MAP son la
consecuencia a dos mecanismos fisiolégicos:1) alteracion de la inmunidad celular 2)
balance energético negativo por mala absorcion de nutrientes en el intestino. También
se manifestd que hay una limitacién para calcular el costo de esta enfermedad por la
dificultad para detectar la infeccion, debido a la baja sensibilidad de pruebas de

diagnéstico pudiendo presentarse falsos negativos (Avila, Blando & Cruz, 2005).

El impacto econdmico de MAP dentro de un hato se presenta de manera lenta e
inadvertida en el transcurso de varios afios. Un estudio de investigacion reveld que la
pérdida promedio total con animales que pueden o no presentar signos clinicos de la
enfermedad pueden alcanzar $ 800.00 ddlares por vaca al afio (United States

Department of Agriculture, 2013).
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Pérdidas economicas directas: son perdidas por disminucién de la produccion,
costo de medicamentos, diagnostico y tratamiento, muerte del ganado infectado, baja

fertilidad (Suanes , Nufiez, Piaggio, & Gil , 2006).

Pérdidas econdmicas indirectas: se generan por restricciones comerciales,
movimiento de ganado, disminucion del precio de la tierra, aumento de costos de
manejo y mantenimiento del estatus sanitario, pérdida de mercado (Jorge et al.,
2005).

Perdidas Inaparentes: son costos ocultos originados por:

Incremento de descartes por animales infectados o con signos clinicos.
Mayor susceptibilidad a otras enfermedades.

Baja eficiencia alimenticia.

Aumento de servicios veterinarios.

Incrementan costos de reemplazo.

vV V VvV VvV V V

Menor produccién de leche en animales infectados, pero aparentemente

normales.

A\

Desvalorizacion de la canal de un 20% o 30%.
> Baja posibilidad de seleccion de animales para reemplazos disponibles
(United States Department of Agriculture, 2013).

Pérdidas ocasionadas por la baja produccién de leche:

Dinsmore encontr6 que animales positivos a paratuberculosis demostraron un
aumento en la incidencia de mastitis y una disminucion del 4% en la produccion.

Bennet en 1999 indica la perdida de PTBC es igual al resultado de multiplicar, la
19
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incidencia de la enfermedad, por poblacion en riesgo, por porcentaje de disminucion
de la produccion lactea, por produccion lactea promedio, por precio de leche (Avila,
Cruz, & Blando, 2005).

Animales con signos clinicos pueden disminuir la produccién de leche hasta un
25%, vacas de alta produccion siendo infectadas, pueden ser descartadas antes del
pico de produccién o segunda gestacion (Avila, Cruz, & Blando, 2005). Los gastos
anuales de un animal con infeccidn subclinica equivalen a la produccién perdida por
el valor de un litro de leche (Hasonova & Pavlik, 2006).

Pérdidas en industria lechera mundial

MAP provoca considerables pérdidas productivas a la industria lechera de los
Estados Unidos las que se estiman economicamente entre $ 200 a 250 millones de
dolares anuales (Groenendaal, Zagmutt, & Patton, 2015). Como promedio entre los
rebafos afectados por MAP van entre $ 22 a US $ 27 por vaca (Ott, Wells, & Wagner,

1999).

MAP infecta 5-10% del ganado lechero y aproximadamente el 33% de los rebafios
lecheros de los EE. UU (Dorshorst, Collins, & Lombard, 2006). En Wisconsin mas de
un tercio de rodeos con algun nivel de infeccion, la estimaciéon econdémica supera los
100 millones de délares por afio y por animal infectado con signos clinicos o

asintomatico se ha calculado en 800 Dolares (Jorge et al., 2005).

En Nueva Zelanda, 1989 las pérdidas de produccién lechera fueron del 22%
ocasionadas por la enfermedad subclinica y 52% del total de pérdidas fueron
ocasionadas por la enfermedad clinica de PTBC. Las pérdidas en la produccion de

leche por vaca al afio fueron calculadas en $1616 dolares. En la industria de ganado
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de carne se estiman pérdidas anuales de $62.000 dolares totales o $670 por vaca

(Avila et al., 2005).

En Canada en un rodeo de 50 vacas con PTBC se manifestd que las pérdidas

directas son de 2472 ddlares al afio (Jorge et al., 2005).

En Buenos Aires las pérdidas estimadas son para la cuenca del Salado de $ 8 a
22 millones y son de $6, 3 millones para cuencas lecheras. En un estudio realizado
en el afio 2003 se estimd una pérdida de 47,600 pesos para un rodeo de 330 vientres
con la muerte provocada por paratuberculosis llegando a una 6.3% de mortalidad

(Jorge et al., 2005).

En Australia, cuando la prevalencia es igual o mayor al 10%, el costo promedio de
las pérdidas alcanzaria los 200 U$S por vaca (Ofa & Cajilema, 2012).

2.11 PREVALENCIA INTERNACIONAL.

La prevalencia es una estimacion de un nimero de animales analizados siendo
positivos y divididos para el nimero total de animales muestreados (Lombard, 2011).
La prevalencia de la infeccién en una regiéon determinada es dificil de estimar debido

a la poca informacion de los casos reales (Radostis et al., 2001).

En Europa la prevalencia oscila entre un 7% a 55%, en Estados Unidos un 40% de
los rodeos de mas de 300 cabezas estan infectados (entre 11% y 18% de portadores
subclinicos). En ltalia en los afios 2000-2001 se realizé un monitoreo de los hatos
lecheros, encontrandose que el 65 % de estos, fueron positivos a la infeccion, siendo

la prevalencia en animales positivos del 3.5 % (Avila et al., 2005).
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En Australia la prevalencia esta entre 9% - 22% en hatos lecheros. En Venezuela
no se realizan pruebas rutinarias para el diagnostico de PTBC, por lo que se
desconoce un porcentaje de animales infectados, a pesar que se reconoce la
existencia de la enfermedad desde 1970. En Monagas se ha confirmado mediante

clinica y hallazgos histopatolégico (Ofa & Cajilema, 2012).

En Argentina segun datos recogidos por INTA indican la seroprevalencia varia
entre el 7.2 % a 20 % (esta es mas elevada en los campos de cria de la cuenca del

Salado, Provincia de Buenos Aires).

En Asturias se realizé un estudio con varias técnicas diagnosticas en animales
sacrificados hallando una prevalencia 44,4%, el 39,6% exhibieron lesiones de tipo
focal. Se determindé la presencia de PTBC en 16 hatos lecheros mediante la técnica
ELISA, de los cuales solo en un hato no se detectdo PTBC, mientras que la prevalencia

de los 15 hatos fue del 11.32% (Prieto, 2010).

En México, afio 1994 Morales realiz6 un estudio en ganado de lidia muestreando
40 animales, encontrando que el 30% de estos animales eran positivos. En 2003,
Santillan, encontré una prevalencia en un estado de Guanajuato de 30.6 % en ganado
lechero y de 25 en ganado de doble propdésito. Otro estudio realizado por Miranda,
encontraron que la prevalencia de la enfermedad en Tizayuca, Hidalgo, es de 8.87 %.

(Avila et al., 2005).

Por tal motivo el control de esta enfermedad se considera de alta prioridad, para lo
cual la aplicacion de planes estatales de control se considera estratégico en paises
desarrollados. (Cirone, Morsella, Romano, & Paolicchi, 2007)
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2.12 Diagnostico.

Existen varias pruebas de diagnostico que presentan ventajas y desventajas
(Collins, 2013).La seleccion de la prueba apropiada, la aplicacion y la interpretacion
son indicadores para el diagnostico. Es fundamental que el laboratorio sea de
reconocida reputacion y que esté sometido a pruebas estandar de eficiencia de tal
forma que los resultados que produzcan sean confiables (Disney & Regino, 2005).

Diagnostico directo.
La identificacion directa del microorganismo causante de PTBC se puede obtener
mediante varias técnicas de diagnostico (Gilardoni, Paolicchi, & Mundo, 2012).
Técnicas Microbianas.
Bacterioscopia, cultivo bacteriano, microscopia fluorescente, bioluminiscencia.
Técnicas Moleculares.
Deteccion de material genético (Muestras para PCR y variantes de PCR
convencional), combinacién de la concentracion microbiana y PCR, hibridacion in
situ (ISH).
Técnicas de Diagndstico Anatomohistopatologico.
Diagnostico Anatomohistopatologico, diagnostico Histopatologico,
Inmunohistoquimica (IHC)
Diagnostico indirecto.

Mediante este diagnostico se detecta la respuesta inmune del animal dependiendo
de las diferentes etapas subclinicas (Gilardoni, Paolicchi, & Mundo, 2012).

Respuesta inmune celular (Pruebas en vivo - intradermorreaccion(IDR), Pruebas
In vitro — deteccion de Interferbn Gamma)
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Respuesta Inmune Humoral (fijacion de complemento, agar inmunodifusion en gel,
ensayo de Inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA).
ENSAYO INMUNOENZIMATICO ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT

ASSAY).

ELISA es una técnica de ensayo basada en placas, para detectar y cuantificar
péptidos, proteinas, anticuerpos y hormonas. En ELISA, un antigeno debe
inmovilizarse en una superficie sélida y luego completarse con un anticuerpo que esta
unido a una enzima. La deteccion se realiza evaluando la actividad de la enzima
conjugada mediante incubacion con un sustrato para producir un producto medible.
El elemento mas crucial de esta estrategia de deteccion es una interaccion

anticuerpo-antigeno altamente especifica.

La técnica ELISA se ejecuta en placas de poliestireno de 96 pocillos (o 384
pocillos), que se unirAn pasivamente a anticuerpos y proteinas. La unién e
inmovilizacién de los reactivos hace que ELISA sea faciles de disefiar y realizar. Tener
los reactivos del ELISA inmovilizados en la superficie de la microplacas hace que sea

facil separar el material unido a no enlazado durante el ensayo.

La capacidad para lavar materiales no especificamente unidos hace que el ELISA
sea una  potente herramienta para medir analitos especificos dentro de una

preparacion cruda (Xia, 1993).

El kit de ELISA usa la relacion entre los valores de densidad 6ptica de las muestras
y el control positivo, donde el resultado se designa con el indicador S/P que es una

medida cuantitativa del nivel de anticuerpos presentes en las muestras. Estos valores
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de S/P son usados para evaluar la cantidad de animales infectados clasificandolos en

categorias segun el nivel de anticuerpos detectados en el suero

S/P= (DO de la muestra — DO del control negativo) / (DO del control positivo - DO del

control negativo) (Collins & Manning, Johne's Information Center, 2010).

El diagndstico de MAP mediante el ensayo inmuno—enzimatico o ELISA es utilizado
principalmente en bovinos, ovinos y caprinos. Hoy en dia existen paquetes
comerciales para realizar el diagndstico de paratuberculosis, pero el inconveniente es
gue son de importacion y su precio es elevado, razén por lo cual no se lleva a cabo el
diagnoéstico de forma rutinaria en los laboratorios de salud animal (Martinez et al.,

2012).

VENTAJAS DEL ELISA

Facil proceso de automatizacion, brinda resultados rapidos, proporciona alta
sensibilidad (80%) y especificidad (94%), repetibilidad de la prueba, interpretacion
objetiva de resultados, posibilidad de evaluar multiples muestras juntas, ofrece la
posibilidad de modificar el punto de corte de acuerdo con la sensibilidad o la
especificidad requerida.

ESTATUS SEROLOGICO A PARTIR DE LOS VALORES DE S/P:

Fuertemente positivo: son valores de S/P de entre 1,00 - 10,00 que indican altos
niveles de anticuerpos frente a MAP, la enfermedad se encuentra en etapas
avanzadas, donde la bacteria es liberada en heces y leche, dentro del programa y

protocolo de control el animal debe ser descartado inmediatamente.
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Positivo: (0,40 — 0,99) Se expresan moderados niveles de anticuerpos séricos y
el animal puede estar diseminando la bacteria en heces y leche. Estos animales no
deben entrar en programas de reproduccion, no se debe usar su leche para la

alimentacion de terneras descartar al final de la lactancia.

Positivo Débil: (0,25 - 0,39) bajos niveles de anticuerpos frente, pero con altas
probabilidades que el animal este infectado. Estos animales se pueden mantener en
el hato hasta un siguiente examen cuando tenga entre 200 y 300 dias en lactancia, si
se observan signos clinicos de la enfermedad se debe realizar un nuevo test

inmediatamente, no se debe usar su leche para la alimentacion de terneras.

Sospechoso: (0,10 — 0,24) expresa bajos niveles de anticuerpos, pero se halla por
encima de los niveles normales de anticuerpos e indica que estos animales pueden
estar en etapas iniciales de la enfermedad. Estos animales se pueden mantener en
el hato, no se debe usar su calostro, deben reexaminarse cuando estén entre los 200

y 300 dias de la nueva lactancia.

Negativo: (0 — 0,09) no se detectan niveles de anticuerpos, (Collins & Manning,

Johne's Information Center, 2010).

Para el control de esta enfermedad es necesario realizar examenes cada 6 meses
hasta no encontrar ninglin animal sospechoso.

Diagnostico Diferencial.

Parasitismo gastrointestinal, peritonitis, amiloidosis renal, Linfosarcoma,

insuficiencia renal, salmonelosis créonica, otras enfermedades infecciosas cronicas
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(Salmonelosis, Colibacilosis, Diarrea Viral Bovina), deficiencia de cobre y desnutricion
(lowa State University, 2010).

2.13 Tratamiento.

El tratamiento es econdmicamente no viable (Jorge et al., 2005), se podria aplicar
antibidticos de uso humano usados para tratar la tuberculosis humana como el caso
de Isoniazida o Rifampicina que pueden actuar contra la bacteria, pero las lesiones

originadas por la enfermedad serian irreversibles (Actualidad Ganadera, 2014).

El tratamiento puede ser aplicado en animales valiosos de compafiia teniendo en
cuenta que el gasto sera considerable y renunciar a los ingresos por la venta de leche
o carne del animal tratado, el tratamiento no cura la enfermedad solo mejorara la
condicion clinica y probablemente al animal recibira la terapia toda su vida (Linnabary
et al., 2001).

2.14 Control.

La eficacia del control de MAP depende en como se pueda afrontar las fuentes de
infeccion y vias de transmision, considerando que MAP es viable para hasta 250 dias
en el medio ambiente (agua, heces,) (Harris & Barletta, 2001). Un programa de control
para que sea efectivo necesita de tiempo y continuos controles (Collins & Manning,
Johne's Information Center, 2010). Las estrategias de control requieren pruebas de
diagndstico de todo el rebafio, bioseguridad del hato, practicas de gestion (Dorshorst,

Collins, & Lombard, 2006).

27
Alexandra Cardenas
Andrea Pefaloza



s
A

1
§

i

d

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Pruebas de diagnéstico.

La principal forma de prevencion es la prueba de hato mediante ELISA, cultivos

fecales que son métodos usualmente utilizados ya que detectan niveles de

anticuerpos a la infeccion y la presencia de bacterias vivas (Harris & Barletta, 2001).

Se debe tener en cuenta que una prueba de diagnéstico no sera suficiente por lo

gue ninguna prueba es 100% efectiva (Gasque, 2008). Por lo que la combinacién de

estas dos pruebas antes mencionadas seria ideal en la deteccion de animales

infectados por MAP (Harris & Barletta, 2001).

Las practicas de gestidn significativas del hato son:

>

>

Limpieza general de la granja

Manejo del estiércol y evitar la contaminaciéon de pastizales

Restricciones de contacto entre animales adultos y terneros (Harris &
Barletta, 2001).

La eliminacién de animales con diarreas crénicas y mas aun si no responden
a ningun tratamiento

Los animales recién nacidos deben ser protegidos de la infeccién por haber
nacido y criados en un entorno limpio y suministro de leche y agua libres de
contaminacion (Collins & Manning, Johne's Information Center, 2010).

Los animales adultos infectados con MAP se deben identificar y aislar con el
fin de evitar que los animales jovenes queden expuestos a la leche o el
estiércol contaminados (Collins & Manning, Johne's Information Center,

2010).
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Practicas de bioseguridad:
» Evitar el ingreso o traslado de ganado entre diferentes explotaciones sin
previo diagnostico
» Periodos de cuarentena
» Realizar la compra de ganado ya sea nacional o extranjero pero libre de
PTBC (Gasque, 2008).
Vacunacion.

Las vacunas contra MAP, son de uso restringido, estas ayudan controlando la
enfermedad, pero no impiden la propagacion de nuevos casos, Y en ocasiones puede
interferir en programas de erradicacion que se basan en deteccidon y posterior
eliminacién de infectados (OIE, 2008).

Vacuna mycopar: Es una Bacterina de células completas de MAP suspendidas
en aceite, Dosis: 0.5 ml a cada becerro durante los primeros 35 dias de nacido, se

inyecta en el tercio medio del pecho). La gran desventaja es que reacciona a las

pruebas de diagnadstico.
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CAPITULO Il

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIALES
3.1.1Materiales de campo.
Bioldgicos:
» 400 Bovinos en produccién
Fisicos:
> Botas
» Overol
» Camara fotografica
» Jeringuillas
» Tubos de ensayo
» Algodon
» Marcador
» Esferografico
3.1.2 Materiales de laboratorio.
Bioldgicos:

» 400 Muestras de suero de bovino

» Kit ELISA Indirecto (Casa comercial PARACHEK °2)
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Quimicos

» Conjugado anti bovino HRPO conservado contimerosal

» Solucién de sustrato TMB

» Solucion stop

» Muestra de diluyente, verde

» Conjugado diluyente, azul

» Solucién de lavado (20X)

Fisicos:

» Centrifuga

» Micropipeta de 10 a 100 ul

» Micropipeta de 100 a 1000 ul.

» Micropipeta multicanal de 10 a 100 ul.

» Refrigerador

» Congelador

» 400 Tubos Eppendorf

» 400 tubos de ensayo

> Guantes descartables

» 800 Puntas descartables para micropipeta

Alexandra Cardenas
Andrea Pefaloza



UNIVERSIDAD DE CUENCA

» 5 placas recubiertas MAP antigeno

» Control positivo

» Control negativo

» Microscopio

> Micro lector de Elisa

» Agitador de placas

» Camara fotografica

» Camara de video

» Lavadora de microplacas

» Computador

» Impresora

» Material de escritorio
3.2 METODOS
3.2.1 Area de Estudio
La investigacion se realiz6 en 13 diferentes hatos lecheros distribuidos en Azuay y
Caniar, Provincias pertenecientes al sur del Ecuador, en donde se concentra una gran

parte de la produccién lechera del pais.

32
Alexandra Cardenas
Andrea Pefaloza



Caracteristicas climaticas:

Tabla 2: Caracteristicas Climaticas de la Region
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AZUAY CANAR
CLIMA Ecuatorial Mesotermico | En altas mesetas,
Semi Himedo Mesotermico, himedo y
Semi humedo al interior
de la provincia tropical
monzdn en las partes
bajas de estribaciones
occidentales
TEMPERATURA 13°cyl4°c 11.18°c
PRECIPITACION: 940mm/afio 636mm/afio
HUMEDAD RELATIVA 75% 73.8 %
ALTITUD 2500 m.s.n.m 3.160 m.s.n.m.
AREA Sierra Sur Sierra Sur

AGROECOLOGICA

Ecuatoriana

Ecuatoriana

Fuente: (MAGAP, 2002), (INFOPLAN, 2005), (IRHA, 2006)
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3.2.2 Tamano de la Muestra.

La muestra y el método del muestreo.
El muestreo sera dirigido hacia hembras bovinas lecheras, correspondiendo a 252

animales, considerando la formula para calculo de la muestra poblaciones finitas.

n= N * Z2*p *(1-p)

(N-1) * e2 + Z2 * P* (1-p)
Donde:
n = El tamafio de la muestra que queremos calcular
N = Tamario del universo (730 vacas en produccion)
Z = Nivel de confianza 95% -> Z=1,96
e = Es el margen de error maximo que admito (5%)
p = Es la proporcion que esperamos encontrar. (50%)

n=_730*1.962*0.5*(1-0.5) =252

(730-1) * 0.052 + 1.962 * 0.5 * (1-0.5)

La poblacibn objeto de este trabajo fue de 652 vacas en lactancia,
correspondientes a los 13 hatos en estudio. La muestra minima calculada fue de 252
animales. Se seleccionaron al azar 400 muestras pues se contaba con un kit de
diagnostico para 400 determinaciones, ya que un mayor numero muestral disminuye
notablemente el error y da mayor seguridad a los resultados. EI método de muestreo
utilizado fue aleatorio simple probabilistico, mediante un randomizador electronico

(https://www.randomizer.org/), se considero el 65% de los animales de cada predio.
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Objetivo General
Determinar la prevalencia de anticuerpos frente a Mycobacterium Avium subespecie
paratuberculosis, mediante ELISA Indirecta en vacas lecheras de 13 diferentes hatos
del Sur del Ecuador distribuidos en Azuay y Cafiar.

Objetivos Especificos

Establecer la sero prevalencia de casos sospechosos, ligeramente positivos, positivos

y fuertemente positivos de acuerdo a los resultados del inmunodiagnostico seroldgico.

Determinar la asociacion entre la prevalencia de anticuerpos para Mycobacterium
avium, subespecie paratuberculosis (MAP), con las variables independientes, edad y

tamano del hato.

35
Alexandra Cardenas
Andrea Pefaloza



Matriz de conceptualizacion y operacionalizacion de las variables

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Variables Tipo de Escala de Definicion Indicadores Valor final Técnicas e Fuente
variables medicion de instrumentos
las variables
X1 Edad Cualitativa | Ordinal Categoria de | Afos cumplidos. | Jovenes (Vacas de 2-4 | Observacion Registro

las vacas que afios) hoja de campo | s del

las define en hato
grupos segun Adultas > 6 afios

edad.

X2 Numero de Cualitativa | Ordinal Categoria del | Numero de Pequefios (hasta 30 Observacion Registro
animales hato segun el | vacas en ordefio | vacas en ordeno) Hoja de campo | s del
Poblacion del namero de Medianos (de 31 a 60 hato
hato animales en vacas en ordefio)

produccion Grandes (> de 60
de leche vacas en ordefio)

X3 Historial de Cualitativa | Nominal Presencia Diarrea o Sl Observacion Registro
enfermedad actual o historial reciente | NO Hoja de campo | s del
diarreica reciente de de diarrea, cola hato y

enfermedade |y flancos hoja de
s que cursan | manchados con campo
0 cursaron heces

con diarrea

Y1 Estatus Cualitativa | Ordinal Categoria de | Densidad éptica | Negativos ELISA Resultad

seroldgico las vacas de la muestra Sospechosos indirecto os de
segun su Ligeramente positivos | Hoja de laboratori
estatus Positivos laboratorio o]
seroldgico Fuertemente positivos
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3.2.2 Método de seleccion.

Para la extraccion de las muestras en el campo se realizo de la siguiente
manera

Rotulacion identificacion del tubo

Sujecion del animal

Desinfeccion y proteccion de manos

Levantando la cola del animal en posicion vertical

Desinfeccion de la zona

Palpacién de la vena coccigea en el area medial ventral de la cola en las
primeras vertebras coccigeas

Colocar la aguja con el capuchon

Insertar la aguja en una profundidad de 8-10 mm en angulo recto,
posteriormente colocar el tubo al vacio.

Mantener estable la insercion de la aguja hasta consumir el vacio y retiramos
el tubo.

Retiramos la aguja y ejercer presion sobre la zona de puncion.

Desechar los materiales contaminados en una funda roja

Desechar los guantes usados.

3.3 METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

La deteccién de anticuerpos para Map se realiz6 mediante ELISA indirecto

(Mycobacterium paratuberculosis Test Kit PARACHEK 2 ®)
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Principio del Ensayo
El método utilizado se describe en el Manual Terrestre de la OIE de 2012 Vol. 1,
capitulo 2.1.11 Paratuberculosis (Enfermedad de Johne)
El test consiste en cuatro pasos:

Paso 1. Las muestras de suero son diluidas e incubadas en diluyente verde
contenido M. phlei para eliminar los anticuerpos que puedan dar lugar a reacciones
cruzadas.

Paso 2: Las muestras diluidas se afiaden a los pocillos recubiertos con antigeno
de M. paratuberculosis. Los anticuerpos no especificos se eliminan mediante un paso
de lavado después de la incubacion.

Paso 3: El conjugado (IgG antibovina marcada con peroxidasa) reacciona con las
inmunoglobulinas unidas al antigeno y el sobrante se elimina mediante lavado
después de la incubacion.

Paso 4: Adicion de sustrato e incubacion. La velocidad de conversion del sustrato
es proporcional a la cantidad de inmunoglobulina presente.

Paso 5: Se detiene la reaccion con la aplicacion de la solucion de parada (stop).
Lectura de la absorbancia con un espectrofotometro para placas de 96 pocillos.

Procedimiento del Ensayo.

1. Atemperar todos los componentes del kit (excepto el conjugado).

2. Diluir las muestras del suero 1/20 en diluyente verde en una placa de trabajo.
Mezclar bien ya sea con pipeta con agitador de placas al menos un minuto a
velocidad moderada. Reaccion entre la muestra y el diluyente verde puede
mantenerse desde un minuto hasta 24 horas.
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3. Transferir 100ul de las muestras test y de los controles de la placa de trabajo
a los pocillos correspondientes de la placa test tapizada con M.
paratuberculosis.

4. Cubrir e incubar 30+-3 minutos a temperatura ambiente (22+-3 °c). El
conjugado 100x concentrado debera diluirse a la dilucion de uso una vez
terminada el paso de lavado.

5. Vaciar los pocillos y lavar tres veces con 300ul solucion de lavado. Se
recomienda usar un lavador automatico de placas con un programa apropiado
de lavado. En caso de lavado a mano, se recomienda tener precaucion de no
contaminar los pocillos adyacentes. Sacudir los pocillos lo suficientemente
para eliminar la solucion de lavado después de cada ciclo de lavado. Después
del ultimo ciclo de lavado. Situar las placas boca abajo sobre un papel de filtro
limpio material similar para eliminar la solucion de lavado de los pocillos.

6. Afadir 100ul de conjugado recién diluido, a cada pocillo y agitar la placa.

7. Tapar las placas e incubar a temperatura ambiente (22+-3°c) durante 30+-3
minutos.

8. Lavar segun procedimiento descrito en el paso 5

9. Afadir 100ul de la solucion de sustrato recién preparada en cada pocillo.

10.Tapar las placas, agitarlas e incubarlas a temperatura ambiente (22+-3°c)
durante 15 — 20 minutos.

11. Afadir 50 ul de la solucién de frenado a cada pocillo. Luego mezclar agitando

cuidadosamente.
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12.Leer a 450 nm, y utilizar 620 nm como longitud de onda de referencia en los
30 min siguientes de haber parado la reaccion. Los valores de absorbancia
seran utilizados para el célculo de resultados.
Calculo del resultado de la muestra.
% Positividad (PP) de la muestra = (DO muestra - DOcn) / (DOcp - DOcn) *100
DOcp= media de los valores del control positivo
DOcn = media de los valores del control negativo
El porcentaje de positividad (% P, PP) del control positivo se considera el 100%
Interpretacion de los resultados.
Una muestra bovina es POSITIVA si su valor de Porcentaje de Positividad es
SUPERIOR o IGUAL al valor del cut off de 15 % de porcentaje de Positividad (%P).
Una muestra bovina es NEGATIVA si su valor de Porcentaje de Positividad es menor

gue el valor de cut off de 15% Porcentaje de Positividad (%P).
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS
El andlisis de los datos obtenidos de la prueba de Elisa Indirecto nos da los
siguientes resultados:
Resultados por positividad:

Tabla 3: Resultados de la prueba ELISA Indirecto

Resultado N° %
Positivo 23 5.75
Negativo 377 94.25
Total 400 100

Fuente: Autores
En un total de 400 sueros bovinos, se obtuvieron 23 sueros positivos, lo que
corresponde a una seroprevalencia del 5.75% y 377 sueros bovinos negativos que

corresponden a una 94.25%.
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Tabla 4: Resultados de la prueba ELISA indirecto en Cafiar

Hacienda Numero de Positivas Negativas
muestras

Lopez Burgay 9 0 9

Crespo 49 0 49

Esmeralda 80 13 67

Hacienda B 11 0 11

Total 149 13 136

Fuente: Autores

Lo que indica este cuadro es que la sero prevalencia positiva es de 8.72%, con 13

casos positivos y la sero prevalencia negativa es de 91.27% con 136 casos negativos

de un total de 149 muestras.
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Tabla 5: Resultados de la prueba ELISA indirecto en Azuay

Hacienda Numero de Positivas Negativas
muestras

Nero 31 0 31
Irquis 18 0 18
Peralta 7 0 7
Cordova 17 0 17
Moscoso 20 0 20
Tutupali 68 2 66
Vélez 24 1 23
Cumbesa 57 0 57
Ullaguari 9 7 2
Total 251 10 241

Fuente: Autores

Lo que indica este cuadro es que la sero prevalencia positiva es de 3.98%, con 10

casos positivos y la sero prevalencia negativa es de 91% con 241 casos hegativos de

un total de 251 muestras.
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Resultados de positividad por cada hato.

Tabla 6: Resultados de Seropositividad en cada hato

Nombre N° de N° de % por
N° de de la sueros sueros hato
hacienda hacienda analizados positivos
1 Lopez 9 0 0
2 Nero 31 0 0
3 Irquis 18 0 0
4 Peralta 7 0 0
5 Cérdova 17 0 0
6 Moscoso 20 0 0
7 Vélez 24 1 4.16
8 Tutupali 68 2 2.94
9 Crespo 49 0 0
10 Esmeralda 80 13 16.25
11 Ullaguari 9 7 77.77
12 Cumbesa 57 0 0
13 Hacienda 11 0 0
B

Fuente: Autores

Esto nos indica que el 30,7 % de los hatos muestreados tienen animales con
anticuerpos para MAP, La prevalencia individual de los hatos oscila entre el 2,94 y
77,7%.
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Tabla 7: Prueba de chi cuadrado
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Valor Gl Sig. Significacion | Significacion
Asintética | exacta (2 exacta (1
(2 caras) | caras) cara)
Chi- cuadrado 85.324 |1 ,000
de
Pearson
78.767 |1 ,000
Correccion de
Continuidad
Razon de
47.284 |1 ,000
Verosimilitud
Prueba exacta
de 85.110 |1 ,000 ,000 ,000
Fisher
Asociacion
lineal por Lineal 400

N de casos
validos

Fuente: Autores
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La presentacion de anticuerpos para MAP es diferente entre las vacas con y sin
diarrea. Existiendo asociacion entre la variable estado de salud y el estatus

serologico. En las vacas con diarrea es posible encontrar anticuerpos para Map con

mayor frecuencia.

Tabla 8: Estimacion de riesgo, Odds ratio.

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Intervalo de confianza de 95 %

Valor Inferior Superior
Odds ratio para
Estatus Seroldgico
General (Positivo / ,036 ,014 ,094
Negativo)
Para cohorte
Presencia Diarrea = No 371 ,212 ,650
Para cohorte
Presencia Diarrea = Si 10,245 6,283 16,703
N de casos validos 400

Fuente: Autores

El andlisis de oportunidad, Odds ratio (0,036), indica que las vacas con diarrea y sin
diarrea tienen la misma oportunidad para presentar anticuerpos para MAP. Por tanto,

el factor de riesgo diarrea no tiene impacto en el estatus serolégico. Una vaca con

Alexandra Cardenas
Andrea Pefaloza




™
'ﬁi- i

UNIVERSIDAD DE CUENCA

diarrea tiene la misma oportunidad de presentar o no presentar anticuerpos para

MAP.

Tabla 9: Pruebas de chi-cuadrado resultados seroldgico y edad

Sig.
asintotica (2| Sig. exacta [Sig.exacta
Valor Gl caras) (2 caras) |(1cara)
Chi-cuadrado de
Pearson 2, 692a 1 , 101
Correccion de
o 1,831 1 176
continuidad®
Razén de 3,566 1 ,059
verosimilitud
Prueba exacta de
) ,148 077
Fisher
Asociacion lineal
por lineal 2,685
1 , 101
N de casos
. 400
validos
Fuente: Autoras
47
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El valor p: 0,101 es mayor alfa (0,05), por tanto, los anticuerpos para MAP se pueden
detectar de la misma manera en vacas jovenes y adultas, no existiria asociacion entre
la variable edad y el estatus serologico.

Tabla 10: Estimacion de riesgo para la presencia de anticuerpos en relacion a la
edad.

Valor Intervalo de confianza de 95 %
Inferior Superior

Odds ratio para
Estatus
Serolégico General 214 ,028 1,617
(Positivo / Negativo)
Para cohorte edad ,248 ,036 1,710
Vacas = jovenes
Para cohorte edad 1,160 1,050 1,280
Vacas = Adultas
N de casos validos 400

Fuente: Autores

El andlisis de oportunidad, Odds ratio (0,214), indica que las vacas jovenes y adultas
tienen la misma oportunidad para presentar anticuerpos para MAP. Por tanto, el factor
de riesgo edad no tiene impacto en el estatus serolégico. Las vacas viejas tienen la

misma oportunidad para presentar o no presentar anticuerpos para MAP.
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Tabla 11: Pruebas de chi-cuadrado
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Sig. Sig. Sig.
asintotica Exacta exacta
Valor Gl (2 caras) (2 caras)| (1cara)
Chi-cuadrado de
Pearson ,0312 1 ,860
Correccion de
continuidad® ,000 1 1,000
Razén de
verosimilitud ,031 1 ,860
Prueba exacta de
Fisher 1,000 ,526
Asociacion lineal
) ,031 1 ,860
por lineal
N de casos validos 400

Fuente: Autores

El valor p: 0,860 es mayor alfa (0,05), por tanto, los anticuerpos para MAP se pueden

detectar de la misma manera en hatos pequefios y grandes, no hay asociacion entre

la variable tamafio del hato y el estatus seroldgico.
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Tabla 12: Estimacion de riesgo
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Intervalo de confianza de 95 %

Valor Inferior Superior
Odds ratio para Estatus
Serolégico General
(Positivo / Negativo) ,924 ,382 2,234
Para cohorte Tamafo
del Hato = Pequefios

,950 ,535 1,689
Para cohorte Tamafo

1,029 , 756 1,400
del Hato = Grande
N de casos validos 400

Fuente: Autores

El analisis de oportunidad, Odds ratio (0,924), indica que las vacas de hatos pequefios
y grandes tienen la misma oportunidad para presentar anticuerpos para MAP. Por
tanto, el factor de riesgo tamafo del hato no tiene impacto en el estatus serolégico.
Las vacas de hatos pequefios tienen la misma oportunidad para presentar 0 no

presentar anticuerpos para MAP.
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Regresion logistica

Tabla 13: Resumen de procesamiento de casos.

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Total

Casos sin ponderar N Porcentaje
Casos seleccionados | Incluido en el 400 65,9
analisis
Casos 207 34,1
Perdidos 607 100,0
Casos no Total 0 ,0
seleccionados 607 100,0

Fuente: Autores

Tabla 14: Codificacion de variable dependiente

Valor original

Valor

interno

Positivo

Negativo

Fuente: Autores
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Tabla 15: Codificacion de variable categérica

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Codificacion
de parametro
Frecuencia ()
Presencia No 361 1,000
Diarrea Si 39 ,000
Tamafio del Hato| Pequefios| 146 1,000
Grande| 254 ,000
Fuente: Autores
Tabla 16: Variables en la Ecuacion
Error
B lestandar Wald (gl [Sig.| Exp(B)
Paso | Edad2 |100 114|769 1 [,380| 1,105
12 Tamafio (1)-,022 ,510 |,002 1 |,966| ,979
Salud (1) 3416| 503 146,109 1 [000| 30,445
Constante |-,140 , 786 |,032 1 [,859| ,870

Fuente: Autores

a. Variables especificadas en el paso 1: edad2, tamafio, salud.

El analisis estadistico indica que existe asociacion entre el estado de salud y la
seropositividad a Mycobacterium paratuberculosis, por lo que se esperaria tener una

mayor prevalencia en vacas que presentan diarrea como signo clinico.

El Odds ratio 30,445 indica que existe una relacion de 30:1 entre los animales con

diarrea y los que no presentan diarrea frente a la presencia de anticuerpos con un 96

% de seguridad.
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El andlisis de regresion logistica indica que el factor mas importante a

considerar para el diagnéstico y para establecer grupos de riesgo son los

animales que presentan diarrea.

llustracion 1: Estatus seroldgico en relacion al estado de salud, presencia de

diarrea, (si 0 no)

4001

300

200+

Recuento

100
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llustracion 2: Porcentajes del estatus seroldgico correspondientes a cada hacienda
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CAPITULO V

5. DISCUSIONES

El propdsito de esta investigacion fue determinar la prevalencia de animales
seropositivos frente a Map en vacas lecheras de 13 diferentes hatos del sur del
Ecuador. Mediante el uso de ELISA Indirecto. Obtuvimos una prevalencia de 6 %, en
23 sueros positivos de un total de 400 muestras seleccionadas al azar, resultados

similares a los presentados por otros autores.

En el Canton Mejia, provincia de Pichincha, de la sierra norte del Ecuador, bajo la
misma técnica de muestreo y diagndstico, donde se evaluaron 384 sueros sanguineos
seleccionados al azar se obtuvieron como resultado 28 muestras positivas (7.29%), y
5 sueros sospechosos (1.35%), el resto correspondiente a 351 sueros negativos

(91.39%) (Ofa & Cajilema, 2012).

En las parroquias Cumbe y Victoria del Portete de Provincia del Azuay, con el uso
de DPP Aviar intradérmica, de un total de 432 animales inoculados se obtuvo una
prevalencia 6.02% (Sanchez, 1991). Bajo las condiciones de manejo de los animales,
el nimero muestral y el uso de técnicas de inmunoensayo, no se observa diferencias
significativas en los resultados de estas dos investigaciones, frente a nuestro estudio

realizado en Azuay y Cafiar.

Las pruebas de ELISA indirecto y DPP aviar demuestran repetitividad en los
resultados, se podrian usar indistintamente en programas de control. Segun estos
resultados la prevalencia de anticuerpos para MAP es similar en las condiciones de

manejo y geograficas de los hatos lecheros de la sierra norte y sur del Ecuador. En
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este y otros trabajos la variable edad no demostré estar asociada con fuerza a la

presencia de anticuerpos (Sanchez, 1991; Cajilema 2012).

En Argentina la seroprevalencia en bovinos lecheros varia entre el 7.2 % y 20 %,
(Martinis, Cicuta, Boehringer, Morsella, & Paolicchi, 2003), en este trabajo se uso
también inmunoensayo enzimatico. Es posible que la prevalencia regional se

encuentre alrededor de este intervalo.

En EEUU un 40% de los rodeos formados por mas de 300 cabezas estan
infectados (entre 11 y 18% de portadores subclinicos), mientras que en Europa la
prevalencia oscila entre un 7 a 55%, debido a las condiciones de manejo y crianza

(Avila et al ., 2005)

En nuestro trabajo se establecié que existe asociacion estadistica entre las vacas
con diarrea y la presencia de anticuerpos para MAP, esta podria ser espuria debido
al muestreo aleatorio simple no probabilistico, ya que el andlisis de oportunidad, Odds
ratio, indica que las vacas con y sin diarrea tienen la misma oportunidad de presentar

anticuerpos para MAP.

El andlisis de regresion logistica indicé que el estado de salud, la ocurrencia o no
de diarrea, es el factor mas importante en relacion a la frecuencia de anticuerpos para
MAP de los animales en estudio. Esto tiene concordancia con la patologia de esta
enfermedad ya que la diarrea se considerada un sintoma caracteristico, y un factor
de suma importancia en la propagacion de MAP. El andlisis de su impacto deberia

ser considerado bajo un estudio de casos y controles.
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CAPITULO VI

6. CONCLUSIONES
De acuerdo con los objetivos planteados y los resultados obtenidos se llega a las
siguientes conclusiones:
1. Segun el analisis estadistico, (chi cuadrado) no existe relacion directa entre la
edad de los animales y el tamafio del hato y la presencia de anticuerpos para
MAP.
2. Enlas vacas con diarrea se present6 la mayor prevalencia.
3. Las vacas con y sin diarrea tienen la misma oportunidad de presentar 0 no
anticuerpos para MAP.
4. La prevalencia esta ligada a factores de manejo como la crianza de terneras y
la falta de medidas de diagndstico y control.
5. La prevalencia total de MAP en los hatos lecheros estudiados en este trabajo
pertenecientes a las provincias de Azuay y Cafar del Sur del Ecuador es del
6%.
6. La prevalencia que se obtuvo en Cafar es del 8.72% y en Azuay es de 3.98%.
7. La presencia de MAP se ha mantenido estable durante 25 afios, esto dentro
de las limitantes del tamafio de la muestra y las técnicas indirectas de
diagnostico usadas, donde no ha sido posible el aislamiento del agente

infeccioso.
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CAPITULO VII

7. RECOMENDACIONES

1.

Establecer programas de diagndstico y control, con la finalidad de disminuir la
prevalencia en las provincias de la sierra sur del Ecuador.

Debido a la baja especificidad (94%) y sensibilidad (80%) de las pruebas de
ELISA los hatos deben realizar controles anuales para la identificacion de
reactores positivos.

Integrar pruebas de laboratorio, como PCR y medios de cultivo entre los mas
utilizados son: el medio de Herrold con yema de huevo con micobactina
(HEYM), los medios Middlebrook 7H9, 7H10 y 7H11, que confirmen la
presencia de MAP con el analisis de leche y heces.

Difundir los resultados sobre la prevalencia, el riesgo y la significacion sanitaria
y econdmica de esta enfermedad.

Realizar trabajos dirigidos a los animales que presenten diarrea cronica con el
fin de determinar la implicacion real de este patégeno, en un enfoque de casos

y controles.
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CAPITULO IX

ANEXOS

ANEXO 1: FOTOGRAFIAS DE CAMPO:

1.1 TOMA DE MUESTRAS EN DIFERENTES HACIENDAS:
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1.2 VARIOS ANIMALES MUESTREADOS CON PRESCENCIA DE

DIARREA:

' A m} BEay

-

1.3 RECOLECTA DE MUESTRAS:
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ANEXO 2: FOTOGRAFIAS DE LABORATORIO
2.1 KIT de diagnéstico (Elisa Indirecto) PARACHECK 2 para deteccion de

anticuerpos frente a MAP

2.2 Conjugado diluyente Azul
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2.3 Diluyente Verde
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2.4 Solucién STOP
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2.5 Solucién de Sustrato
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2.6 Lector de Resultados
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ANEXO 3:RESULTADOS DE LABORATORIO CORRESPONDIENTES A CADA

E,.r —— - -
biomicrolal-1"-
CIAGNOSTICO ¥ SALUD AMNIMAL
SEROLOGLA
Fecha: 23 de mayo de 2016 Orden N°: 347
Propietario: TUTUPALI N® Total Muestras: (33)
A peticion de: Srta. Andrea Pefaloza N* Muestras analizadas: (20])
PRUEBA MPT ELISA Test PRUEBA MPT ELISA Test
ldentificacion P.P Resultado Identificacion PP Resultado
06 1 Megativo CATY 1 Megativo
LOLA o MNegativo ROSALLA 31 POSITIVO
COLITA o MNegativo IICHMICA, 1 MNegativo
3696 1 Megativo MIARCIA 0 Megativo
SHAKIRA 1 MNegativo CARETA 2 MNegativo
TERESA 1 Megativo 05 5 Megativo
SUISY 2 Megativo 3698 0 Megativo
TIMEBIRICHI 1 MNegativo JULLA 1 MNegativo
RUTH 2 MNegativo COLORIMA 1 MNegativo
CHOLA 1 Megativo MPELID A 1 Megativo
ﬁ " & L4
biomicrolal:1"-
CIAGHOSTIGCO ¥ SALUD A MIMAL
SEROLOGLA
Fecha: 23 de mayo de 2016 Orden N°: 377
Propietario: TUTUPFPALI M*° Total Muestras: [(41)
A peticion de: Srta. Andrea Pefialoza N* BAuestras analizadas: (25)
PRUEBA MFT ELISA Test FPRUEBA PFT ELISA Test
Ildentificacion PP Resultado Identificacion PP Resultado
2353 1 Megativo CREBETT 115 POSITIVG
HADS 1 Megativo 450 1 Megativo
CARMANAL 3 Megative 2379 1 Megative
AMDREEA 1 Megative MCORMANCA L) Megative
oB117 4 Megativo 2127 1 Megativo
FLOREMCLA 1 Megativo 2226 1 Megativo
27260 1 MNegativo 4. 31 7 MNegativo
2238 1 Megativo 7B 1 Megativo
528 1 Mepgativo 82327 3 Megativo
2159 4 Mepgativo 337 1 Megativo
2134 1 Megative 2083 1 Megative
AlLBA O Megativo COLIBRI 1 Megativo
2070 1 Megativo
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CIAGHNOSTICO Y SALUD ARNIMAL

SEROLOGIA

Fecha: 26 de mayo de 2016 Orden MN°: 367
Propicetario: TUTLUPALI M*® Total Muestras: [38)
A peticion de: Srra. Andrea Penhaloza N® Muestras analizadas: (23)
FPRUEBA MPT ELISA Test PRUEBA PMPT ELISA Test
Identificacion PP Resultado Idemntificacidon PP Resultado
AMDIURIL O Megativo WERCMICA 3 Megativo
TABLU O Megativo 2117 2 Megativo
CIDCIMERA 1 Megativo 2320 2 Megativo
2167 & Megativo 22ET 2 Megativo
507 1 Megativo 9308 1 Megativo
2322 1 Megativo 2345 0 Megativo
2452 1 Megativo CAROLA 3 Megativo
MORTEMNA 2 Megativo 2185 3 Megativo
2158 1 Megativo 521 2 Megativo
2157 O Megativo 791 2 Megativo
JORDAMILA 1 Megativo 2204 2 Megativo
71 2 Megativo

Estos resultados son validos solo para las muestras analizadas
¥ deben ser evaluados en su contexto clinico por un Mmedico veterinarno.

CIAGH OSTICO % SALUD ANMNIMAL

SEROLOGLA

Fecha: 21 de mayo de 2016 Orden M°: 360

Propietario: M° Total Muestras: [79)
A peticidn de: Srta. Andrea Pehaloza M°® Muestras analizadas: (49)
PRUEEBA MPT ELISA Test PRUEBA MPT ELISA Test

Identificacion P.P Resultado Identificacion P_P Resultado

30 ] MNegativo L5 (4] Megativo

306 o MNegativo 549 (o] Megativo

318 O Megativo 550 0 Megativo

393 1 MNegativo 554 (8] Megativo

454 1 MNegativo 556 1 Megativo

468 O MNegativo 557 1 Megativo

473 1 MNegativo S5l o Megativo

482 1 MNegativo L53 1 Megativo

455 O MNegativo 571 1 Megativo

A9& 2 MNegativo 573 (4] Megativo

512 1 MNegativo 575 (8] Megativo

525 1 Megativo 579 0 Megativo

530 1 MNegativo LE4 (8] Megativo

545 1 MNegativo 58S 1 Megativo

Estos resultados son validos solo para las muestras analizadas
¥ deben ser evaluados en su contexto clinico por un Mmeédico veterinario.
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DIAGHOSTICO ¥ SALUD & MNIMAL

SEROLOGIA

Fecha: 23 de mayo de 2016 Orden N: 368

Propietario: NEROC M° Total Muestras: (S50)

A peticion de: Srta. Andrea Pefialoza M® Muestras analizadas: (31)

PRUEEBA MPT ELISA Test PRUEBA MPT ELISA Test
ldentificacicn P_P Resultado Identificacicn P_P Resultado

321 4 MNegativo 335 [W] MNegativo
347 1 Megativo SEZ 1 Megativo
383 3 Megativo 90 2 Megativo
306 E} Megativo EEE] 2 Megativo
392 o Megativo 333 1 Megativo
395 1 Megativo 397 2 Megativo
352 ] Megativa 429 F Megativa
502 2 Megativa 356 5 Megativa
393 1 Megativo 400 1 Megativo
3BG 1 MNegativo 354 1 Megativo
374 5 Megativo 476 1 Megativo
404 1 Megativo 356 2 Megativo
222 2 Megativo 404 1 Megativo
395 & Megativa 475 [%] Megativa
320 2 MNegativo 374 1 MNegativo
311 2 Megativo

Estos resultados son validos solo para las muestras analizadas
¥ deben ser evaluados en su contexto clinico por un Mmeédico verterinario.

IO IMICKIroOoial)

DIAGNOSTICO Y SALUD ANIMAL

SEROLOGIA
Fecha: 23 de mayo de 2016 Orden N°: 369
Propietario: IRQUIS N° Total Muestras: (30)
A peticion de: Srta. Andrea Pefaloza N° Muestras analizadas: (18)
PRUEBA MPT ELISA Test PRUEBA MPT ELISA Test
Identificacion P.P Resultado Identificacion P.P Resultado
401 1 Negativo 154 1 Negativo
377 0 Negativo 329 1 Negativo
237 1 Negativo 412 1 Negativo
351 1 Negativo 206 0 Negativo
513 1 Negativo 420 0 Negativo
360 1 Negativo 356 1 Negativo
243 1 Negativo 369 1 Negativo
384 0 Negativo 171 1 Negativo
390 1 Negativo 337 0 Negativo
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biomicrolal:l"-
DIAGNOSTICO ¥ SALUD ANIMAL

SEROLOGLA
Fecha: 23 de mayo de 2016 Orden N® 374
Propietario: Sr. Arturo Peralta M® Total Muestras: (11)
A peticion de: Srta. Andrea Pefaloza M* Muestras analizadas: (7]
PRUEBA MPT ELISA Test
Identificacion PP Resultado
158 1 Megativo
426 1 Megativo
205 1 Megativo
153 1 Megativo
151 0] Megativo
B7 o] MNegativo
2 1 Megativo
1 .
" AN e — e — [ ]

biomicrolal:)"-

DIAGNOSTICO ¥ SALUD ANIMAL

SEROLOGLA
Fecha: 23 de mayo de 2016 Orden N% 375
Propietario: 5r. Juan Carlos Cordova M® Total Muestras: (29)
A peticion de: Srta. Andrea Pehaloza N Muestras analizadas: (17)
FPRUEBA MPFT ELISA Test FPRUEBA MPT ELISA Test
Identificacion PP Resultado Identificacion PP Resultado
MELIZA 2 Megativo ROCIO 1 Megativo
MIARIANA 1 Megativo CLARITA 2 Megativo
CASANDRINA 2 Megativo LUCIA 1 Megativo
PADLA 1 Megativo PAZ 1 Megativo
RS 2 Megativo CATALINA 1 Megativo
SUSTAG 4 Megativo ANLA, 2 Megativo
CHAMA, 1 Megativo SELEMA 1 Megativo
MERCEDES 2 Megativo JANETH 1 Megativo
KASANDRA 1 Megativo
73
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DIAGNOSTICO Y SALUD ANIMAL

SEROLOGIA
Fecha: 23 de mayo de 2016 Orden N°: 382
Propietario: Ing. Santiago Moscoso N° Total Muestras: (33)
A peticidn de: Srta. Andrea Pefialoza N® Muestras analizadas: (20)
PRUEBA MPT ELISA Test PRUEBA MPT ELISA Test
Identificacién P.P Resultado Identificacién P.P Resultado
416 2 Negativo 414 2 Negativo
362 1 MNegativo 402 3 MNegativo
419 2 Negativo 296 2 Negativo
370 2 MNegativo 381 2 MNegativo
336 2 MNegativo 352 2 MNegativo
409 2 Negativo 344 2 Negativo
337 1 MNegativo 403 1 MNegativo
410 3 MNegativo 319 1 MNegativo
387 2 Negativo 406 2 Negativo
415 3 MNegativo 339 1 MNegativo
é.‘% e — [
- -
biomicrolal:)"-
DIAGNOSTICO ¥ SALUD AMNIMAL
SEROLOGIA
Fecha: 21 de mayo de 2016 Orden N°: 383
Propietario: MN® Total Muestras: (129)

A peticion de: Srta. Andrea Pehalozra N*® Muestras analizadas: (B0)
PRUEBA MPT ELISA Test PRUEBA MPT ELISA Test
Ildentificacion PP Resultado Identificacion PP Resultado
421 25 POSITIVD 482 9 Megativa
416 19 POSITIVOD 216 22 POSITIVO
419 11 Megativo Q27 19 POSITIVO
2204 B MNegativo 2432 11 MNegativo
1235 9 Megativo 480 8 Megative
349 11 Megativo 321 13 MNegativo
2434 16 POSITING 437 29 POSITIVO
0B84 11 Megativa BO21 & Megativa
964 7 MNegativo 161X 5 Megative
250 12 Megativo 005 30 POSITIVO
4532 7 Megativa 1012 27 POSITIVO
1212 18 POSITIVD 176 21 POSITIVO
1272 20 POSITIVOD 389 B Megativo
1032 10 Megativo 1995 10 Megativo
4523 12 Megativo 2440 =] Megativo
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Fecha: 21 de mayo de 2016

Propietario:

A peticion de: Srta. Andrea Pefialoza

PRUEBA MPT ELISA Test
Identificacion | P.P Resultado
495 8 Negativo
097 11 Negativo
2421 9 Negativo
989 13 Negativo
333 14 Negativo
HO80 8 Negativo
422 7 Negativo
444 11 Negativo
2411 11 Negativo
199 12 Negativo
1314 7 Negativo
HO11 6 Negativo
HO50 13 Negativo
428 ] Negativo
356 13 Negativo

Fecha: 21 de mayo de 2016

Propietario:

A peticion de: Srta. Andrea Pefialoza

PRUEBA MPT ELISA Test
|dentificacién | P.P Resultado
135 4 Negativo
8017 10 Negativo
463 8 Negativo
HOBY 103 POSITIVO
1287 8 Negativo
283 0 Negativo
133 Negativo
HOOG Negativo
440 11 Negativo
269 14 Negativo
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Orden N°: 383

N® Total Muestras: (129)

N? Muestras analizadas: (80)

PRUEBA MPT ELISA Test

Identificacion | P.P Resultado
098 7 Negativo
107 b Negativo
8350 21 PQSITIVO
464 13 Negativo
076 7 Negativo
5286X 5 Negativo
537 8 Negativo
343 10 Negativo
992 9 Negativo
8010 10 Negativo
388 5 Negativo
2168 12 Negativo
485 13 Negativo
372 10 Negativo
HO27 10 Negativo

Orden N°: 383
N° Total Muestras: (129)
N® Muestras analizadas: (80)
PRUEBA MPT ELISA Test

Identificacion | P.P Resultado
391 10 Negativo
HO48 10 Negativo
2444 12 Negativo
2388 5 Negativo
378 11 Negativo
HO22 11 Negativo
423 14 Negativo
2215 15 Negativo
383 10 Negativo
SN 12 Negativo
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SEROLOGIA
Fecha: 23 de mayo de 2016 Orden N°: 393
Propietario: Dr. Jorge Vélez N°® Total Muestras: (38)
A peticion de: Srta. Andrea Pefialoza N° Muestras analizadas: (24)
PRUEBA MPT ELISA Test PRUEBA MPT ELISA Test
Identificacion p.Pp Resultado Identificacidn P.P Resultado
610 1 Negativo 613 2 Negativo
588 1 Negativo B67 1 Negativo
634 1 Negativo 577 1 Negativo
654 1 Negativo 638 22 POSITIVO
097 1 Negativo 586 1 Negativo
579 1 Negativo 645 0 Negativo
159 2 Negativo 888 1 Negativo
571 1 Negativo 143-1 2 Negativo
528 1 Negativo 662 1 Negativo
074 1 Negativo 492 1 Negativo
648 2 Negativo 158 1 Negativo
AB142 3 Negativo 143-2 0 Negativo
S
- -
biomicrolal:)"-
DIAGNOSTICO Y SALUD ANIMAL
SEROLOGIA
Fecha: 21 de mayo de 2016 Orden M 393
Propietario: N*® Total Muestras: [15)
A peticion de: Srta. Andrea Pefaloza N°® Muestras analizadas: (9]
PRLUEBA MPT ELISA Test
Identificacion PP Resultado
55 20 POSITIVO
61 14 Negativo
62 13 POSITIVO
B 12 Negativo
65 25 POSITIVO
67 24 POSITIVO
70 34 POSITIVO
73 a7 POSITIVO
5343 94 POSITIVO

Alexandra Cardenas
Andrea Pefaloza

76



‘4%% UNIVERSIDAD DE CUENCA

W, e —— e — L

biomicrolal:}"-

DIAGHOSTICO ¥ SALUD AMNIMAL

SERDLOGLA
Fecha: 26 de mayo de 2016 Ordemn N®: 201
Propietario: Hacienda Ldpez Burgay MN® Total Muestras: (15)
A peticion de: Srta. Andrea Pehaloza N* Muestras analizadas: (o]
PRUEBA MPT ELISA Test
Identificacion PP Resultado
DORITA 1 MNegativo
RUTH 2 MNegativo
75 1 MNegativo
1945 2 MNegativo
1946 3 MNegativo
1953 2 MNegativo
1965 1 MNegativo
SMN ROA 2 MNegativo
SN VACDMNA 2 MNegativo

] '\"L_*____-—:-—-_.___.-' [
{:E_IOII'IICI'OIEI- -

e

DIAGNOSTICO ¥ SALUD AMNIMAL

SERCLOGIA
Fecha: 21 de mayo de 2016 Orden N°: 402
Propietario: M® Total Muestras: (18)
A peticion de: Srta. Andrea Pefialoza N*® Muestras analizadas: (11)
PRUEBA MPT ELISA Test
Identificacidn PP Resultado
Ba35 1 Megativo
6463 1 Megativo
5453 1 Megativo
1663 = MNegativo
4490 [u] MNegativo
101 2 MNegativo
6544 =3 Megativo
48 1 MNegativo
64559 1 MNegativo
3995 1 Megativo
102 2 Megativo
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Propietario: CUMBESA N*® Total Muestras: (93)
A peticién de: Srta. Andrea Pefialoza N°® Muestras analizadas: (57)

PRUEBA MPT ELISA Test PRUEBA MPT ELISA Test

Identificacion P.P Resultado Identificacién P.P Resultado
0346 2 Negativo 497 1 Negativo
498 2 Negativo 616 3 Negativo
1255 1 Negativo 508 1 Negativo
0403 2 Negativo 0210 2 Negativo
535 2 Negativo 575 2 Negativo
450 2 Negativo 0260 1 Negativo
0427 2 Negativo 0431 2 Negativo
356 2 Negativo 606 3 Negativo
0408 2 Negativo 0206 3 Negativo
0264 2 Negativo 536 3 Negativo
1269 2 Negativo 0203 2 Negativo
0213 2 Negativo 601 2 Negativo
0315 2 Negativo 453 2 Negativo
599 2 Negativo 1277 ] Negativo
PASIO 2 Negativo 1274 2 Negativo
464 2 Negativo 1261 2 Negativo
0342 2 Negativo 0235 2 Negativo
1280 2 Negativo 0769 3 Negativo
697 2 Negativo 644 2 Negativo
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ANEXO 4:METODO DE LA OIE PRESCRITO EN EL DIAGNOSTICO DE

PARATUBERCULOSIS.

Capilulo 1.3, - Pruebas de diagnastico prescritas y de sustifucion para las enfermedades de la lista de la OIF

Andrea Pefaloza

dE:gE?gn dﬁﬁﬂif Enfermedad Pruchas Pruebas de
Terrestre Terresire prescrias sustitucion
Enfermedades de la lista de la OIE
Enfermedades comunes a varas especies
a2 212 Enfermedad de Auvjeszky ELISA, VM -
LR 219 Leptospiross - MAT
A1l 2115 Rabia VN, ELISA -
A0, 211 Paratuberculosis - DTH, ELISA
. 216 Cowdewsia - ELISA, TFA
Muagis por Cec e # yid
39 2100 b EREF aPdX Y IOARIE POE - Agent wd.
Chrysm ya besriand
A4 2116 Triquinelosis Agrenit id. ELISA
A5 215 Fighre aftosa ELISA Y, VN CF
A.lb. 2119 Estomannts vesiculis CF, ELI5A, VN -
.15, 2115 Peste boving ELISA VI
83 213, Lengua azul Agent ';;3'5.;1{1:11:;1, AGID, VN
212 2114 Figbze del Valle del Rift VN HI, ELISA
.15 2118 Tularernia - Agenit 1.
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ANEXO 5: RESULTADOS ESTATUS SEROLOGICO FRENTE AL ESTADO DE

SALUD

Cuadro 5.1 Estatus Serologico General*Presencia Diarrea tabulacion

cruzada
Recuento
Presencia
Diarrea Tot
No Si al
Estatus Seroldgico Positivo 8 15 23
General Negativo 353 | 24 377
Total 361 | 39 400

ANEXO 6:RESULTADOS ESTATUS SEROLOGICO FRENTE A EDAD

Cuadro 6.1: Estatus Serolégico General*Edad Vacas tabulacién cruzada

Recuento
Edad Vacas
Jovenes Adultas Total
Estatus serolégico 1 22 23

Positivo
Genera 66 311 377
Negativo

67 333 400

Total
80
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ANEXO 7: RESULTADO ESTATUS SEROLOGICO FRENTE AL TAMARNO DEL

HATO

Cuadro 7.1 Estatus Serologico General*Tamarno del Hato tabulacion

cruzada
Recuento
Tamafio del Hato
Pequefio
S Grande (Total
Estatus Seroldgico Positivo 8 15 23
General Negativo (138 239 377
Total 146 254 400
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