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RESUMEN

La Paratuberculosis Bovina (PTB) o Enfermedad de Johne, es una infeccidn del tracto gastrointestinal causada por Mycobacterium
avium, subespecie paratuberculosis (Map), que se caracteriza por generar enteritis granulomatosa crénica y linfadenitis en rumiantes.
La preocupacién mds relevante en relacion con la importancia de la PTB es su posible vinculo con la Enfermedad de Crohn (EC) en
humanos, sin embargo, esta asociacion aln estd bajo investigacidn. Se determind la seroprevalencia de PTB en el municipio de Sogamoso
(Boyacd), donde se recolectaron 604 muestras de sangre, cuyo suero fue procesado mediante la técnica de ELISA indirecta con el kit
comercial PARACHEK® 2 KIT (Prionics, Suiza). La seroprevalencia fue de 10,9% (66/604), donde el grupo etario de 2 a 3 afios y la
raza Jersey fueron los de mayor seroprevalencia. Se encontrd asociacion estadistica significativa (p<0,05) entre la edad de los individuos
evaluados y el suministro de concentrado. La seroprevalencia encontrada indica que se estd produciendo una transmision activa de la
enfermedad y que las medidas de control disponibles no estdn siendo llevadas a cabo o no son lo suficientemente efectivas.
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Serodiagnosis of Paratuberculosis in cattle of the

municipality of Sogamoso, Boyaca (Colombia)

v
ABSTRACT

Bovine Paratuberculosis (BPT), or Johne's Disease, is an infection of the gastrointestinal tract caused by Mycobacterium avium, subspecies
paratuberculosis (Map), which is characterized by chronic granulomatous enteritis and lymphadenitis in ruminants. The most relevant concern
regarding the importance of BPT is its possible link to Crohn'’s disease (CD) in humans, however this association is still under investigation.
The seroprevalence of BPT was determined in the municipality of Sogamoso (Boyacd), where 604 blood samples were collected, their serum
was processed by the indirect ELISA technique with the commercial PARACHEK® 2 KIT (Prionics, Switzerland), following the manufacturer’s
instructions. The seroprevalence was 10,9% (66/604), with the 2 to 3 years age group and the Jersey breed having the highest seroprevalence.
A significant statistical association was found (p=<0,05) with the age of the individuals tested and the supply of concentrate. The seroprevalence
found indicates that active transmission of the disease is taking place, and that the available control measures are not being carried out or are
not effective enough.
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Serodiagnhodstico da paratuberculose no gado do municipio
de Sogamoso, Boyaca (Colombia)

ResumMo

A Paratuberculose Bovina (PTB) ou Doenca de Johne é uma infec¢do do trato gastrointestinal causada pela Mycobacterium avium subespécie
paratuberculosis (Map), caracterizada por gerar enterite granulomatosa cronica e linfadenite em ruminantes. A preocupacdo mais relevante
em relagdo a importancia do PTB é seu possivel vinculo com a Doenga de Crohn (DC) em seres humanos, no entanto, essa associagdo ainda
estd sob investigacdo. A soroprevaléncia do PTB foi determinada no municipio de Sogamoso (Boyacd), onde foram coletadas 604 amostras
de sangue, cujo soro foi processado pela técnica ELISA indireta com o kit comercial PARACHEK® 2 KIT (Prionics, Suica). A soroprevaléncia
foi de 10,9% (66/604), onde a faixa etdria de 2 a 3 anos e a raca Jersey foram as que apresentaram maior soroprevaléncia. Foi encontrada
associacdo estatisticamente significante (p<0,05) com a idade dos individuos avaliados e o suprimento de concentrado. A soroprevaléncia
encontrada indica que a transmissdo ativa da doenca estd ocorrendo e que as medidas de controle disponiveis ndo estdo sendo realizadas
ou ndo sdo eficazes o suficiente.

PALAVRAS-CHAVE
Paratuberculose; Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis; Ensaio imunossorvente ligado a enzima; Bovino (DeCS)

I. Introduccion rumiantes domésticos y salvajes (Harris y Barletta, 2001;

Sweeney, 201 |; Arsenault et al, 2014).

La Paratuberculosis bovina (PTB), también conocida

como Enfermedad de Johne, es una infeccion del tracto La preocupacion mas relevante en relacion con la

gastrointestinal causada por Mycobacterium avium,
subespecie paratuberculosis (Map), un bacilo grampositivo
de crecimiento lento de la familia Mycobacteriaceae que
posee pared celular rica en lipidos (Bannantine et al, 2017;
Palacios et al, 2019). Esta enfermedad se caracteriza por
causar enteritis granulomatosa croénica y linfadenitis en

importancia de la PTB como enfermedad del ganado
lechero, es su posible vinculo con la EC en humanos
(McAloon et al, 2019). Sin embargo, esta asociacion ain
esta bajo investigacion (Pierce, 2018), ya que la evidencia
epidemiolégica de un mayor riesgo de EC con una mayor
exposicion a través de posibles vias de transmision es débil,
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y la prueba definitiva de la causalidad no esta disponible
(Waddell, Rajic, Stark y McEwen, 2016).

Existe poca evidencia de campo en medidas de control
especificas, aunque se ha demostrado una disminucion de la
prevalencia asociada con la implementacion de un programa
combinado de manejo, prueba y descarte (McAloon et al.
2019). Actualmente, no existe una cura efectiva para la
enfermedad y la vacunacién posiblemente puede interferir
con el diagnostico de otras enfermedades bovinas (Juste,
2012; Coad, Vordermeier, Whelan y Clifford, 2013). Sin
embargo, en la actualidad se estan desarrollando estudios
basados en genomica para el desarrollo de vacunas contra
Map que no presenten estos problemas (Barkema et al,
2018).

Los estudios realizados en Colombia son insuficientes
para reflejar con exactitud la situacion epidemiologica y el
impacto econémico y en salud publica de la enfermedad.
Aunque se ha confirmado su existencia durante casi un
siglo, el pequeno nimero de estudios limita las pruebas
sobre la magnitud de la circulacion del Map en los animales,
los humanos, el medio ambiente y los alimentos en
Colombia (Correa, Garcia y Fernandez, 2018). Boyaca es un
departamento que se caracteriza por poseer una cantidad
considerable de cabezas de ganado bovino, en donde la
mayoria de las explotaciones se dedican a la produccion de
leche. A pesar de esto, no hay evidencia de la prevalencia
de la enfermedad en el departamento. Por lo anterior,
el objetivo de la presente investigacion fue determinar
la seroprevalencia y los principales factores de riesgo
asociados con la presentacion de PTB en el municipio de
Sogamoso, Boyacd; lo que permitiria realizar un primer
acercamiento epidemiolégico local de la enfermedad y
ofreceria las bases para el desarrollo de investigaciones que
establezcan la dinamica del patégeno en el departamento.

2. Marco teérico

Map es el agente causante de la enfermedad de Johne,
una enteritis croénica inflamatoria que afecta a rumiantes
domeésticos y salvajes como ovinos, caprinos, bovinos,
antilopes, camellos y llamas, entre otros, observandose
con mayor frecuencia en ganado especializado para la
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de la excrecion de grandes cantidades de Map, pérdida de
peso significativa y emaciacion intratable que resulta en la
muerte (APHIS, 2007; Garcia y Shalloo, 2015; McAloon et
al, 2016; Kirkeby, Gresbell, Nielsen, Toft y Halasa, 2017). Los
terneros de hasta seis meses de edad son particularmente
susceptibles a la infeccion por Map. La transmision se
produce por la ruta fecal-oral a través de heces o leche
contaminadas (Doré et al, 2012). Las consecuencias de
la infeccion neonatal se desarrollan de manera lenta y
progresiva y, generalmente, toma hasta dos o mas anos para
que aparezcan los sintomas clinicos (Irenge et al, 2009).

Sin embargo, la mayoria de los animales infectados
permanecen subclinicos durante toda su vida productiva,
sin mostrar signos de la enfermedad y representan
derramamientos latentes del patégeno. Sumado a esto,
a menudo demuestran una amplia gama de respuestas
inmunes a Map, dentro del mismo animal a lo largo del
tiempo y en diferentes animales dentro de un rebafio
(Nielsen y Toft, 2008; Frie, Sporer, Kirkpatrick y Coussens,
2017;Verdugo. Valdes y Salgado, 2020). Esto conlleva a que
se presente un largo periodo de incubacién, que, junto con
las practicas de manejo del rebafo, la larga supervivencia
del patogeno en el medio ambiente y el bajo rendimiento
de las pruebas de diagnostico disponibles, ha facilitado la
propagacion de la infeccion (Verdugo et al, 2020).

El diagnostico de laboratorio de la enfermedad de Johne
se logra comlnmente mediante la deteccion del agente
causal en muestras fecales o de tejido, o indirectamente
al demostrar la presencia de anticuerpos especificos
de patogenos en muestras de suero o leche (Tiwari,
Vanleeuwen, Mckenna, Keefe y Barkema, 2006; Collins, 201 ).
Sumado a esto, existen pruebas de tipo molecular que se
implementan para diagnosticarla, sin embargo, debido a
las peculiaridades del patogeno, la deteccion de Map en
las heces sigue siendo dificil (Schwalm, Obiegala, Pfeffer y
Sting, 2018). Los procedimientos de diagndstico basados
en la deteccion directa de Map son desafiantes debido a la
eliminacién del patogeno en bajas concentraciones, la alta
estabilidad de la pared celular del patégeno, los inhibidores
de PCR en las heces y la microbiota intestinal acompanante.
Estos obstaculos importantes requieren procedimientos
sofisticados para la preparacion de muestras fecales
(Acharya, Dhand, Whittington y Plain, 2017).

produccién de leche (Windsor, 2015; Garcia y Shalloo,
2015; Benavides, Arteaga y Montezuma, 2015; DeKuiper y
Coussens, 2019).

La enfermedad infecta el ileon e induce inflamacion severa
y alteraciéon del revestimiento intestinal, lo que conlleva a
reducir la capacidad de los animales clinicamente infectados
para absorber de manera adecuada los nutrientes, causando
diarrea cronica persistente e incurable que se acompana

La extraccion de ADN y la PCR en tiempo real para la
deteccion de Map en heces bovinas (PCR directa) se han
refinado, también se han desarrollado procedimientos
factibles para la deteccion rapida, sensible y automatizable
del agente patogeno (Schwalm et al, 2018). La PCR en
tiempo real es una herramienta cuantitativa rapida para la
deteccion de Map en muestras fecales de ganado de alto
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desprendimiento, los fabricantes ofrecen cada vez mas
kits completos que incluyen una combinacién de reactivos
de extraccién de ADN y ensayos de PCR en tiempo real

(Schwalm et al, 2018).

Esta enfermedad tiene un impacto econdémico negativo a
nivel mundial, el cual es perjudicial en el ganado y otras
industrias ganaderas de rumiantes, debido a la pérdida
de produccién, el sacrificio temprano de los animales
infectados, el valor reducido de los mismos, la mortalidad,
los posibles efectos adversos sobre la fertilidad y los
costos de las pruebas de diagnodstico (Windsor, 2015;
Garcia y Shalloo, 2015; McAloon et al., 2016; Kirkeby et al.,
2017; DeKuiper y Coussens, 2019). En el ganado bovino,
la vacunacién contra Map puede limitar la presentacion
de sintomas clinicos, pero no previene la infeccion o la
eliminacién de bacterias infecciosas en las heces (Stabel,
Barnhill, Bannantine, Chang y Osman 2012). Sin embargo, se
estan desarrollando estudios basados en genémica para el
desarrollo de vacunas contra Map que no presenten estos
problemas de interferencia con otros agentes etiologicos
(Barkema et al..2018).

3. Materiales y métodos

Lugar de estudio: el estudio se realizé en el municipio de
Sogamoso, ubicado en el centro-oriente del departamento
de Boyaca (Colombia) en la region del Alto Chicamocha. Es
la capital de la Provincia de Sugamuxi, se encuentra 228,5
km al noreste de Bogota, la capital del pais, y a 75,8 km
de Tunja, la capital del departamento. Posee una altitud
de 2.569 msnm y tiene temperaturas promedio de 18 °C
(Alcaldia Municipal de Sogamoso, 2019).

Tamafio de la muestra: segiin el Censo Pecuario Nacional,
el municipio de Sogamoso registré una poblacion de
hembras bovinas de 13.491 animales (ICA, 2019).Teniendo
en cuenta esta informacion, se determiné una muestra de
604 individuos a través del programa estadistico OpenEpi,
Version 3, con un intervalo de confianza del 95%.

Variables: se tuvieron en cuenta la edad, raza y presencia
de diarrea como variables en los animales. Para las fincas, se
incluyeron la fuente de agua (acueducto, aljibe y quebrada)
y fuente de alimentacion (silo, heno y concentrado) como
variables que pudieran guardar una posible relacion con la
presencia de PTB.

Toma de muestras: la muestra de sangre se obtuvo a partir
de venopuncién coccigea de los bovinos, implementando
el sistema de tubos al vacio (tipo Vacutainer). El tubo que
contenia la sangre sin anticoagulante se centrifugd a 1500
r.p.m.durante 10 minutos para separar las células del suero,

el cual fue transferido a tubos de almacenamiento tipo
Eppendorf para su congelacion a -20°C.

Diagnéstico serolégico: las muestras se procesaron bajo la
técnica de ELISA indirecta en el Laboratorio de Parasitologia
Veterinaria de la Universidad Pedagdgica y Tecnologica de
Colombia (UPTC), utilizando el kit comercial PARACHEK®
2 KIT (Prionics, Suiza) para la deteccion de anticuerpos
especificos frente a M. paratuberculosis en muestras
de suero, siguiendo el protocolo del fabricante. Este kit
comercial refiere una sensibilidad del 80% y especificidad
del 99%.

Andlisis estadistico: el estudio epidemiologico fue
Observacional Descriptivo de corte (Transversal), se realizé
un muestreo aleatorio simple. La asociacién entre las
variables de la encuesta epidemioldgica y la seroprevalencia
fue evaluada mediante la prueba de Chi cuadrado. Las
variables que presentaron asociacion significativa fueron
analizadas mediante regresion logistica. El procesamiento
de la informacion se realizé con el software estadistico
SPSS version 20.0.

Consideraciones éticas: el estudio se realizd bajo las
condiciones de la Ley 576 del 2000 y la Ley 84 de 1989
de la Republica de Colombia. Se obtuvo consentimiento
informado por parte de los propietarios de los bovinos
antes de la recoleccién de las muestras.

4. Resultados

La seroprevalencia de PTB en la poblacion de estudio fue
de 10,9% (66/604) (95% IC= 8.4 — 13.4). En relacion con
los grupos etarios, los individuos de 2 a 3 anos presentaron
el porcentaje mas alto con 18,7% (20/107), seguido de los
bovinos de 3 a 4 ainos con 9,4% (38/406) y los mayores de
4 anos con 8,8% (8/91). Asimismo, los individuos de la raza
Jersey tuvieron la seroprevalencia mas alta 16% (26/162),
seguidos de la raza Holstein 10,6% (23/218), Ayrshire 8,8%
(12/137) y Normando 5,7% (5/87).

Se encontré asociacion estadistica significativa entre la
edad de los individuos evaluados y la presentacion de la
enfermedad (p=0,05). No se encontro asociacion entre las
variables raza y presencia de diarrea con la seropositividad
a PTB (Tabla 1).

No se encontré asociacidn estadistica significativa (p=0,05)
entre la presentaciéon de anticuerpos contra Map con
las fuentes de agua analizadas como posibles factores de
riesgo (Tabla 2). En relacion con las fuentes de alimentacion
evaluadas, solo el consumo de concentrado presentd
asociacion estadistica significativa con la seropositividad a
la enfermedad (p<0,05) (Tabla 3).
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Tabla I.
Factores de riesgo asociados a la infeccion por PTB. Los resultados se
presentan como Odds Ratio (OR) e intervalo de confianza (IC) del 95%.

Variable Parametro OR IC p-valor
2-3 afos - - 0,018
- 0,249 —
Edad 3- 4 afos 0,449 0,810 0,008
~ 0,175-
> 4 afios 0,419 1,004 0,051
Ayrshire NS 0,059
Raza Holstein
Jersey
Normando
Presente NS 0,277
Diarrea
Ausente

Fuente: La investigacion

Tabla 2.
Fuentes de agua como posibles factores de riesgo asociados a las infecciones
por PTB.

Variable Parametro p-valor

Presente 0,348
Acueducto

Ausente

Presente 0,497

Aljibe

Ausente

Presente 0,298
Quebrada

Ausente

Fuente: La investigacion

Tabla 3.

Fuentes de alimentacién como posibles factores de riesgo asociados a las
infecciones por PTB. Los resultados se presentan como Odds Ratio (OR) e
intervalo de confianza (IC) del 95%.

Variable Parametro OR IC (95%) p-valor

Presente NS 0,189
Silo

Ausente

Presente NS 0,395
Heno

Ausente

0.248 —
Presente 0.419 0708 0,001
Concentrado
Ausente

Fuente: [a investigacidn
5. Discusion de resultados

En el estudio realizado, el 10,9% (66/604) de las hembras
evaluadas fueron seropositivas a la presentacion de la
enfermedad. A nivel nacional, los estudios mas recientes
revelan que en Narino la prevalencia es del 8% (Benavides
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et al, 2015), en Antioquia se han encontrado prevalencias
del 33,8% (Vélez, Rendon, Valencia, Ramirez y Fernandez,
2016), 2% (Correa, Ramirez, Olivera y Fernandez, 2016),
10% (Fernandez, Ramirez y Correa, 2017) y 4,1% (Correa
Ramirez, Arango, Fecteau y Fernandez, 2019), y 21,1% en
Sucre (Caraballo, Castellar y Pardo, 2018). Es importante
destacar que Boyaca forma parte de las zonas del trépico
alto en Colombia donde mas leche se produce (FEDEGAN
2014),sin embargo, no se evidencian reportes de la presencia
de la enfermedad en este departamento. Los registros
de prevalencia de infeccion por Map en Colombia son
limitados, debido a que no se realizan pruebas periédicas
de la enfermedad en las lecherias, o sélo se realiza en vacas
sospechosas de estar clinicamente afectadas (Correa et al.
2019).

Por otro lado, se han establecido prevalencias de 3,53%
en Venezuela (Santeliz, Giménez, Bastidas y Cova, 2013) y
0,92% + 7,37 en la Provincia de Caiiete, Pert (Valderrama
y Pefiaranda, 2014). Una revision sistematica de literatura,
reportd que la prevalencia global no ajustada de la
enfermedad para América Latina y el Caribe a nivel de
rebano esta en 75,8% (Fernandez, Correa y Ramirez, 2014),
mientras que en Brasil se reportaron prevalencias de 34,5%
a nivel de rebano y del 10,7% a nivel de animal (Vilar et al.
2015). Finalmente, en Chile la prevalencia se estima en 6,3%
(Verdugo et al.. 2020).

Se debe tener en cuenta que la alta heterogeneidad
detectada en las estimaciones de prevalencia en cada una
de las investigaciones podria atribuirse a la gran diversidad
en el disefio del estudio o la prueba utilizada (Fernandez
et al, 2014). Asimismo, la prevalencia de PTB puede verse
afectada debido a que ésta tiene un periodo de incubacion
relativamente largo y a que los niveles de anticuerpos
contra el Map solo se detectan mediante la prueba ELISA al
final del periodo de incubacion, haciendo que esta prueba
sea ineficaz para detectar a los animales infectados en el
periodo de infeccion temprana (Vilar et al, 2015).

En relacion con los grupos etarios, los individuos entre
2 y 3 afos presentaron la seroprevalencia mas alta a la
enfermedad, resultados que concuerdan con lo reportado
en Egipto por Selim, Ali y Ramadan (2019), donde la mayor
prevalencia de la enfermedad se notificé principalmente
en el mismo grupo etario. De la misma forma, se logré
establecer que el rango de edad de 3 a 4 afos puede
considerarse como un factor de proteccién contra la
enfermedad, lo cual puede deberse a que la susceptibilidad
a la PTB depende de la edad, y ésta forma parte de la base
de los programas de control en granja, por lo que se ha
aceptado que la resistencia a la infeccion por Map aumenta
con la edad (Larsen, Merkal y Cutlip, 1975; Windsor y
Whittington, 2010; McAloon et al, 2019).
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De cualquier modo, se debe tener en cuenta que la
susceptibilidad de los animales jovenes esta condicionada
en primer lugar por la madre, la cual puede experimentar
una bacteriemia varios meses antes de que se desencadene
la conversion del sistema inmunolégico a una produccién
de anticuerpos detectables en varios casos. En segundo
lugar, a que pueden producirse bajos niveles de excrecion al
medio ambiente antes de que se presente una produccién
detectable de anticuerpos y estos niveles son suficientes
para infectar al recién nacido. En tercer lugar, el parto puede
ser un factor estresante que dé lugar a la conversién a la
inmunidad humoral, mientras que el Mapya se ha transmitido
(Saxmose, Frello Hansen, Kvist y Kostoulas, 2016).

En cuanto a la raza, la Jersey presentd la seroprevalencia
mas alta. Esto se debe a que la susceptibilidad a la infeccién
con PTB puede verse influenciada genéticamente, ya que se
ha sugerido que ciertas razas de ganado (Guernsey y Jersey)
y ciertas lineas familiares pueden tener una predisposicion
genética a infectarse con el patégeno (Roussel et al
2005; Elzo et al. 2006; Osterstock, Fosgate, Cohen, Derr
y Roussel, 2008; Fecteau, 2018). Ademas, se ha estimado
que la heredabilidad de la PTB en el ganado lechero es,
aproximadamente, del 9% al 12% (Kirkpatrick y Shook,
2011).

A pesar de lo mencionado anteriormente, no se encontré
diferencia estadistica significativa entre la presencia de la
enfermedad y las razas evaluadas en el estudio, resultados
que difieren con lo reportado por Vélez et al (2016),
quienes encontraron asociacion estadistica significativa
entre la raza y los resultados de ELISA, indicando que la
seropositividad a la enfermedad depende de la raza de los
bovinos. Es importante resaltar que la raza juega un papel
importante en la epidemiologia de la enfermedad, pues ha
sido descrita como factor asociado a la presentacion de
seropositividad en ganado lechero, encontrando efectos
y diferencias en diversas poblaciones bovinas que juegan
un papel fundamental en la genética de la resistencia a las
enfermedades y pueden ser usados como una herramienta
para el control de la PTB (Jaramillo, Montoya, Uribe, Ramirez
y Ferndndez, 2017a).

No se encontré asociacion estadistica significativa entre
la enfermedad y la presencia de diarrea en las hembras
evaluadas, lo cual se podria deber a que el estudio de la
expresion clinica de la infeccion por Map ha demostrado
ser dificil, debido a que la PTB se caracteriza por un
periodo de incubacion prolongado, donde solo una parte
de los animales infectados progresara hacia las etapas
clinicas de la enfermedad. Por lo tanto, se espera una
baja incidencia clinica, lo que conlleva a un aumento en
el tamafno de muestra requerido que permita realizar un
estudio epidemiolégico sélido (Verdugo et al, 2020).

Las diferentes fuentes de agua utilizadas para el consumo
animal no presentaron diferencias estadisticas,sin embargo,se
encontré un nimero significativo de animales seropositivos
que consumian agua de aljibe (12,7%) y agua de acueducto
(11,7%). Esto cobra importancia debido a que algunos
estudios sugieren la posible circulacion de cepas de Map
desde y hacia el medio ambiente, asi como también entre
diferentes animales del hato (Fernandez, Abdulmawjood,
Akineden y Biilte, 201 1). Ademas, es importante resaltar
que los animales que son infectados a una edad temprana
permaneceran en el rebafo, eliminando el patégeno a
través de las heces y generando asi contaminacion del agua
y de los alimentos (Vilar et al., 2015).

Por ultimo, se encontré asociacion estadistica significativa
entre el suministro de concentrado y la presentacion de
la enfermedad. Se ha demostrado que las muestras de
polvo ambiental contienen patdgenos viables, por lo que
el inadecuado almacenamiento de los alimentos puede
conllevar a una contaminacién de los mismos (Eisenberg
et al, 2010).

6. Conclusiones

La seroprevalencia encontrada sugiere la presencia de una
transmision activa de la enfermedad entre la poblacion
de bovinos lecheros del municipio de Sogamoso, donde
las medidas de control disponibles no se llevan a cabo de
forma adecuada o no son lo suficientemente efectivas para
mejorar las condiciones sanitarias de las producciones.
Es importante considerar el desarrollo de estudios de
incidencia que permitan realizar un seguimiento del
comportamiento epidemiolégico de la PTB en la region, de
tal forma que se puedan identificar los principales factores
de riesgo relacionados con la presentacién y distribucion
geografica de la enfermedad. =
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