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II.- INTRODUCCION. 

a) Historia. 

La enfermedad de Johne es una infecci6n bacteriana contagi2 

sa de lois r'Jllliantas (19, 15, 41, 2, 34), conocida también con el nombre 

de parattJberculosis. El agente etiol6gico de esta enfermedad es el Myco

bacteri\,l!Jl earatub~rculosis. La enfermedad fue reportada por primera vez 

en Alel'Mnia en 1895 por Johne y Frothingham como una forma de tuberculo

sis aviar. Sin embargo, Bang,. en Dinamarca, aisl6 el mismo bacilo ácido

resistente y sugirió el nombre de paratuberculosis. En los Estados Uní-

dos se aisló el bacilo paratuberculosis en 1916 (39). Twort lo cultivó -

por primera vez en medios artificiales (15, 11, 2). 

b) Características de la bacteria. 

El Mycobacterium paratuberculosis es una bacteria, gram posl: 

tiva, ácid.o resistente ,.no esporulada que mide alrededor de 1 a 2. micras 

de largo por o.s micras de ancho. Semejante antigénicamente y morfológi-

camente a las micobacterias que causan tuberculosis, es un organismo di

fícil de cultivar debido a que no crece con facilidad en. medios normales 

d~ laboratorio, pero metaboliza y prolifera lentamente en agar de yema -

Qe huevo que contiene un factor de crecimiento llamado mycobactina, derl: 

v~do del extracto de Mycobacteria phley o bacilos tuberculosos muertos -

(28). Este ·microorganismo puede persistir en pastizales durante períodos 

prolongados conservando su capacidad infeccio.sa hasta por un año, es re

lativamente susceptible a la desecaci6n, luz solar, concentraciones ele

vadas de calcio y al pli al to del suelo .• E_l organismo muere con la expos_! 

ci6n durante 15 minutos a.compuestos cresílicos diluidos en una propor-

ción 1:64, fenol diluido 1:40, ortofenilfenato de sodio diluido 1:200, -

~lcohol etíli~o al 70\ y clorlU"o de mercurio al 0.1\ (2). 

Se han identificado tres cepas de ~· paratuberculosis que -
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manifiestan cierto g-cado de especificidad del hospedador en condicio

nes naturales. La cepa más usual es la bovina que parece tener escasa 

patogenicidad para los óvidos. Una segunda cepa se ha aislado de ovi

nos y es capaz de infectar a los bovinos en forma natural. Difiere -

del ~~po clásico por ser más exigente en sus requerimientos. Un ter-

cer tipo se caracteriza por la producci6n de un intenso pigmento na-

ranja tanto en tejidos como cultivos y se ha encontrado sólo en borre 

gos de Escocia (14). Se ha informado de una variante pigmentada que -

produjo una lesión anaranjada en los ganglios linfáticos mesentéricos 

e intestinales de una ternera infectada por vía experimental (14, 15). 

c) Transmisión. 

Los animales adquieren la infecci6n a una edad temprana, 

generalmente durante los primeros seis meses como resultado de la in· 

gestión de microorganismos que son eliminados en las heces de los an,!, 

males infectados siendo esta ~nfección subclínica (36, 27, 18, 20, --

29). Son susceptibles ratones y cuyos, en los cerdos que conviven con 

bovinos infectados se comprueba a menudo agrandamiento de los gan---

glios linfáticos mesentéricos, por lo que hay que considerar la posi

bilidad del cerdo como reservorio de la infección (15, 23). También -

los caballos pueden tener un papel importante como reservorios de la 

enfermedad al igual que las llamas y algunos rumiantes salvajes (25, 

11). 

Hay algunas evidencias de animales ~ue pueden ser sus-

ceptibles a nuevas infecciones .a lo largo de su vida dentro del reb~ 

ño si el nivel de contaminación es suficient~mente alto (39). 

Blood (1968) menciona que las diversas circunstancias.

que tienen alguna influencia en la posibilidad de transformar esta -

·infección en padecimiento clínico pueden ser factores como el parto, 

la desnutrición, el elevado rendimiento lScteo y las' enfermedades in 2 



.terrecurrentes, pero con ciertas irregularidades .pues la enfermedad -

es a menudo más grave en efectivos muy bien tratedos y los brotes el! 

nicos pueden darse sin que sean causas predisponentes o precipitantes 

( 15). 

La enfermedad de Johne es casi siempre introducida a un 

rebaño por un animal infectado, el cual no muestra signos al momento 

de la compra. Un retraso en el diagn6stico,en el cual un animal ero-

pieza a mostrar síntomas puede resultar en el establecimiento de la 

enfermedad, pues para entonces, la~ instalaciones estarán excesiva-

mente contaminadas con organismos, esto forma una situaci6n ideal p~ 

ra la perpetuación del padecimiento en un rebaño el cual previamente 

era libre. Esto es im¡:ortante puesto que gran porcentaje de los reba

ños de cabras en México están formados por animales importados de 

países donde esta enfermedad existe con alta incidencia C7, 24). 

d) Reproducción experimental. 

La mucosa in~estinal macerada es considerada como el me

jor material de inoculación cuando se suministra por v!a oral. La en

fermedad se puede reproducir en algunos animales de laboratorio como 

ratones, hamsters, ratas y conejos; e~to es impÓrtante porque la en-

fermedad puede entonces reproducirse experimentalmente. El éxito al -

usar estos animales depende de que estén sin destetar. La edad de ma

yor susceptibilidad y el desarrollo. de las lesiones es importante en 

estos animales de laboratorio, porque estos hechos se repiten en el -

• hospedero natural; los animales de laboratorio infectadJf? no muestran 

diarrea ni adelgazamiento (15). 

e) Signos. 

Con frecuencia, los animales infectados se sacrifican 

por otras razones como problemas reproductivos o mastitis, antes de -
3 



que los signos típicos de la enfermedad se manifiesten. 

El período de incubaci6n de esta enfermedad es prolonga-

do e irregular. Los síntoma.s se manifiestan generalmente entre los 3 

a 5 años de edad., sin embc\rgo lo:; animales de uno a dos años pueden -

mostrar síntomas (2, 15, 16, 18, 19, 31) y un alto porcentaje de ani

males infectados en un hato puede no desarrollar la enfermedad clíni

ca. De cualquier forma estos animales estarán eliminando intermitent~ 

mente el microorganismo por las heces quedando como reservorios para 

nuevas infecciones (20, 29, 40) .. 

Los bovinos con paratuberculosis clínica son f ácilrnente 

reconocidos por la presencia de diarrea profusa crónica acompañada -

por una pérdida progresiva Y. severa de peso con debilitamiento, pue-

den presentar fiebre intermiten.te (2, 11, 12, 15, 29). En contraste -

las cabras afectadas rara vez desarrollan diarrea, salvo en forma in-· 

termintente y en las fases terminales de la enfermedad; en estos ca-

sos las heces pierden su forma característica de bolas y se vuelve 

blanda; lci ];>érdida progrcsiva"de p-eso puede ser en muchos casos el 

único signo aparente pero no especHi'co (2, 8, 15, 37, 39). Los anima 

les que presentan el padecimiento de una manera subclínica donde los 

únicos signos aparentes serán la mala conversión alimenticia, la baja 

en la producción láctea y por lo mismo menos peso al ~ercado, pasando 

la mayor de las veces desapercibidos y en el Último de los casos se -

nota sólo en el costo de la producción para el ganadero. 

f) Diagnóstico clínico. 

El diagnó.stico en vivo _de la enfermedad de Johne en la -

cabra es muy incierto ya que en el estado temprano no muestra sínto-

mas, los cuales en los últimos estadíos son inespecífi~os (8, 39), -

por lo qué el diag~óstico clínico en muchas ocasiones debe ser confi_:: 

mado por exámen posrnortem al igual que en los ovinos y bovinos. 4 



Se ha reportado que la infección al momento del nacimie!! 

to es posible y ultimamente también la infección fetal. Se ha encon-

tracio en vacas que no presentan síntomas, además se le asocia como cau 

sante de abortos y mastitis; en toros se ha aislado en líquido seminal 

y testículos (16, 33, 36). En los tipos fulminantes de la infeqci6n 

hay una bacteremia y precisamente en estos casos poco corrientes es 

cuando el germen se elimina con la leche. Esta excreción no ha sido de 

mostrada en las ovejas, pero sí la infección uterina (15). 

El grado de este problema en cabras no es completamente 

conocido pero puede tener serias repercusiones para programas de con

trol y erradicación. 

Un hecho importante para realizar un diagnóstico difere!! 

cial es que el apetito de los animales afectados se conserva y el cono 

cimiento. permanece claro. Algunas afecciones como la pielonefritis, la 

helmintiasis, sobre todo la ostertagiosis, la fasciolasis crónica, la 

acidosis hepática y la intoxicación con molibdeno pueden tener un c_ua-

, dro muy similar a este padecimiento (15). Esto hace difícil el poder -

asegurar un diagnóstico de esta enfermedad antes de la muerte en fo~a 

preclínica aan en los casos de clara sintomatología. 

Por otro lado Jubb y Kennedy (1970) mencionan que la gr~ 

vedad de las lesiones no. guarda relación con la diarrea y la emacia--

ción, que en realidad algunos animales con lesiones graves pueden apa

recer clínicamente normales, mientra·s que muchos gravemente afectados 

crónicamente no muestran lesiones macroscópicas definidas. En ovinos y 

caprinos es normal que las lesiones macroscópicas sean mínimas; las -

únicas lesiones específicas mecroscópicas se encuentran en el intesti

no y ganglios linfáticos regionales. Las lesiones macroscópicas son n2 

dulos linfáticos edematosos con caseificación y a menudo un proceso 

5 



parcial de calcificaci6n principalmente confinado a la región cortical, 

en el yeyuno e ileon, se pueden presentar varios grados de engrosamie~ 

to de la mucosa y con menor frecucr:c :_'l corr'ugación marcada. Las lesio

nes- microsc0picas en los nódulos linfoides son áreas de células epite

lioides confluentes en su mayor parte confinadas a la región cortical. 

Estas células usualmente contienen abundantes bacilo ácido resistentes. 

Células gigantes de tipo Langhans son vistas rara vez en las etapas -

tempranas de la enfermedad. En los estados tardíos hay evidente forma

ción nodular de caseificación o focos de calcificación en los ganglios 

linfáticos, el hallazgo más común en la mucosa del intestino delgado -

son acúmulos de células epitelioides conteniendo gran número de baci-

los ácido resistentes. Esta infiltración celular ocasionalmente pene-

tra dentro de la submucosa (1, B, 9, 10, 12, 17). Las lesiones que se 

mencionan como específicas de válvula ileocecal y regiones inmediatas 

a ella son tan inaparentes que carecen de importancia (15). 

g) Patogenia. 

En la mayoría de los casos, los organismos son ingeridos 

durante la etapa de lactancia, después de ingeridos comienzan a multi

plicarse lentamente en la lámina propia del intestino y ganglios linf~ 

tices. 

Se han hecho algunos experimentos tratando de expliqar -

los pasos que se llevan a cabo al ponerse en contacto los microorgani~ 

mos oon la mucosa intestinal. Independientemente de la vía de inocula

ci6n, aunque el microorganismo puede aparecer en varios órganos gradual 

mente su presencia se hace más predominante Ein el tracto intestinal. 

Woolcock (1979) da una explicación para el tropismo que manifiestan -

los bacilos paratuberculosos hacia este tejido, sugiriendo que podría 

ser por la estimulación de las enzimas oxidativas dé los macrófagos 

intestinales liberados después de la infección, menciona también que - 6 



el 3umento en la disponibilidad de intermediarios metab6licos en estos 

n:.3.Ct'6fagos y no en células similares en otras localizaciones pueden --

~estimular la multiplicaci6n bacteriana. Este estímulo para el creci--

miento podría ser fortalecido pcr l~ presencia de otros nutrientes in

t~stir~1es o algunos factores de crecimiento; estos productos a pesar 

de que se encuentran extracelularmente, pueden estar disponibles para 

los organisnos localizados en las vacuo las fagocíticas. Este ambiente -

favorable para el crecimiento microbiano se hace más 6ptimo por la pér 

dida de la actividad lisosomal de los macrófagos, los cuales están de

dicados a ingerir los bacilos paratuberculosos que se están multipli-

cando en la lámina propia del intestino, como los microorganismos se -

multiplican aquí, quedan protegidos de los anticuerpos formados por el 

animal y de la mayoría de los antimicrobianos usados como tratamien--

tos. El englobamiento de un gran número de bacterias por los macr6fa-

gos da como resultado la pérdid~ de la estructura vacuolar y de aquí -

que la actividad bacteriana de los lisosomas sea eliminada. Los meca--. 

nismos inmunol6gicos por medio de los cuales se desencadena la diarrea 

y la respuesta febril son explicados por Woolcock (1979) de la siguie~ 

te manera: a) puede haber una reacción antígeno-anticuerpo en el inte~ 

tino afectado, esta reacci6n de tipo hipersensibilidad inmediata po--

dría resultar en la liberación de histamina con la consecuente presen

tación de diarrea; b) puede haber una reacci6n de tipo hipersensibili

dad retardada involucrando a los antÍ$enos de Mycobacterium paratuber

culosis y a los linfocitos sensibilizados. En general, de esta reac--

ción resulta la liberación de linfocinas; -en el caso particular de la 

enfermedad de Johne se ha especulado que algunos1de estos pueden me~-

diar en otras características de la infecc:i6n ·• Así si la cito'!=oxina -

(que es una sustancia liberada por linfocitos sensibilizados y que ma

nifiesta citotoxicl.dad inespecífica para varias células blanco en dife- 7 



rentes especies animales) es liberada, puede tener relaci6n con la atr~ 

fia muscular, leucopenia, anemia y daño renal en la infecci6n por para

tuberculosis: por lo tanto se libera un pir6geno que es expulsado de -

las células inflamatorias y esto podI'Ía ser entonces la explicación pa

ra la presentación de la fieb1'e que forma parte del cuadro clínico. La 

confirmación de estos eventos que parecen llevarse a cabo en el intesti 

no, proviene de animales infectados con bacilos de Johne a los que se -

les administró una dosis de Johnina. En estos animales indujo la fiebre 

y la diarrea, que pudo ser tratada pos~eriormente con drogas antihista-

mínicas (Fig. I). 

Los estadÍos de.la enfermedad son semejantes a los de la 

lepra, en donde se observa fase de tubérculo, fase intermedia y forma 

lep:romatosa. Los animales que presentan una respuesta inflamatoria in

munológica activa, muy similár a la fase de tubérculo, tienen poca ca~ 
1 

tidad de organismos en sus tejidos y manifiestan reacciones de hiper--

sensibilidad retardada con la aplicaci~n de Johnina o tuberculina aviar.. 

En 1a fase intermedia, animales mucho mas contaminados, manifiestan po

ca reacci~n cut~ea y los animales que presentan una gran cantidad de -

microorganismos englobados por macrófagos, semejante a la forma lepro~ 

tosa, con frecueQcia fallan a reaccionar a la prueba intradérmica con -

Johnina o tuberculina aviar (q3). 

h) Diagnóstico de Laboratorio. 

No obstante la importancia de esta enfermedad, uno de los 

grandes problemas que presenta es el diagn6stico. Es importante qu-: 

éste sea hecho a nivel de hato y que tal'Ílbién i:el tie·mpo para lle :ar:&.o a 

cabo sea rnenor, para que de esta manera se puedan tomar. :las medidas ne

cesarias para controlar este padecimiento. 

De acuerdo con Larsen (1968), el ganado expuesto a Myco-

bacterium paratuberculosis puede clasificarse en cuatro categorías: -~- a 
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1) animales clínicamente enfermos, 2) animales asintomáticos, 3) anima 

les portadores que no eliminan bacilos y 4) animales no infectados. De 

esta clasificación es importante el diagnóstico que pueda hacerse de -

los animales asintomáticos, pues evidentemente '<113.n a esparcir la enfer

medad a corto o largo plazo. Es de gran importancia la detección de los 

animales que presentan la enfermedad en forma subclínica pues la erradi 

cación de este padecimiento del hato sólo es posible eliminando estos -

animales (27). 

Para el diagnóstico de paratuberculosis se han empleado -

la mayoría de las pruebas serológicas y alérgicas usadas en el diagnós

tico de otras enfermedades. En bovinos éstas no han dado buenos result~ 

dos en condiciones de campo para identificar infecciones subclínicas, -

pues existe una alta incidencia de resultados falsos positivos y falsos 

negativos (25, 26). Estos resultados pueden atribuirse a varios facto-

res incluyendo la falla en el uso de una prueba única para identificar 

animales individualmente durante el curso completo de la infección.y la 

ocurrencia de reacciones cruzadas en animales que.estuvieron expuestos 

a otras bacterias y hongos (39). 

Los hatos de cabras infectados naturalmente no han sido -

estudiados tan extensamente como el ganado bovino, acept~dose general

mente que se presentan las mismas limitaciones en pruebas de d~agnósti

co cuando se aplican a cabras. 

~ El examen por cultivo ha sido el método más uniforme para 

detectar infección en el ganado bovino aparentemente sano. El tiempo e~ 

• tre la recolección de la muestra fecal o de órgano y la obtenci6n de re-

.,. sul tados es mucho mas largo que en otros métodos de diagnóstico; pero 

un resultado positivo es definitivo C29, 30, 31, 33), sin embargo, el -

cultivo de heces resulta muy deficiente por la, gran variedad y número. -

de microorganismos que estas conti~nen, la cantidad de mycobactirias -

excretadas en las heces debe ser aproximadamente de cien microorganis-- 10 



mos por gramo de muestra y porque el microorganismo se excreta intermi

tentemente (6, 13, 15). El frotis de heces de raspado de mucosa rectal 

coloreado con Ziehl-Neelsen es el m~todo de mayor empleo por su rapidez 

facilidad y economía a pesar de que según Doyle (1946) sólo detecta el 

30% de l~~ animales enfermos (7). Por otro lado debido a que existe es

trecha semejanza morfológica no es posible hacer una diferenciación po

sitiva entre tuberculosis y paratuberculosis bajo el microscopio (33, -

4 5). 

Otra for~a de diagnóstico es la prueba de la Johnina, és

ta se prepara del bacilo de Mycobacterium paratuberculosis, es usada 

~: subcutánea, intravenosa e intradérmicamente. La prueba dérmica parece -

ser una de las menos específicas como método. Otros investigadores re-

portan una buena correlación con la prueba de la Johnina en animales ar 

tificialmente infectados, pero en una infección natural la reacci6n va

r1'.a de moderada a inconcluyente; pueden ocurrir reacciones falsas por -

infecci6n con otras mycobacterias y organismos relacionados. Sin embar

go hubo una tendencia general a una pre~alencia alta en los hatos donde 

~el organismo fue aislado, sugiriendo que la prueba de hipersensibilidad 

puede tener valor sobre un hato base (42). En un estudio semejante lle

vado a cabo en bovinos se encontr6 que la prueba intradérmica era la me 

jor, ya que el bacilo fue encontrado post-mortem en el intestino del 

56\ de los animales reactores positivos, aunque encontraron también ba

cilos en el intestino de 5 animales no reactores (17). 

En la prueba intradérmica se produce una reacci6n·local -

comparable a la vista con la tuberculina ( 31¡). 

Una nueva técnica de diagn6stico. es la prueba de Inmune-

difusión en agar, de la que actualmente existen algunas publicaciones, 

que sugieren esta prueba como una técnica superior para la identifica-

ción de borregos y cabras infectados con Mycobacterium paratuberculosís 

(1, 4, 7, 16, 17). Esta prueba implica la formací6n de una linea de pr~ ll 



cipitación en medio semisólido Cagar) entre el organismo causante y los 

anticuerpos contra el organismo, presente en el suero de cabras infec-

tadas. Sorprendentemente esta prueba ha sido de poco valor cuando es -

aplicada al diagn6stico de la enfermedad de John en ganado bovino, pero 

parece ser completamente precisa cuando es aplicada a ovinos y caprinos 

(1, 28, 30, 39). La prueba es de bajo costo, requiere una pequeña mues

tra de suero de cada animal y puede dar resultados en 24 horas. Aunque 

generalmente es una prueba de diagn6stico aceptada, el potencial para -

el futuro es extenso por su aplicación en el diagn6stico de paratuberc~ 

losis a nivel de hato en las especies ya mencionadas (39). 

i) Problemática en México. 

En México Unzueta (1936), informó la presencia de esta en 

fermedad por primera vez en bovino~ lecheros, utilizando como método de 

diagn6stico la aplicaci6n de Jo~nina y Tuberculina aviar y también al -

observar el bacilo al microscipio. 

~l aislamiento del microorganismo a partir de muestras de 

ganglios mesentéricos e intestino delgado fue hecho por Ramírez y col. 

en.1978 (38). 

Existe poca informaci6n sobre este padecimiento a nivel -

mundial en. cabras, acerca de la prevalencia y métodos para tratar de -

diagnosticarla. ·En MGxico, esta especie es explotada en su mayoría por 

__ pequeños propietarios o ejidatarios para los cuales es totalmente dese~ 

nocido el problema. 

La relevancia de esta enfermedad radica en el factor eco

nómico, pues aunque la mortalidad que produce ~o es mayor a 3 a 5%, sí 

produce una alta m.orbilidad que se ve reflejada en animales que consu-

men su raci6n de alimento normalmente, pero que van perdiendo peso pau

latinamente y bajan su producci6n lechera por lo tanto al salir al mer-
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cado son mal pagados. 

Como en muchas otras enfermedades la u1vestigación de es

te padecimiento en cabras, en nuestro país ha sido relegado a un tercer 

plano y por consiguiente el grado de diseminaci6n que existe en México 

es desconocido. 

III.- OBJETIVOS. 

El obje~ivo de este trabajo consiste en comprobar cuatro téE 

nicas de diagn6stico de pat"dtuberculosis en cabras a nivel de hato. 

Estas técnicas serán: 

a) Cultivo bacteriol6gico a partir de heces y 6rganos. 

b) lnmunodifusi6n. 

c) Histopatología. 

d) lntradermorreacci6n. 

13 



IV. - MATERIAL Y METO DOS. 

a) Material biológico. 50 cabras con una edad promedio de 5 años, de -

las raza~ Saanen, Toggenbourg y Alpina. 

b) Material para Cultivo Biológico. 
,;( 

Gu~~te~ de nylon 

Mortero de porcelana 

Tubos con medio de Herrolds con y sin micobactina 

Pipetas 

Frascos de cristal estériles. 

Zephirán al 3% 

Estufa 

e) Material pára Inmuno Difusi6n. 

Tubos Y. agujas vacutainer 

Cajas de Petri con agarosa al 1\ con 5 mm. de grosor. 

Ant~geno liofilizado - I.D. 

Centr~fuga. 

d) Material para Histopatolog~a. 

Formol amortiguado al 10\ 

Histokinette 

Parafina de laboratorio (punto de fusión 56\) 

Micrótomo 

Safio de flotaci6n de tejidos 

Platina de calentamiento 

Microscopio óptiQO 

Reac~ivos y colorantes p~ra teñir de Hematoxilina-eosina y Zihel

Ueelsen. 

Portaobjetos. 



i!) ~'.aterial Intradérmo Reacci6n. 

Jeringas 2 ml. 

Johnina 

Vernier 

• 
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·J 1 Método. 

a) Animales: 

El hato bajo estudio pertenece a un rancho de cabras le-~ 

cheras y el pie de cría localizado ~n el Estado de Guanajuato, el cual 

en su origen se form6 importando sementales y her.~ras de los Estddos -

Unidos, país en donde la enfermedad de John está ampliamente dise~inada 

( 19). Se .form6 un grupo de 50 cabras sospechosas de padecer paratuberc~ 

los is por las manifestacones clínicas que presentaban, que concor.:iaban 

con las que se mencionan en la·literatura; éstas son: emasiaci6n, debí-

litamiento_ progresivo, decremento de la producción láctea, ausencia de 

·fiebre, apetito normal y ninguna respuesta a tratamientos antimicrobia-

nos (2, 15, 18, 23, 40). Estos animales tenían un promedio de 3 a 5 --

años de edad. A este grupo se les realiz6 la prueba de Inmunodifusi6n -

·y Cultivo de heces, de este grupo se separaron 35 cabras al azar para -

realizar la prueba de intradermorreacci6n y de aquí se escogieron 10 -

# animal~s que se sacrificaron para el examen post-mortem. 

b) Prueba Serol6gica: 

Se practicaron con suero obtenido por puncl6n y~gular em

pleando tubos vacutainer, se colectaron 10 ml. por animal. Se realiza-

ron 3 muestras: ~l primero a los 50 animales, el segundo a los 35 anim~ 

les que se les realizó la prueba intradérmica y el tercero a los 10 ani 

males al momento del sacrificio. La prueba se realiz6 por el método de 

inmune difusión en gel que es como sigue: se utilizó un medio don 0.75\ 

de agorasa y TRIS buffer 0.3\ con pH 7.7, éste se coloc6 en cajas de p~ 

tri, se perfor6 el medio con siete agujeros, utilizando la perfor.ación 

central para el anfigeno~, dos agujeros laterales para los sueros con-

troles, ~anto positivo como negativo y en las perforaciones restantes -

*El antígeno· no fue proporcionado por el Dr. Richard Merkal, Nat.íonal -
Animal Disease Laboratory, Ames, Iowa. 
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se depositaron los sueros sospechosos. 

El antígeno fue un extracto protoplásmico de la .cepa de la 

boratorio número 18 de Mycobacterium oaratuberculosis, preparado por un 

fraccionador hidráulico, centrifugado a 40,000 xg durante 2 horas, el -

antígeno estaba liofilizado; se reconstruy6 para usarse en una concen-

tración de 10 mg/ml. La presencia de una o más líneas de precipitación 

claras y definidas, semejantes a las del suero control positivo en gel 

·después de 48 horas se consider6 como un resultado positivo. 

c) Cultivo a partir de heces. 

Se colectaron muestras de los tres grupos antes menciona- · 

dos. Las muestras de heces fueron tomadas utilizando un guante desecha

ble por cada animal para extraer directamente del recto de 2 a 3 bolas 

de excremento', cada guante se invirtió y fue marcado con el número de -

cada animal para realizar posteriormente el cultivo bacteriol6gico. 

d) Prueba Intradérmica: 

Se realizó en el hato de 35 animales a los cuales se les 

ap~ico 0.2 ml.. de Johnina vía intradérmica en el pliegue anocaudal pre

via medición del grosor y midi~ndose a las 24 y 48 horas. Se tomaron c~ 

mo pÓsitivos a los animales que mostraron un aumento de m&s de 5.5 r.mi. 

en las mediciones posteriores a la inoculaci6n. 

e) Exámen Post-mortem. 

Se sacrificaron 10 cabras según el cuadro I. Dos animales 1 

fueron cl!n:icamente negativos y los dem~s positivos. 

Se hizo la observaci6n microscópi9a de las vísceras y se 

tomaron dos muestras por animal de intestino delgado, válvula ileo-ce-

cal y ganglios mesentéricos, se coloc6 una porción en frasco estéril p~ 

ra cultivo bacteriológico y la otra se colo'có en un frasco con· formol -

tamponando u.l 10% para análisis histopatológicos. Los animales se mue_!! 

trearon de mayo a septiembre de 1982. 



CUADRO I 

Ilo. de animales INMJNO CULTIVO DE INTRADERID-
DllUSION HECES RFACCION 

2 + + + 

') 

2 + 

3 + + 

1 + + 

f) Exámen Histológico. 

Las mu.estras tomadas para histopatología se trabajaron con 

la técnica de rutina de Culling (5), se hicieron cortes de 5 micras de -

grosor'y_se colorearon con hematoxilina-eosina y colorantes para ácido-

resistentes. 

g) Pruebas bacterianas. 

Para intentar el aislamiento del Mycobacterium Earatuber

culosis a partir de heces y vísceras (intestino delgado, válvula ileoc~ 

.cal y ganglios mesentéricos) se realizó bajo los métodos de rutina, re· 

comendado por R. Merkal (1971), los cuales consisten en: 

a) Los especímenes sospechosos se colocarán en un homoge

nizador vitris con el fin de liberar los bacilos de las células epite-

liales y fagocíticas. 

b) A continuación se depositarán durante 12 horas en una 

solución de cloruro de benzalconio (zephirán) al 0.3% para "destruir hon 

gos y bacterias contaminantes (32, 35). 

c) Se inoculan medios de yema de.huevo con y sin micobac

tina incubándose a 38ºC con tapones flojos durante una semana para de-

secar el medio y posteriormente se aprietan dejándose en incubación un 

máximo de cuatro meses para posteriormente observar los resultados. 

d) Se seleccionarán las colonias sugestivas y se preparan 
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fr.,:>tis los cuales se colo!'c.:1n por la t6cn.íca de Ziehl Neelseen. 

Todas las muestra::; de hecP.f; como de órganos se sembraron 

sn Jos tubos por especímen siguiendo esta técn~ca. 
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1/. -- !'ESlJLT:\L'OS. 

Los resultados obtenidos del primer muestreo que se reali 

zó .:i. 50 anim01les fueron los siguientes :4t~% (22 animales) positivos y --

56% (28 anim.3.les) negativos a la prueba de Inmunodifusión en gel, para 

la prueba de Cultivo de Heces se obtuvo un 20% (10 animales) positivos 

y un 80% (40 animales) negativos. La correlaci6n entre los animales po-

sitivos a Inmunodifusión y el aislamiento de Mycobacterium paratubercu

losis a partir de heces es de 16% y un 50% para los negati•1os (Cuadro -

!I). 

CUADRO II 

Resultados del estudio serológico y bacteriológico practicado con mues

tras del hato de 50 cabras clínicamente enfermas. 

No. de casos 

15 

3 

7 

2'.3 

30 

4 

16 

so 

% INMUNO 
DIFUSIQN 

+ 

AISLAMIENTO DE 
Mycoba~ pa.ratub~ulosis 

a partir de heces 

+ 

+ 

i total de positi'.Kls 44% 20% 

En el hato de 35 animales muestreados posteriormente, se 

obtuvo un 82.8% de positivos, 17.1% de negativos a la prueba Intradérmi 

ca; un número menor de animales fueron positivos a las otras pruebas: -

37.14% a la prueba de Inmunodifusión en Gel y un 40% al cultivo fecal, 

un 62.8% y 60'!. fueron negativos a estas pruebas. respectivarr.ente.· La co

rr•elación de positivos entre lus tres pruebas es de un 22. ai y de nega

tivos a estas pruebas 17.1 (Cuadro III). 

Todos los animales positivos al Cultivo fecal lo fueron -
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CUADRO III 

?esul ta dos de las pruebas de Intradermo-reacc ión, Inmunodifusión y Cul 

tivo de heces de 35 animales. 

No. de casos % IN MU NO 
DIFUSION 

8 22.8 .¡. 

6 17.1 .¡. 

10 20.5 

5 14. 2 .¡. 

6 17.1 

% de casos positivos 37.14 

CULTIVO DE 
HECES 

.¡. 

+ 

40 

INTRADERMO
REACCION 

+ 

+ 

+ 

+ 

:.. 

02.a 

también a la prueba Intradérmica y de Inmunodifusión en gel; sin embar

go 6 animales (17.1\) fueron positivos a la prueba Intradérmica pero no 

al cultivo de heces e Inmunod1fusión en gel. 

De los 10 animales sacrificados 9 fueron positivos al Cul 

tivo de Organos y a la Histopatolog!a de ganglio e intestino. Los resul 

tados de estas pruebas de diagnóstico se pueden observar en los Cuadt'Os 

IV y V. 

Histológicamente hubo enteritis crónica, la mucosa y la -

submucosa estaban infiltradas con células leucocitarias, predominand~ -
' . 

linfocitos y células epitelioides. Los vasos linfáticos estaban dil.ata-

dos con las paredes engrosadas debido a una infiltraci6n de células mo

nonucleares, en su mayoría linfocitos y células epitelioides. En los -

ganglios linfáticos mesentéricos hubo granulomas con centros. 
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CUADRO IV 

Racul ta dos da las prccbas realizud~a a los 10 animales 

Cultivo de Organos Histopatología Cultivo de 

No. 1.·Delgado Ganglio L I. Delgado Ganp,lio.L Intradormorraacci6n Inmunodifusi6n Hnci:is 

1.- (-) <-> (-) <-> <-) (-) (-) 

-¿ .- (+) (-) (+) (-) (+) (i') (+) 

3.- (+) <-> (+) (-) (-) (-) (-) 

···- (-) (+) (+) (+) (+) (+) (-) 

5.- (-) (+) ( +) (+) (+) (-) (-) 

G.- (-) (+) (+) (+) (+) (-) (-) 

7.- (-) e+'> . ( +) (+) (+) (+) ( -> 
s.- (+) (-) (+) (+) (+) (-) (+) 

9,- (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 

10.- (+) (i') (+) (+) (+) (+) (+) 



CUADRO V 

Resultaóos de ll..os 10 animales a los cuales se les realizaron todas las 

pruebas ex~~ado en p<>rcentajes. 

POSITIVOS 

NEGATIVOS 

INTRADERffi

REACCION' 

80% 

20% 

INl-UIODil'USION CULTIVO DE HEX!ES 

50% 40\ 

soi 60\ 

A la necropsi·a 1-as .. l_esiones encontradas fueron similares 

en 9 de 1os a.nÜllill.es. En general hubo peritonitis sobre la serosa del -

intestino delgado, también se.encontraron nódulos en la mucosa y submu

cosa de este érgano; los ganglios linfáticos mesentéricos estaban alar

gados y ede11a~s, a través de la cápsula ~ran visibles algunos focos 

blanquecim>s, Jla !IUCosa intestinal se encontraba hiperémica y el conte

nido intest:iinal. acuoso. 

• 
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VI.- DISCUSION. 

1.- La técnica de Histopatología apoyada por el cultivo de órganos, se 

tomó como base pa!'a compa!'ar· los !'esul tactos obtenidos con el aislamie!}_ 

to del microo!'ganismo y la obse!'vación de las lesiones que ocasiona e~ 

.\ta enfermedad. Es mencionado por F0dstad (1979) que el examen pos-mo!'

\ tem es el método de diagnóstico mas confiable de la enfermedad de ----

Johne en la cab!'a. Estos resultados son similares a los encont!'ados en .. 
este trabajo. 

2.- La prueba de Intrade!'morreacción se repo!'ta como la menos específi 

ca de estas pruebas de diagnóstico (She!'man, 1980). Esto es po!'que pu~ 

de dar una reacción cruzada con animales tuberculinizados, esto se pr~ 

senta. en ganado bovino donde esta prueba se lleva a cabo !'Utina!'iamen

te (Donald, 1977), En cabras esto no ocurre ya que esta práctica no se 

realiza en México. Sin emba!'go se reprota una prevalencia alta de ani

males positivos en hatos donde ·el organismo ha sido aislado (Sherman, 

· 1980). En. este trabajo se observó que tiene una alta sensibilidad en -

comparación con la técnica de Histopatología y Cultivo bacteriológico. 

3.- La prueLa de Inmunodifusiór1· se ·menciona como una prueba nueva y 

que parece ser completamente precisa cuando es aplicada en ovinos y ca 

prinos (Baas, 1977, Lenghans, 1977, Merkal, 1971, Sherman, 1980). 

En este trabajo esta prueba al igual que el cultivo de heces en compa

ración con la técnica de histopatologí~ y cultivo de órgános mostró que 

da un alto porcentaje de falsos negativos. 

4.- Cultivo de heces es mencionado por·colling (1974), Haganll (1970), 

Kopecky (1975),'Sherman (1980), que es la técnica ma~ confiable para -

dar un diagnóstico definitivo de paratuberculosii;. En este trabajo se 

encontró que esta prueba presentó un margen alto de falsos negativos, 

esto se puede apoyar en que la cantidad de microorganismos excretados 

en las heces ·debe ser aproximadamente de cien microorganismos por gra-
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' mo de muestra para que el mi~roorganismo pueda ser aislado y que este -

se excreta intermitentemente según Donald (1977), Johnson {1949) Y· Ju-

lian (1975). 



VII.- CONCLUSIONES. 

1.- Es evidente que el empleo de una sola prueba para ~-

diagnosticar la enfermedad de Johne a nivel de hato no es suficiente. 

2.- El empleo de las pruebas de Intradermorreacci6n e In

munodifusión para determinar la diseminaci6n de la enfermedad en un ha

to puede dar buen resultado, una vez que el microorganismo ha sido ais

lado en cultivo de heces, además el empleo de estas pruebas tiene una -

aplicación práctica para realizar estudios epizootiológicos por su bajo 

costo y facilidad de realizar. 

3.- Dado el pequeño número de animales utilizados en este. 

trabajo a los cuales se les realizaron todas las pruebas se recomienda 

continuar con este estudio con un mayor número de animales para obtener 

mayor confiabilidad sobre el diagnóstico de esta enfermedad. 
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