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EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE Y DESARROLLO DE LESIONES EN
CABRITOS INMUNIZADOS Y NO INMUNIZADOS, INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE CON Mycobacterium avium subsp paratuberculosis DE
ORIGEN CAPRINO Y OVINO.

RESUMEN

Adriana Alarcon Aburto. “EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE Y
DESARROLLO DE LESIONES EN CABRITOS VACUNADOS Y NO VACUNADOS,
INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE CON Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis DE ORIGEN CAPRINO Y OVINO”. Bajo la supervisién de Dr.
Gilberto Chavez Gris, Dr. Ramoén Juste Jordan y Dr. Jorge Tértora Pérez.

No se conocen los mecanismos de accion y la eficiencia de la inmunizacién como
parte del control de la paratuberculosis (PTB). Con el proposito de conocer mas sobre
esto, se inocularon 9 cabritos con Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map)
de origen caprino y 9 con Map ovino, 9 cabritos sin inocular fueron el grupo testigo
(Grupos A, B y C). De cada grupo 5 animales recibieron tratamiento con inmunogeno
el dia 14 postinoculacion (Pl). Se obtuvieron muestras de sangre los dias 1, 14, 30,
120, 180 Pi. Para medir respuesta celular se realizé la prueba de intradermorreaccion
doble comparativa (IDR) en los dos dltimos muestreos y se hizo un ensayo con gamma
interferon (iIFN-y), usando en ambas un derivado proteico purificado aviar (PPD-A) y un
PPD bovino (PPD-B). Se emplearon pruebas de inmunodifusion en gel de agar (IDGA)
y de Inmunocensayo enzimatico (ELISA) para medir respuesta humoral. Se sacrificaron
4 cabritos de cada grupo a los 120 y 180 DP{, para observar lesiones y hacer
aislamiento bacteriano. Se detectaron seropositivos desde el dia 30 Pl en los 3 grupos
inmunizados, con ambas pruebas, pero IDGA detecté mas animales que ELISA,
resultando positivos todos Jos inmunizados en los muestreos a los 120 y 180 DPL. De
ios no inmunizados, el maximo de seropositivos fue de 2:2 en el grupo B a los 180 DPI.
Se encontré una diferencia estadistica significativa por efecto del tratamiento pero no
por grupos. Mientras que ELISA detecté positivos a 5:5 en el B a fos 120 DPly 4:4 en
el By C alos 180 DPL. No hubo seropositivos en los infectados no inmunizados. No
hubo diferencia significativa en la prueba de ELISA para grupos ni tratamiento ni dia
de muestreo. En la inmunidad celular con IDR hubo una reaccién similar con PPD-A y
PPD-B. A los 120 DPI hubo mas reactores entre los inmunizados de los 3 grupos, que
a los 180 DPi, sélo uno del grupo A y uno de! B no inmunizados, fueron positivos a los
120 y 180 dias respectivamente. Tampoco hubo evidencia estadistica de diferencia
entre grupos, tratamientos o por el antigeno empleado. La prueba de IFN-y no arrojé
resulfados consistentes entre los tratamientos como efecto del inmunoégeno y el tiempo
Pl, en los grupos inmunizados el resuitado al PPD-A fue superior y en los no
bacterinizados al PPD-B. Los hallazgos histopatologicos mostraron lesiones de PTB
similares en los cabritos infectados de los grupos A y B inoculados con Map de
diferente origen, asi como en los bacterinizados y ios que no lo fueron. La lesion mas
severa fue del tipo Illa: delimitada multifocal, v se presentdé en un animal no




inmunizado, pero no es posible concluir que la bacterina protegié a los cabritos que la
recibieron, pues en los demas animales sacrificados, e! grado de lesion encontrada, no
tiene una relacidén aparente con el tratamiento del inmunégeno. No se observaron Map
en los tejidos tefiidos con Ziehi-Neeisen. Tampoco fue posible aislar bacterias en los
tejidos de ios cabritos sacrificados. Por las lesiones enconfradas, se sugiere que
existid la infeccidn interespecie, del Map ovino en los caprinos. No hay evidencia de
que la bacterina protegié a los cabritos contra PTB en este periodo de observacion, sin
embargo, seria importante hacer un seguimiento en muestreos posteriores, al resto de
los cabritos pues podria existir la regresion de lesiones con un subsecuente control de
la enfermedad en animales inmunizados, como ha sido reportado.



SUMMARY

' The means by which immunization affecis paratuberculosis (PTB) and the

effectiveness of immunization are unknown. In order to know more about both, nine
kids were experimentally infected with Mycobacterium avium subsp paratuberculosis
(Map) obtained from caprines; another nine kids with an ovine Map; and nine more
remained as a control group (Groups A, B and C). Five animals from each group
received an immunogen treatment at 14 days post-infection (DP1). Biood samples were
coliected at 1, 14, 30, 120 and 180 DPI. To measure cellular immunity, skin testing
(IDR) was carried out in the two last samples and a gamma-interferon test (IFN-g ) was
conducted. An agar gel immunodifusion test (IDGA) and enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) were also carried out to find humoral response. Four kids from each
group were slaughtered at 120 and 180 DPI, in order o examine the lesions and for
isolation of mycobacterias. Seropositive results were detected as early as 30 DPI in the
three immunized gruops with both ELISA and IDGA, but the latter detected more
seropositives than ELISA, finding all immunized animals positive at 120 and 180 DP!
and in the non-immunized group reached a maximum number of positives of 2.2 in B
group in day 180 PI, statistical differences were found between treatment but not
between groups. While the maximum seropositives under the ELISA test was 555in B
group at 120 DPI and 4.4 in B and C groups at 180 DPIL. No positive animals were
detected in the infected/non immunized groups. Non statistical differences were found
in ELISA between either treatments, or either groups. In the IDR test for A-PPD and B-
PPD there was a similar result. More immunized animals were positive at 120 DPI than
at 180 days Pl. In the non immunized animals, only one kid in A group and one in B
group were positive at 120 y 180 DPI, respectively.

Non-statistical differences were found. The IFN-g test did not point out consistent
results within treatments attributable to the bacterin used or the time after infection. The
immunized groups had better results with an A-PPD while the non-inmunized animals
reacted beiter with the B-PPD. Pathology findings showed some PTB like lesions in all
the infected kids from groups A and B inoculated with different Map strains. There were
similar lesions in bacterinized and non-immunized animals. The most serious lesion
was llia, and even though it was found in a non-immunized kid, it is not possible to
conclude that the bacterin protected the immunized animals, because in the other
staughtered kids, the lesions do not seem to be related to the bacterin. It was not
possible to observe Map in the Ziehl Neelsen stained fissues nor was it possible to
isolate bacterias from slaughtered kids. However, pathology in groups A and B suggest
infection in goats with the ovine Map. There is no evidence that bacterin protected
animails against PTB in this observation period. Nevertheless it would seem important
to continue the research because regression of the lesions may be possible and it is -
also possibie that the vaccine may restrict the level of sickness in immunized kids.



1. INTRODUCCION

La Paratuberculosis (PTB) es una enfermedad de curso cronico que afecta
principaimente a los rumiantes domésticos, ocasionando enteritis y linfadenitis
granulomatosa (Chiodini, 1984a; Whitiock y Buergelt, 1996).

El agente causal es Mycobacterium avium subsp paratuberculosis (Map), bacilo acido-
alcohol resistente, cuyo 6rgano blanco son los macréfagos (Kreeger, 1991; Smith,
1969). |

Los primeros repories de la enfermedad en México fueron realizados en 1936 en
bovinos, confirmando el diagnoéstico con la observacién de la bacteria en heces
(Unzueta, 1936). En 1974 se realizaron las primeras investigaciones de la PTB en
ovinos (Bustamante, 1974, Garibay, 1974), pero fue hasta 1979 que se logroé el primer
aislamiento de la micobacteria asociada a la enfermedad de Johne en bovinos
iecheros de México y en 1982 se aislé la bacteria en cabras del Bajio (Ramirez et al,,
1979; 1982).

De distribucion mundial, la PTB es causanie de importantes pérdidas econdmicas en
ganado bovino lechero con una prevalencia que puede llegar hasta el 50%
(Hutchinson, 1996). En México no se hém realizado estudios epidemiolégicos
completos de la enfermedad, sin embargo, los porcentajes de animales infectados,
aunque muy variados, dependiendo de las pruebas utilizadas y de la especie, oscilan
entre 7 y 30% (Barajas et al, 1987; Bustamante1974, Garibay, 1974; Vélez et al.,
1999b).

Son principalmente los rumiantes domésticos los que enferman de paratuberculosis,
aunque también se ven afectadas en forma natural todas las especies de rumiantes
silvestres y otros animales salvajes. La experiencia de campo demuestra que la
infeccion interespecie no debe ser un evento usual, aunque investigaciones recientes
han sugerido que ésta podria presentarse con cierta frecuencia (Sharp, 1996). Aun
existe un debate con relacidn a que las cepas de Map puedan afectar a varias

especies de manera natural o si existe especificidad de especie.
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La inmunidad protectora contra las infecciones por micobacterias se basa en la
respuesta celular, ocasionando una hipersensibilidad retardada durante la primera
etapa de la enfermedad, pero conforme la PTB avanza a un estado clinico, se
desarrolia una respuesta de tipo humoral (Eliner y Wallis, 1889, Stabel, 1999a).

Las lesiones de la paratuberculosis se desarrolian principalmentie por la reaccién
inmunolégica dei huésped, mas que por el agente, presentandose una reaccion
inflamatoria granulomatosa que resulta en un engrosamiento del tejido intestinal,
comprometiéndose la vascularizacién y el drenaje linfatico (Kreeger, 1991). Las
lesiones microscopicas se inician como pequefios focos granulomatosos que van
evolucionando hasta una enteritis granulomatosa difusa (Garcia-Marin et al, 1994;
Niesbet et al., 1962) Los signos se observan en etapas avanzadas, con diafrea
intermitente y perdida progresiva de la condicién corporal hasta llegar a un estado de
caquexia y atrofia muscuiar, puede haber edema en tejido subcutédneo y ascitis (Elsken
ef al., 1965; Whitlock y Buergelt, 1996).

En general el diagnéstico de la PTB es complicado, aunque existe una gran diversidad
de pruebas, entre las que destacan las serologicas como inmunoensayo enzimatice
(ELISA) e Inmunodifusion en gel de agar (I{DGA), la Intradermorreaccion (IDR) para
detectar a inmuniéad celular, la histopatologia con tincion de Zihel Neelsen (ZN) vy el
cultivo bacteriano como la prueba mas confiable, algunas tienen problemas en
sensibilidad y eficiencia, mientras que otras no estan suficientemente desarrolladas,
por lo cual no hay una que sea del todo satisfactoria (Coliins, 1996, Eamens, 1996;
Hietela, 1992)

El manejo adecuado en las granjas es una medida importante en el control de la
enfermedad (Collins, 1994), se ha demosirado ademas que con la inmunizacidn se
obtienen buenos resultados (Doyle, 1964; Larsen ef al.,, 1978; Saxegaard y Fodstad,
1985; Sigurdson, 1969), no obstante, algunos investigadores no coinciden con el uso
de la vacuna para controlar la PTB (Socket, 1996a).

Aunque actualmente se realiza mucha investigacién a escala mundial sobre la PTB,

aun quedan muchos aspectos por estudiar, especialmente para el control de la



enfermedad. En Meéxico son pocos los estudios que se han llevado a cabo,

especialmente sobre el control del problema y aun menos en la especie caprina.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Reseiia historica

La primera referencia @ un cuadro parecido a la enfermedad de Johne o
paratuberculosis fue realizada por d'Aroval en 1826. Sin embargo, la primera
descripcion fiable de este problema se realizdé hasta 1895, en que Johne informd en
Alemania el caso de una vaca en la que se realizd un estudio patolégico completo,
encontrandose que tenia una enteritis crénica, las lesiones eran un engrosamiento
difuso de la mucosa intestinal, lo que lo lievé a postular que se trataba de una forma
atipica de tuberculosis o tuberculosis entérica, ya que se demostré que un bacilo acido
alcohol resistente estaba involucrado en este problema patoldgico (Johne y
Frothingham, 1895). Fue Bang en 1906 quien dio a este padecimiento el nombre de
enfermedad de Jonhe, cuando descubrié que no se trataba de tuberculosis, por lo que
también la lamo6 pseudotuberculosis (Clarke 1997a). Hasta 1910 se logré aislar y
caracterizar el microorganismo causante de esa enfermedad y fue posible reproducirla
experimentalmente, después de lo cual el nombre que se utilizdé fue el de
paratubercuiosis (Twort e Ingram, 1812).

Las primeras investigaciones de la enfermedad en México fueron realizadas por
Unzueta.en 1936. En su estudio diagnosticéd la enfermedad en ganado Iechefo que
manifestaba signologia simiiar a la descrita en Estados Unidos, utilizando la prueba de
johnina y lo confirmé al observar la bacteria en heces. Muy posterior a ese reporte, en
1974, se efectuaron ias primeras investigaciohes de PTB en ovinos, utilizando en uno
de los estudios la prueba doble comparativa {(Garibay, 1974) y en el otro se llevd a
cabo la deteccién de animales seropositivos por medio de fijacidén de complemento
(Bustamante, 1974). No obstante, fue hasta 1979 que se logrd el primer aislamiento de
la micobacteria asociada a la enfermedad de Johne en bovinos lecheros en México y
en 1983 se hizo un aislamienio de la bacteria, proveniente de cabras del Bajid
(Ramirez et al., 1979, 1982). A partir de entonces, se han realizado diversos trabajos

en las tres especies de rumiantes domésticos, con diferentes técnicas de diagnoéstico.



Para la clasificacién del agente causal han existido problemas y discrepancias entre
los investigadores. El nombre que se e dio en un inicio fue mas bien descriptivo de la
enfermedad, déndole crédito a su descubridor: Mycobacterium enteritidis chronichae
pseudotuberculosae bovis jonhei Posteriormente se denomind M. jonhei y M.
paratuberculosis (Juste 2000a).

Fue en 1990 que el agente causal fue clasificado como Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis (Map) diferenciandolo de ofras especies y subespecies de
micobacterias, de acuerdo a sus requerimientos de crecimiento, tipo de colonia,
actividad enzimatica, la susceptibilidad a quimioterapéuticos y la homologia del ADN.
Asimismo se confirmd que la enfermedad que ocasiona se denomina paratuberculosis,

aunque todavia hay quien la ilama enfermedad de Johne (Thorel ef al., 1990).

2. Agente etioldgico

El agente causal de la PTB es una bacteria muy pequeia de forma bacilar, mide de 0.5
a 1.5 micromeftros y es inmavil. Es Gram positiva, aunque responde déhilmente a esta
tincion, se caracteriza por ser acido-alcohol resistente (Smith 1969). Esta caracteristica
estd dada por su pared rica en lipidos, la cual estd compuesta por una capa interna de
peptidoglicano, una doble capa intermedia de acido micdlico, gque es un acido graso de
cadena larga y se une a moléculas de arabinogalactan. La mas externa se compone
de antigeno glicopeptido—lip'ido (micosido), y tiene una membrana denominada
Lipoarabinomanano {LAM), unida a glicolipidos de la pared, de gran importancia en la
respuesfa inmune. Todas estas capas en la pared bacteriana y su caracter ceroso,
dificultan la penetracion pero también la eliminacién de los colorantes (Brennan vy
Nikaido, 1995; Camphausen et al 1985)

Ademas de lo anterior, la compleja pared celular le hace muy resistente a diferentes
condiciones como cierto grado de sequia y a algunos desinfectantes, aunque es
sehsible a otros tales como la formalina al 5%, fenol e hipoclorito de calcio (Chiodini
1986b; Hole 1958). Map es un parasito obligado de los rumiantes pero puede
sobrevivir fuera del huésped por periodos largos. En el agua permanece viable

alrededor de 15 meses, igual que en oscuridad; puede sobrevivir a condiciones de



desecacion por varios afos y casi un afo en heces, soporta ciertos grados de acidez y
salinidad (Hole, 1958; Larsen ef al,1956). En un estudio Stehman ef al, 1996,
pudieron aislar la micobacteria de pastizales y bebederos hasta casi un afio después
de que hubieron salido los animales del potrero. Es posible que posterior a ese tiempo,
las condiciones adversas como la sequia, los rayos uitravioleta o bien la falta de
nutrientes para la bacteria, lleguen a destruirla (Larsen ef al,, 1956, Tizard 1996). Sin
embargo no se puede descartar la idea de que las bacterias puedan entrar en un
estado de latencia ocasionada por el estrés de la inanicion, esperando las condiciones
adecuadas para reactivarse. (Tizard, 1996).

Asimismo, parece ser que las temperaturas de refrigeracién y congelacién no afectan a
la bacteria, que sobrevivié después de permanecer al menos durante un anc a~14°C y
a 4°C (Larsen et al, 1956, Richards y Thoen, 1977). Mientras que diversos estudios
han demostrado que también resiste ia pasteurizacion, Grant ef al., 1996 encontraron
que el 18% de muestras de leche contenian pequefias cantidades de microorganismos
después del proceso.

A pesar de io anterior, Map es un microorganisme de lenio y dificil crecimiento. Se
desarrolla a 37° 6 38°C y requiere de medios de cultivo especiales y enriquecidos' para
desarroilarse (Hole, 1958, Ramirez ef al., 1979). Una caracteristica importante de esta
subespecie, es la insuficiente produccion de micobactina, por lo que requiere de la
adicion exdgena a los medios para su crecimiento (Chiodini et al., 1984a; Merkal y
Curran 1974), debido a que esta sustancia es un compuesto intracelular que asiste a
la bacteria en ia obtencion del hierro, a partir del ambiente, si no cuenta con ella no
crecera y es necesaria la adicién de grandes cantidades de hierro en el medio (Merkal
y Curran, 1974; Twort e Ingram, 1812), a pesar de ésto, ha sido demostrado que las
bacterias in vivo pueden producir micobactina suficiente para crecer (Barclay y
Ratledge, 1983) Otros estudios han sugeﬁdo que las bacterias pudieran obtener el
hierro a partir de los granulomas, donde se acumula a causa de la paratuberculosis
(Momotani et al., 1988) Después de varias semanas de cultivo, crecen pequefias
colonias blanquecinas y brillantes, firmes, de 1mm y no mayores de 5 mm (Merkal y

Curran 1974). Han sido descritas formas bacterianas con una pared celular



defectuosa, las cuales ademas de ser mucho mas resistentes, parecen jugar un papel
importante en la patogenia de la enfermedad (Hulten et al., 2000).

Como ya se menciond, el agente causal de la PTB fue clasificado como una
subespecie del Mycobacterium avium, basado en pruebas biogquimicas (Chiodini,
1986b), sin embargo, existen otras posturas como la de Kunze et al,, (1991), quienes
basandose en el analisis del ADN, sefalan que Map cuenta con una secuencia de
insercion especifica (1IS800) que es Unica para esta bacteria. En otro estudio de
identificacién de ADN, Collins ef al, (1990) encontraron que habia dos grupos de
cepas de Map.

3. Epidemiologia

3.1 Distribucion mundial.

La PTB tiene distribuciéon mundial. Tras una serie de estudios realizados en la década
de ios ochentas, se considerd como una de las enfermedades de mayor prevalencia y
causante de importanies pérdidas econdémicas en ganado bovino lechero (Hutchinson,
1996), asi como &n caprinos y ovinos (Badiola ef al.,, 1891). _

Se estima que el impacto econdmico que tiene es alio. (Wils_on et al., 1996) En este
sentido es muy importante considerar que generalmente hay una subestimacion de la
prevalencia de esta enfermedad, basandose en los estudios que consideran que por
cada animal que se encuentra en una etapa avanzada de PTB, de 4 a 8 individuos
estan infectados y eliminando la bacteria, pero no muestran signos. Asimismo se
calcula que ya se encuentran infectados de 10 a 14 animales jovenes y de 15 a 25
adultos aunque no eliminen Map ni manifiesten signologia (Whitiock y Buergelt, 19986).
Con todo esto, las estimaciones que se han hecho a partir de resultados obtenidos de
cultivo fecal o de tejidos de bovinos, es que el porcentaje de animales infectados
puede ser hasté de un 50% y al menos el 25% son eliminadores de micobacterias
(Whitlock y Buergelt, 1996). Mientras que en ovinos, estudios realizados en Espafa,
empleando pruebas de inmuncdifusion en gei de agar (IDGA) y ELISA han encontrado
que mas del 30% de los rebafios se encuentran infectados {Aduriz ef al, 1994) y en

algunas regiones la prevaiencia llega hasta un 46% (Juste ef al, 1991a). Para
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caprinos los datos obtenidos en Noruega por Saxegaard y Fodstad en, 1985, indican
que el indice de infeccion en los rebafios de acuerdo a la prueba de fijacion de
complemento y el examen postmortem en 1966, era del 53%. Asimismo, Molina ef al.,
(1990) pubiicaron una seroprevalencia del 46% en algunos rebafnos caprinos de la
zona sur de Espafia. La mayor parte de los estudios en pequefios rumiantes en
Espaiia han concordado con una prevalencia alta por encima del 40% (Mainar-Jaime y
Vazquez-Boland, 1998). .

En América son pocos los estudios al respecto, Moreira ef a., 1994 llevaron a cabo la
prueba de ELISA en bovinos de carne de la provincia de Buenos Aires, donde se
encuentra la mayor cantidad de ganado y obtuvieron una prevalencia ajustada al
58.8% de sensibilidad y 85% de especificidad, desde un 3% hasta mas del 50%, en los
diferentes distritos.

3.2 Distribucion en México

En México no se han realizado estudios epidemiolégicos completos de
paratuberculosis, sin embargo, desde 1974 Bustamante y Garibay realizaron sendos
trabajos en un rebafo ovino, en los cuales se obtuvieron porcentajes del 17 % de
seropositivos mediante fijacion de complemento y del 24% de positivos a la prueba de
intradermortreaccion, respectivamente. En ganado de lidia, Barajas ef al, (1987)
comprobaron la enfermedad a través del cultivo de organos, encontrando que un 70%
de los animales del estudio presentaban signologia, 1o que fue comprobado mediante
las lesiones. En el mismo estudio, el 30 % de los individuos tenian lesiones pero no
manifestaban signos de paratuberculosis. También en 1987, Barajas et al, encontraron
en el tropico himedo que un 7.1 % de ovinos pelibuey eran seropositivos mediante la
prueba de ELISA y hasta el 10.6% fueron sospechosos. En 3 rebafios caprinos del
altiplano, utilizando las pruebas de IDGA, ELISA, examen histopatolégico y aislamiento
bacteriano la prevalencia fue del 10%, incrementandose hasta un 20% en uno de ellos

debido a un programa de control inadecuado (Vélez ef al., 1998b)
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3.3 Susceptibilidad a la enfermedad

La PTB es una enfermedad de curso cronico, que se desarrolia lentamente afectando
a animales adultos en su etapa clinica, sin embargo los animales jévenes son los mas
susceptibles a la infeccion (Whitlock y Buergelt, 1996), principalmente menores de 30
dias de edad, en una granja donde existe la enfermedad, se infectan desde el periodo
neonatal. Sin embargo, se ha observado que sélo la tercera parte de los becerros
expuestos a Map, desarrollan la enfermedad, dependiendo de una cierta resistencia
por individuo y de sus mecanismos de inmunidad, asf como del nimero de bacterias
que sean ingeridas (Hagan, 1938). Por otro lado, los bovinos adultos son mas
resistentes a la infeccién (Rankin, 1961), en algunos estudios se observé que cuando
éstos desarrollan la enfermedad, es muy leve, algunos animales infectados aun
experimentalmente, no presentaron nunca signologia, no obstante, pueden convertirse
en portadores asintomaticos (Doyle 1953; Hagan, 1838; Payne y Rankin, 1961,
Rankin, 1961). En las cabras la resistencia en el animal adulto no ha sido comprobada
(Kreeger, 1991; Stehman, 1996), ésto fue estudiado por Elsken et al., en 1985, cuando
el 45% de las cabras entre 6 a 9 meses de edad, se infectaron de PTB al convivir con
cabras infectadas experimentalmente. El 30% de los animales expuestos, murieron de
ia enfermedad, y mas del 50%, fueron positivos a las pruebas de diagnostico al inicio
de la fase clinica, incrementandose hasta el 100% al final.

Son principalmente los rumiantes domésticos ios que enferman de paratuberculosis,
aunque también se ven afectadas de forma natural todas las especies de rumiantes
silvestres, (Kreeger, 1991; Sharp, 1996). Se han logrado aislamientos de una gran
variedad de especies de rumiantes en todo el mundo, de manera espontanea o
experimental (Riemann y Abbas, 1983; Williams et al., 1983). Asimismo, la enfermedad
ha sido reproducida en algunos monogastricos, ioé cerdos pueden infectarse
desarrollando lesiones similares a las de los rumiantes (Jergensen, 1969; Larsen et
al., 1971). Varios investigadores lograron fa infeccién experimental con micobacterias,
en algunas especies que ho son el huésped natural, como animales de laboratorio:

ratas, ratones, conejos, hamsters, cuyes y polios, produciéndose en casi todos,
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lesiones similares a las naturales, aunque en la mayoria de los casos, éstas se
desarrollaron principalmente en higado, bazo y otros 6rganos (Francis, 1943; Harding,
1959, Larsen et al 1871; Mokresh y Butler 1990), en otros casos nho hubo éxito en el
experimento, aunque los investigadores concuerdan que e€s mas probable la infeccidn
exitosa cuando las b_acterias no han sufrido pases en medios de cultivo (Francis, 1943;
Hirch, 1956; Mokresh y Butler, 1990). En la actualidad los informes de infecciéon natural
en varias especies se han incrementado (Angus, 1990). En 1998, Greig ef al
encontraron evidencia microbiolégica e histolpatolégica de PTB en conejos silvestres
(Oryctolagus cuniculus) de 22 granjas de ganado, donde la enfermedad era un
problema o contaban con historia de ella. En la tipificacion molecular no se logréd
encontrar discrepancias entre las bacterias aisladas en conejos y bovinos, lo cual
sugiere que la infeccién interespecie puede ocurrir {(Sharp, 1999, Stevenson ef al.,
1999). Mas auln, Beard ef al, 1999 encontraron lesiones compatibles con PTB en
ZOrros y un armiiio en Escocia, asimismo, obtuvieron resultados positivos en el cultivo
bacteriano y mediante pruebas de reaccion en cadena de ia polimerasa (PCR).

A pesar de ello, la experiencia de campo demuestra que la infeccién interespecie no
debe ser un evento frecuenie, aun existe un debate al respecto, incluso entre los
huéspedes naturales, el punto es si las cepas de Map pueden moverse de una especie
a ofra de manera natural, o bien hay especificidad de especie (Sharp, 1996)
Experimentalmente, Saxegaard, (1990) no consiguid repetir la enfermedad en becerros
con una cepa de origen caprino. Tampoco desarrollaron respuesta humoral, aungue
fue posible aislarla del intestino delgado de ios animales. Collins ef al, (1984)
inocularon Map de origeri caprindo en becerros, pollos, cuyes y ratones y tampoco
obtuvieron aislamientos ni lesiones en ninguno, excepto en los ratones, sin embargo,
los becerros y cuyes tuvieron una fuerte respuesta a la tuberculina aviar. Por otro lado
Taylor, 1953 si fue capaz de infectar y reproducir Ja enfermedad clinica en becerros
infectados mediante dos variedades de Map aisladas de ovejas.

Chiodini, (1986b) y Chiodini y Van Kruiningen, (1985) realizaron una caracterizacion
por cromatografia de gases y mediante pruebas bioguimicas de varias cepas de
campo provenienies de diversas especies domésticas y silvestres, pero no
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encontraron diferencias entre ellas. No obstante, las técnicas mas modernas
empleadas por Bauerfeind ef al., (1996) quienes realizaron por medic de hibridizacién,
una caracterizacién de cepas de Map obtenidas en heces de bovinos, caprinos y
ovinos de diferentes paises, concluyen que hay variaciones genéticas y fenotipicas en
las bacterias de distintas poblaciones de rumiantes. Por otro lado, hay quienes
mencionan que no se ha encontrado evidencia en los patrones de ADN que
demuestiren diferencias enire los microorganismos aislados de esas especies en
campo (Sharp, 1996). Se ha encontrado la enfermedad en pequefios rumiantes,
pastando con ganado vacuno infectado (Sweeney, 1996¢). Asimismo, Djgnne et al,
1898 han estudiado la posibilidad de que la persistencia de la enfermedad en las
cabras de Noruega, haya sido determinante para la reaparicién de ia PTB en hatos
bovinos con los que han tenido contacto.

Todo ésto tiene un especial interés desde el punto de vista del control, pues el
establecer un programa para una especie significaria que deben ser incluidos otros
animales susceptibles; del mismo modo, los animales silvestres deben considerarse
potenciaimente huéspedes y transmisores de la enfermedad (Sharp, 1996, Clarke,
1997b). En el caso de los zorros infectados, se especula que pudieran haber contraido
la infeccion indirectamente al ingerir conejos con la bacteria {Beard,1989), aunque elio

no le quita la posibilidad actuar como transmisores.

3.4 Faclores asociados a la infeccion

Ademas de la susceptibilidad de los animales jovenes para contraer ia infeccién, otros
factores de riesgo han sido asociados a la presentaciéon de la PTB. Uno de los mas
importantes parecen ser los sistemas de producciéon intensiva (Clarke, 1997a). En
1997, Mainer-Jaimes y Vazquez-Boland llevaron a cabo un estudio en donde
encontraron una correlacion entre la seroprevalencia de PTB en caprinos y ovinos
(44%) con la introduccion de razas nuevas a los rebafios y una alia tasa de reemplazo,
io que esta asociado a una mayor intensidad en el manejo, la seroprevalencia fue
mayor en rebafios entre 200 y 400 animales, comparado con los rebafios mayores de

100 animales, asociado esto al manejo que reciben.
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El esirés también es un factor de riesgo asociado con transporte, pario o lactacion, asi
como enfermedades inmunosupresoras (Clarke, 1997a).

En una investigaciéon sobre el impacto del ambiente contaminado en la diseminacion
de la enfermedad, Paviik ef al., 1999a, identificaron Map en muestras del ambiente
(pastura y suelos de corrales) de hatos infectados, asimismo se aislaron bacterias de
ratones capturados en las zonas de pastoreo. No fue posible identificar al bacilo en
animales invertebrados, sin embargo no se pudo descartar ia posibilidad de que
actuaran como vectores, pues al infectar experimentalmente a moscas, escarabajos y
gusanos que fueron capturados, se logré aislar Map después de 4-6 semanas de
. cultivo.

4. Importancia economica ,

El impacto econdmico que tiene esta enfermedad puede ser muy importante. En
Estados Unidos se estimaron pérdidas mayores de 1.5 billones de délares anuales en
la industria lechera (Clarke, 1997a), sin embargo poco se ha estudiado de lo que se
pierde en ganado de carne y especies como caprinos y ovinos (Hutchinson, 1998).

Las pérdidas en ios animales se deben principaimente al incremento en la tasa de
desecho de animales en edad productiva que equivale a un 43%, esta situaciéon se
presenta por la disminucion progresiva de peso de los animales asi como por la baja
en la produccion de leche, incluso antes del Pico de produccién, reduciendo asi la
posibilidad de ganancias futuras (Chiodini et al, 1984a; Benedictus, 1987). Buergelt y
Duncan, 1978, encontraron que las vacas afectadas por PTB, frecuentemente eran
desechadas después de la primera o segunda lactancia, perdiendo asi el potencial
genético con que se contaba. Del mismo modo, Merkal ef al, 1975, publicaron que
Unicamente son eliminados un 30% de las vacas que manifiestan la enfermedad
clinica, mientras que el 70% restanie se desechan debido a posibles complicaciones a
partir de la PTB, como mastitis e infertilidad. En una zona de Aragén en Espafia, se
estudiaron las causas de desecho de ovinos, encontrandose a la paratuberculosis
como el principal enfermedad que conduce al desecho, duplicando casi al Maedi que
es la segunda razén de eliminacion (Pérez et al., 1991).
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Pero a la reduccion de los ingresos también pueden sumarse Ia baja en la produccion
de carne y leche, se ha caiculado que implica un 32% del déficit (Hutchinson, 1988).
Es principaimente en el ganado lechero en el que se han llevado a cabo mas estudios
con el afan de cuantificar las pérdidas. En Nueva Zelanda, las vacas con aisiamiento
positivo a Map produjeron un 17% menos que las negativas (De Lisle y Miiestoﬁe,
1989), Wilson ef al., 1993, obtuvieron resultados semejantes al analizar el efecto de la
enfermedad durante las lactancias de vacas positivas a la enfermedad en comparacién
con las negativas. Por supuesto la baja de produccién es mayor cuando la enfermedad
es clinica en comparacion con las vacas subclinicas (Hutchinson, 1896), aungue se ha
descrito que en vacas con enfermedad subclinica la produccién es un 15% menor en
comparaciéon con vacas no infectadas (Abbas et al., 1983; Collins, 1994; Nordlund,
1996).

Como ya se menciond una de las complicaciones de la PTB son los probiemas
reproductivos, un mayor nimero de vacas infectadas es eliminado por problemas de
infertilidad (Merkal et al, 1975) y el intervalo entre partos es mayor (Abbas ef al,
1983). No obstante algunos autores no han encontrado una relacién entre la PTB con
trastornos en la reproduccidn (Hutchinson, 1988).

De igual manera, la relacion con la mastitis tampoco es muy clara (Hutchinson, 1996),
Wilson ef al., 1983 observaron que el porcentaje de mastitis cronica y aguda en vacas
positivas a PTB era significativamente mayor que en vacas negativas, también se ha
notificado un 22% de vacas positivas eliminadas por mastitis contra un 3% de animales
negativos a PTB que fueron desechados {Merkal ef al., 1975).

Los problemas en el diagnéstico también acarrean pérdidas econémicas importantes,
por un lado, puede ser necesario utilizar mas de una prueba diagnoéstica, lo qgue
incrementa el costo del laboratorio, por otra parte, aunque algunas pruebas han
demostrado alta sensibilidad, ésta se logra principalmente en etapas avanzadas de la
enfermedad lo cual las hace menos eficientes. Otro factor importante a este respecto,
es la prevalencia en el hato y el tamafio del mismo, de manera que las pruebas
diagnésticas sean costeables. También es relevante el desecho de animales sanos por
resultados falsos positivos (Hutchinson, 1988, 1996).
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Otras perdidas que son dificiles de cuantificar, pero que pueden ser importantes, han

sido consideradas por algunos autores, la reduccion det valor del animal al rastro en

un 20%, costos de veterinario y tratamientos 2-3% (Benedictus, 1987; Hutchinson,
1996; Schaik ef al., 19986).

5. La paratuberculosis como potencial zoonosis. |

En los Uitimos afios una parte importante de la discusion sobre la PTB se ha enfocado
a la posibilidad de considerarla como una zoonosis. El padecimiento en humanos con
la cual se relaciona es la Enfermedad de Crohn, gue por su presentacion es conocida
como colitis o ileitis de Crohn o ileitis regional. Los signos de este padecimiento son
muy similares a los que afectan a los animales: pérdida de peso cronica y paulatina,
diarrea, dolor abdominal y vomito, la lesion principal es una ileocolitis granutomatosa
cronica, aunque puede desarroliarse en cualquier parte del fracto gastrointestinal
(Chiodihi y Rossitier, 1996b; Thorel, 1989), afectando primordiaimente a pacientes
desde la adolescencia y jovenes de 20 a 30 afos (Juste, 2000c¢). Debido a que se
desconoce la etiologia, la enfermedad de Crohn se ha englobado con otfras simifares
de etiologia desconocida como la colitis uicerativa y que en conjunto reciben el nombre
de enfermedades inflamatorias del intestino (Thorel, 1989, Collins, 2000). Se ha
especulado sobre la inmunopaitogénesis, la cual consiste en un estimulo inicial
persistente del tejido linfoide asociado al intestino, se liberan citocinas y mediadores
inflamatorios, se presenta una respuesta anormal por hipereaétividad descontrolada,
debido a que no hay una regulacion para detener la respuesta defectuosa (Chiodini y
Rossitier, 1996b; Juste ef al, 2000). Ya que la enteritis granulomatosa es caracteristica
de una hipersensibilidad retardada, se ha sugerido que el origen puede ser
autoinmune, aunque no se sabe qué es lo que ocasiona o genera la respuesta
andmala (Chiodini y Rossitier, 1996). En los afios 80’s se sugirid que el estimulo
inmunoiégico de dicha respuesta podria ser Map (Juste et al, 2000), debido a que,
Chiodini ef al., (1984b) iograron aistamientos de Mycobacterium spp a partir de tres
pacientes con enfermedad de Crohn. Los resultados de la caracterizacion bioguimica,
sugirieron que podria tratarse de Map, o bien de una especie nueva de micobacteria.
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Posteriormente se realizaron aisiamientos de la bacteria hasta en el 30% de tejidos y
muestras de pacientes con la enfermedad (Chiodini y Rossitier, 1996b). Usando las
nuevas técnicas desarrolladas para pruebas genéticas, fue detectada ia fraccién 1S900
del DNA a partir de un aislamiento de Map, proveniente d.e un paciente con
enfermedad de Crohn (Bauerfeind, 1996). En una investigacién llevada a cabo por
Sanderson ef al., (1992), fue posible detectar ia fraccién en un 65% de pacientes con
el padecimiento, no obstante el resultado no fue conciuyente pues también se detectd
ja fraccion 1S900.en un porcentaje menor del 10% de enfermos de colitis ulcerativa y
controles. En un esfudio de Collins ef al., (2000), aplicando diversas pruebas para
detectar Map en muestras de pacientes con el padecimiento y en controles, se
encontré una diferencia significativa al detectar el fragmento IS900 en el 19% de
aquelios y un 20% de seropositividad con ELISA. Han sido muchos ios trabajos en los
.que se ha podido aislar Map, asi como sus formas defecfuosas, los esferoplastos,
utilizando como controles a pacientes con colitis ulcerativa (Chiodini ef al.,1988a;
Thorel, 1989), asimismo se han obtenido resultados positivos a pruebas serolégicas
(Elsaghiger, 1992). En las técnicas de PCR, hibridizacion y otras en las que se ha
detectado el ADN de la bacteria, no ha existido una diferencia significativa con
respecto a los coniroles estudiados (Chiodini y Rossitier, 1996b). Juste ef al, 2000
hicieron una evailuacion estadistica de varios estudios que se han realizado al
respecto, donde sugieren que las diferencias en los resultados haitados pueden
obedecer a la gran variabilidad que existe, en los antigenos empleados y en la
metodoiogia, asi como en las diferencias que pueden existir en las cepas de. la
bacteria. Los autores del estudio sugieren que el hecho de encontrar un incremento en
la inmunoglobulina G contra micobacterias en la mayoria de los trabajos hechos bajo
condiciones muy diferentes, podria indicar que si existe una relacién de la enfermedad
de Crohn con Map. En la evaluacion los investigadores concluyen que es importante
hacer estudios en los que se consideren los aspectos genéticos y del ambiente que
pudieran permitir a la bacteria producir la enfermedad en el ser humano (Juste ef al.,
2000). Por otro lado, Collins, 2000 argumento que los estudios no habian demostrado
una correlacion entre {a enfermedad de Crohn y una exposicion ocupacional_gon los
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animales, sin embargo debian tomarse ya algunas acciones para evitar una posible

transmisién a través de los productos de origen animal.

6. Desarrollo de la enfermedad

De acuerdo a los estudios realizados por Eisken ef al., 1965 en cabras y la propuesta

de Whitlock y Buergelt, 1996 para bovinos, la enfermedad se desarrolia

manifestandose en 4 etapas:

L. Infeccién silenciosa o latente. Ocurre en bovinos jovenes hasta 2 afios de edad, no
existe ninguna evidencia de infeccion ni hay signologia. En cabras, el periodo de
latencia se plante6 desde el momento de la inoculacién hasta ei primer aislamiento
fecal que fue de 1-7 meses con un promedio de 3.

II. Enfermedad subclinica. Son los adultos portadores, los cuales no muestran signos
clinicos, sin embargo eliminan el agente de manera intermitenie y en pequefias
cantidades y pueden ser detectados anticuerpos contra la bacteria, pero en general
escapan a la mayoria de las técnicas disponibles. Este periodo en cabras es de 2-
18 meses con un promedic de 9 meses.

III. Enfermedad clinica. Puede ocurrir después de un periodo bastante largo de
incubacién, de 2 a 10 afios en vacas, se caracteriza por pérdida de peso paulatina,
el cual es el signo mas destacabie, apetito normal y ocasionaimente incrementado,
asi como el consumo de agua. Poco después del inicio de las manifestaciones
clinicas, hay cambio en la consistencia de las heces hasta liegar a una diarrea
acuosa, abundante de forma intermitente. En cabras la diarrea sélo se presenta en
el 10 6 20 % de ellas y por lo general la consistencia de las heces sblo se vuelve
pastosa. Los sighos vitales son normales, pero si se encuentran cambios
bioquimicos en sangre, por un lado la disminucién de proteinas totales, albumina,
triglicéridos y colesterol, y por el otro el aumento de enzimas como creatinin-
fosfoquinasa y aldolasa. Sin embargo, estos cambios no son especificos de la
enfermedad. La eliminacion de micobacterias en heces se incrementa
exponenciaimenie y de manera constante. En caprinos este periodo dura de 2-5
meses.
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1V. Enfermedad avanzada. Después de un periodo de algunos meses en la etapa I,
los animales progresan a un estado de emaciacidn, se encuentran débiles y
letargicos, en cabras se ha observado anorexia en esta etapa, hay edema
intermandibular, continGa la diarrea y se presenta baja de produccion, razén por la
cual los animales son desechados antes de que se presente la muerte. El estudio

en cabras revel6 que esta etapa puede durar desde 1 mes hasta 19 meses.

Por supuesto esta clasificacion se basa en el tiempo y puede ser Gtil para conocer de
manera muy general el desarrollo de la PTB, sin embargo es un tanto arbitraria, ya que
no considera el tipo de respuesta inmune individual, pues las variaciones en el
desarrollo de la enfermedad y ia respuesta a las diversas pruebas son muy diferentes
-en los individuos, pudiendo contener o no la infeccion, dependiendo de su resistencia
genética o ambiental. Por ello no se trata de una evolucién temporal, sino que
depende principalmente de factores inmunes (Juste, 2000").

Otros autores han hecho clasificaciones con diferentes criterios, ia propuesta de
Garcia-Marin ef al, 2000, considera ia respuesta del individuo y el desarrolio de las
lesiones. Primeramente se considera el momento de la infeccién a partir del cual los
macrofagos intentan destruir 0 contener la multiplicacién de Map y dependiendo de la
capacidad de las células, puede progresar a una fase inicial de la PTB. En la primera
fase solo se encueniran formas focales, granulomas microscopicos, formados por unas
cuantas células, a veces sb6lo una célula gigante y unos linfocitos, localizados en
zonas interfoliculares de las placas de Peyer (PP). Cuando el animal se encuentra en
esta etapa pueden ocurrir tres cosas: 1. Que la inmunidad celular iocal controle la
infeccion y por lo tanto haya regresion de las lesiones. 2. Que séio se logre su
limitacién, de manera que las lesiones y la bacteria permanezcan en un estado de
latencia indefinido. 3. Que no se presente una respuesta inmune celular eficaz y la
infeccidn progrese.

En una segunda fase, Ias lesiones focales empiezan a extenderse hacia la lamina

propia y linfonodos mesentéricos y conforme evoluciona la enfermedad se transforma
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paulatinamente en lesiones multifocales, ocupando también la mucosa intestinal libre
de PP, se les denomina formas multifocales debido a que contintan siendo pequefios
granulomas, por io que pueden ser reversibles si el animal cuenta con una respuesta
inmune adecuada. |

Aungue dificilmente podria encontrarse el limite justo de la tercera fase, ésta se
presenta cuando dejan de encontrarse lesiones focales y avanzan a formas difusas
que se extienden por toda la mucosa tanto de fleon como del yeyuno. La forma en que
se presente esta fase, la velocidad con que se extienda y el tipo de células presentes
también depende del sistema inmune del animal. {Garcia-Marin ef al., 2000; Pérez ef
al., 1996)

7. Patogenia e inmunidad del huésped
7.1 Transmision yentrada al huésped.
La via de entrada principal de la bacteria es la oral, a través de alimento y agua
contaminados o leche de madres infectadas, asi como por el amamantamiento en
ubres contaminadas con heces (Chiodini,. 1984, Hietela, 1992; Pavlik et al, 1999a).
Asimismo, algunos estudios, han encontrado que pudieran existir otras vias de
transmisidén de la bacteria, pues se ha aislado a partir de semen, en Utero, glandula
mamaria y de fetos, no obstante ninguna de éstas parece ser una forma importante de
infeccion (Chiodini,1984a). Una véz que la bacteria penetra por el tracto
gastrointestinal, puede ocasionar una infeccion transitoria en las tonsilas y linfonodos
de faringe, sin embargo no tiene importancia porque desaparece rapidamente, sin
dejar secuelas (Payne y Rankin, 1961). Cuando Map alcanza el intestino, es
endocitada por las células M del domo epitelial sobre el tejido linfoide organizado del
intestino, en las placas de Peyer (Garcia-Marin et al., 1992; Momotani ef al., 1988).
Los estudios sugieren que estas areas son favorables para las micobacterias, lo que
podria explicar la mayor susceptibilidad de animales jévenes, que cuentan con una PP
continua en todo el ileon y estan mas desafrolladas en yeyuno, ésto y la tolerancia

! Comunicacién personal.
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local sugieren ser uno los principales mecanismos para €l establecimiento de la
bacteria (Chiodini, 1996a; Juste ef al,1994; Kreeger, 1691). Es posible que existan
ofras vias de entrada para las bacterias, debido a infecciones en areas gue no cuentan
con células M (Chiodini, 1984). Las bacterias pueden ser lievadas en vacuolas por
medio de la transcitosis al tejido subepitelial e intraepitelial, donde se encuentran los
macrofagos, células blanco de la infeccidon por Map, residiendo en ellos, aunque
también es posible encontrar detritus de bacterias (Kreeger ,1991;, Momotani et al,
1986; Munk et al., 1990; Stabel 1999).

No se conocen receptores especificos para Map, pero en el caso de M. tuberculosis se
ha observado que intervienen en la adhesion receptoreé del complemento CR1, CR3 y
CR4. Algunas moléculas funcionan en un mecanismo de opsonizacion, mientras que el
receptor CD14, del complejo principal de histocompatibilidad, fibronectina, vitronectina,
facilitan la entrada de las bacierias no opsonizadas dentro de los macréfagos
(Bercovier, 1296; Clarke 1997b). Una vez dentro de los macréfagos, la bacteria reside
en el compartimenio endosomal, donde se mantiene viable y protegida casi por
completo de los factores de resistencia e inmunidad (Bendixen, 1978; Chiodini,
1996a). En varios estudios fue posible observar lisosomas, fagosomas o
fagolisosomas en los macrofagos, sin embargo la bacteria tiene mecanismos para
evadir {a fagocitosis (Clarke, 1997, Sweeney, 1996b). En un estudio in vifro de
Bendixen et al,. (1981), encontraron Map dentro de macréfagos hasta las 5 semanas
posteriores a la fagocitosis, cuando el cultivo celular se degradé por si soic y aunque
también fueron encontradas algunas bacterias degradadas dentro de los fagosomas,
los investigadores sugieren que es posible que se deba a la fagocitosis de bacierias
muertas en el cultivo celular. También Buerguelt etf al., 1994, demostraron la presencia
de bacterias en los macrdfagos después de la incubacion, sin embargo, cuando los
macrofagos fueron incubados con varias dosis de gamma-interferon, no encontraron
un efecto bactericida sobre los macrofagos infectados con Map, gque pudiera
comprobar la destruccidén de la bacteria, es probable gque se requiera otro estimuio
para activarios. Por otro iado, en un ensayo con las mismas células, cuantificaron
pequefos Picos de oxidacion, demostrando que la via dependiente del oxfgeno gue
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emplean los macréfagos para destruir a las bacterias, puede ser utilizada de manera

- esporadica y en pequefa escala.

7.2 Mecanismos de defensa de Map

Al igual que las ofras micobacterias, Map tiene diversos mecanismos de resistencia y
evasion de la fagocitosis (Zaho et al,. 1996). Uno de ellos es su pared con la capa rica
en lipidos y azucares complejos, donde se encuentra en mayor cantidad el
lipoarabinomanano, el cual parece jugar un importante papel en la entrada de la
bacteria a céiulas epiteliales y macrofagos, inhibe la activacién de ios macréfagos o
sus propiedades para eliminar microorganismos, por inmadurez de los fagosomas,
probablemente porque inhibe la bomba de ATPasa, como ha sido demostrado con M.
fuberculosis (Clemens y Horwitz, 1995, Sweeney, 1996). Por otra parte, se ha
demostrado que hay una inhibicién de la fusion fagosoma-lisosoma, probablemente
por los sulfatos que se encuentran en la pared bacteriana, que son antagonistas de
esta accion, ademas existe cierto grado de resistencia por parte de las bacterias al
ambiente interior del fagosoma (Clemens y Horwitz ,1995; Edwards y Kirkpatrick, 1986;
Frehel ef al., 1986; Tanaka, 1996,). Un mecanismo que parece utilizar la bacteria para
sobrevivir, es modificar el transporte de los nutrientes celulares, que ia micobacteria
parece aprovechar para subsistir (Ferhel ef al, 1886). También ocurre una inhibicién
de los mecanismos de las células para eliminar a las bacterias, tales como el oxidativo
y la via respiratoria, inhibiendo el 6xido nitrico por medio de glicolipidos‘ o con la
superéxido dismutasa (Eliner y Wallis, 1989).

7.3 Respuesta inmune a la infeccion.

Por lo general son macrdfagos inactivados los que fagocitan las bacterias recién
endocitadas, sin embargo la respuesta no se presenta inmediatamente, sino que
ocurre un lapso, que de acuerdo al modelo estudiado con tuberculosis, podria ser
alrededor de 20 dias, mientras tanto, son procesados los antigenos (Chiodini, 1996a).
La inmunidad generada contra las infecciones de micobacterias se basa en Ila
respuesta celular, ocasionando una hipersensibilidad retardada (Eiiner y Wallis, 1989). |

Dependiendo de la forma en que sean presentados los antigenos, se desarrollara la
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respuesta celular, a partir de ese momento se desencadena una cascada de eventos

movida por la actividad celular y las citocinas (Chiodini, 1996a; .Edwards y Kirkpatrick,

1986)

Los macrofagos infectados pueden procesar algunos productos bacterianos y

presentarlos al sistema de células T mediante el Complejo Principal de

Histocompatibilidad (MHC) clase i, activando principaimente finfocitos T CD4+,

aunque también puede ocurrir a través del MHC clase | cuando Map logra escapar al

citoplasma, entonces los T CD8+ se activan, y se convierten en los responsables de la

resistencia {Kauffman, 1995; Munk, 1980; Navarro ef al., 1998; Stabel, 1999).

Los macréfagos activados actian mediante la explosion respiratoria y la cascada del

oxido nitrico, las cuales posteriormente, son mejoradas por citocinas derivadas de los

mismos macréfagos y de linfocitos, principalmente el cooperador 1 (Th1) (Stabel,

1999}, inmediatamente después, los macréfagos producen interieucina 1 (IL1), factor
de necrosis tumoral alfa (FNTa) y factor estimulante de colonias de neutréfilos (MG-

CSF), los cuales aparentemente tienen un efecto autdcrino para eliminar a la bacteria

(Nathan, 1987). La IL-1 estimula la activacién de los linfocitos Th1 cuando se les .
presenta el antigeno, a su vez, estas células liberan IL-2, retroalimentando asi la

expansion de linfocitos CD4+ y CD8+ (Edwards y Kirkpatrick, 1996). Otras citocinas

producida por los CD4+ son: la IL-6, IL-8, el interferon gamma (IFNy), el factor de

necrosis tumoral beta (FNTB), cuya accion es dirigir la funcion de la respuesta celular.

Asimismo el IFNy limita el crecimiento intracelular de las bacterias e incrementa la

fagocitosis (Zaho et al,, 1996; Zurbrick et al., 1987); ésta es una citocina basica para la

resistencia a la infeccién de la micobacteria (Cooper et al, 1995). El TNFq pudiera

tener actividad bacteriostatica y bactericida, pues se ha observado en estudios de
crecimiento in vitro con M. tuberculosis (Stable, 1994, Clarke, 1997a). Ademas de su
accion quimiotactica, la IL-2 parece tener un efecto directo sobre la capacidad de
fagocitosis de los macréfagos (Hubbard y Coliins, 1991). |

Hay evidencia desde hace tiempo, que son principaimente los lfinfocitos T CD4+ y

CD8+ los involucrados en la resistencia a las micobacteriosis, pero estudios mas
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recientes han encontraron que en la inmunidad de la tuberculosis también tienen
relevancia los linfocitos T gama/delta (y8), que responden fuertemente a los
componentes de las bacterias produciendo principalmente 1IFNy, asi como IL-2 y el
MG-CSF y no requieren de ia presentacion por medio del MHC | y 1l (Follows et al.,
1992; Munk ef al., 1990; Stabel, 1999). Los linfocitos T CD4+ aifa/beta (a/B) son los
- principales productores de citocinas, especiaimente la IL-12, la cual ha demostrado en
estudios recientes, jugar un papel primordial en la resistencia a la infeccién con
micobacterias, pues promueve la proliferacion de linfocitos Th1, asi como la
produccion de IFNy, éste a su vez estimula la secrecion de mas IL-12. Asimismo, se
demostré que al neutralizar la monocina, se reducia la capacidad del animal para
controlar el crecimiento de la bacteria (Cooper et al,, 1995). También se ha encontrado
que las células T CD8+ a/p pueden producir IFNy y contribuyen a la activacién de
macréfagos {(Kauffman, 1995). No obstante, Navarro ef al,, 1998 sugieren que cuando
la enfermedad progresa y hay lesiones mas severas, puede deberse a una respuesta
ineficiente atribuible a los linfocitos CD8+ que disminuyen la actividad de los CD4+ y
por lo tanto la de los macréfagos. Por su parte, Littie ef al., 1996 observaron que en las
lesiones tuberculoides habia mayor cantidad de CD4+ y y3, mientras que en las
lepromatoides, enconiraron pocos linfocitos CD4+ y aunque no en un nimero muy
elevado, predominaban los CD8+, también se incrementé la cantidad de los y8. Por ios
estudios que se han llevado a cabo en ratones con cepas resistehtes y sensibles a las
infecciones por micobacterias, se ha planteado la hipdtesis de que los animales que
solamente desarrolian una respuesta de tipo Th1, son los que resisten la enfermedad,
mientras que los que evolucionan a una respuesta Th2 son los que ceden a la
enfermedad (Sweeney, 1996b). Por otro lado, se demostré en un estudio de Bassey ef
al., 1996, mayor proliferacién de linfocitos CD4+, CD8+ y v3 en becerros no infectados
con respecto a los infectados, al ser estimulados con fitohemaglutinina como mitdgeno,
sin embargo, al medir el IFNy producido, no hubo diferencias por grupo, sugiriendo
una liberacién complementaria en los bovinos infectados. Debido a que en este

experimento los linfocitos y& casi no produjeron IFNy, los autores sugieren, que no es
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probable que desempefien un papel importante en la proteccién de los animales
jovenes, en los cuales abundan estas células. Estas conclusiones son contrarias a los
hallazgos de ofras investigaciones en que se ha demostrado la importante produccién
de esta citocina por parte de los linfocitos y& (Follows ef al, 1992). Sweeney ef al,,
1996a hallé que la produccion de IFNy en vacas infectadas pero asintomaticas y con
bajas cargas bacterianas en heces, era significativamente mayor que la de vacas
clinicamente enfermas y eliminando abundantes micobacterias, resultados que se
repitieron y han sido comprobados en varios estudios (Clarke, 1996b; Stabel et al.,
1996}, hallando ademas que esta monocina incrementa la capacidad de fagocitosis de
bacterias (Zhao et al, 1996). Como ya se mencioné otras citocinas pueden jugar un
papel importante en la patogenia. Se ha descubierto un incremento en el FNTa en
ovinos con manifestaciones clinicas de la enfermedad con respecto a los controles
(Alzuherri et al., 1994). Sin embargo, Stabel, 1995 evalud la misma citocina en bovinos
con PTB clinica y subclinica, los hallazgos fueron que el FNTa se encontraba en
mayor cantidad en los animales sin manifestaciones, respecto a los controles y los
clinicamente enfermos, la autora sugiere que la enfermedad puede avanzar en la
medida que se disminuye la monocina, siendo determinante en la proteccién de los
animales. Posteriormente la misma autora investigd la accion del FNTa sobre los
macrofagos, mostrando que si bien éste incrementaba la fagocitosis e inhibia el
crecimiento de las bacterias dentro de las células, dependia de la cantidad y tiempo de
infeccion, y aunque los resultados no fueron consistentes, parece haber una tendencia
a que una dosis muy alta a corto plazo no mejora la accion de los macrofagos, pero si
io logra a mayor tiempo (Stabel, 1986).

También se ha demostrade que existen mecanismos citoliticos en la respuesta inmune,
mediada por células asesinas naturales (NK) y por una destruccion inespecifica dada
tanto por las células y/5 como por las o/f (Bercovier, 1996; Kauffman, 1988). Las
primeras son atraidas hacia el sitio de inflamacion después de la descarga de
antigeno, por lo cual son las que se encuentran en mayor proporcion en [as reacciones

locales (Munk ef al,, 1990). La accion de las células NK se ve potenciada por el IFNy
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(Edwardé y Kirkpatrick, 1996). La investigacién de Zhao y Collins, 1994, demostré una
menor canfidad de linfocitos T y/6 y de neutrofilos en circulacion periférica, sin
embargo los autores sugieren que pueda deberse a que estas células se congregan de
manera local en los tejidos afectados. Con respecto a los neutréfilos, Faldyn et al.,
1999, descubrieron que cabras adultas infectadas con Map pero sin manifestaciones
clinicas, contaban con una mayor poblacion de éstas células comparadas con los
linfocitos.

Durante la primera etapa de la enfermedad, se presenta una respuesta de tipo celular,
caracterizada por una reaccién de hipersensibilidad de tipo IV, generada por los
tinfocitos Th1 y las citocinas que secretan, pero conforme la PTB avanza a un estado
clinico, se desarrolla mas una respuesta dada por el estimulo a linfocitos Th2, por lo
cual empieza a predominar la liberacion de citocinas iL-4, IL-5, iL-8, e [L-10, las cuales
estimulan una respuesta de tipo humoral, mientras declina la primera respuesta
(Bercovier, 1996; Stabel, 1999; Sweeney, 1996b; Zhang ef al., 1995). Littie et al., 1996
sugieren que la persistencia de _la enfermedad podria deberse a un desbalance entre
las subpoblaciones linfocitarias, debido a que existen retroalimentaciones entre las
citocinas producidas y las células que las generan.

La inmunidad humoral no protege a los animales contra ia enfermedad, por lo cual la
mediada por linfocitos Th1 es esencial para mantener bajo control ia infeccién (Clarke
et al.,, 19962; Stabel, 1999; Sweeney, 1996b). En un estudio de Clarke ef al., 19962, se
clasificé a los animales en dos grupos de acuerdo a la respuesta inmune que
presentaban: el primero caracterizado por un predominio de la inmunidad celular, con
baja respuesta humoral, y altos niveles de IFNy y de IL-2, tipico de una respuesta
inmune de Th1. El segundo grupo con una baja inmunidad celular, elevada respuesta
humoral, niveles bajos de IL-2 y de IFN y, considerado como respuesta inmune de Th2.
La inmunidad observada depende del tiempo, ya que inicialmente se desarrolia la
repuesta inmune mediada por células y conforme la enfermedad progresa, se inicia ia
humoral, presentandose una relacién inversa enire los dos tipos de inmunidad
(Chiodini 1996a).
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Las lesiones del intestino ocasionan que se presente un incremento en la
permeabilidad del intestino, por lo cual se pierden proteinas, de 11 a 21 % de peérdida
de nitrégeno (Chiodini, 1984a, Rubin ef al,, 1999). El animal se mantiene en un estado
de catabolismo debido a la presencia del FNTo y se presenta emaciacion (Clarke,
19979, Silva y Faccioli, 1988). La diarrea es un signo caracteristico debido a las
lesiones del intestino, aunque, no se presenta de manera constante en pequefios
rumiantes (Hole, 1958). La mala absorcién del intestino causada por la lesién, no
parece ser un factor esencial en la patogenia de esta enfermedad, pues en un estudio
realizado por Juste ef al, 1992, no se observaron diferencias en la digestibilidad de
animales con paratuberculosis frente a animales sin PTB. Otros signos que suelen
presentarse son la deshidratacion, anemia y disminucion gradual de la produccion
lactea (Fodstad y Gunnarsson, 1979).

8. Lesiones anatomopatolégicas

La patogenia de la paratuberculosis se desarrolla principalmente por la reaccion
inmunoldgica del huésped mas que por el agente mismeo, ya que no se conhoce que
cause dafio o destruccién directa, sino que ocurre la muttiplicacién y la supervivencia
de la bacteria en presencia de una elevada cantidad de citocinas, que mantienen la
reaccion produciendo lesiones inflamatorias crénicas (Bendixen, 1978; Clarke 1997a
Chiodini, 1984). La enfermedad se relaciona con una hipersensibilidad tipo IV, cuya
reaccion inflamatoria resulta en un engrosamiento del tejido intestinal,
comprometiéndose la vascularizacion y el drenaje linfatico. En términos generales, la
lesidn tipica de PTB en intestino y linfonodos es granulomatosa, caracterizada por la
presencia de macrofages, linfocitos T, células epitelioides y células gigantes
multinucleadas, éstas (ltimas rara vez se encueniran en pequefios rumiantes, hay
ausencia de necrosis y fibrosis (Chiodini, 1996; Kreeger, 1991). '

8.1 Lesiones Macroscopicas

S6lo pueden observarse las lesiones macroscopicas cuando la enfermedad se

encuentra en una fase avanzada, enconirandose caquexia, atrofia muscular y
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degeneracion grasa (Bernabé ef al.,, 1991; Clarke y Liitle, 1994; Pérez ef al, 2000).
Puede haber edema en tejido subcutaneo y liguido seroso en cavidades,
principalmente ascitis (Pérez et al, 2000). Se aprecian alteraciones en intestino
delgado, principalmente en las porciones finales y en valvula ileocecal y
ocasionaimente en el ciego, en ovinos también se ha enconfrado afectada la parte
proximal del recto. La lesidon es un incremento en el grosor de la mucosa, que se
manifiestan con pliegues del tejido (Fodstad y Gunnarsson, 1979; Clarke y Little,
1994;Pérez ef al., 2000). En ovinos se ha descrito una apariencia granular rojiza en el
intestino o petequias en la mucosa cercana a valvuia ileocecal ademéas de una
pigmentacién amarilla-anarnajada en las lesiones (Clarke y Little 1994; Karpinski y
Zorawski, 1975). En las porciones afectadas puede aparecer linfangiectasia sobre la
serosa intestinal y el mesenterio, hasta los linfonodos (Bernabé ef al, 1991,
Dominguez, 2000). Los linfonodos mesentéricos se ven tumefactos y muy prominentes
en el mesenterio, en el interior se aprecia edema, aumento del tamafio medular,
aunque suele no diferenciarse bien de la zona cortical con pequefias nodulaciones
blanquécinas, puede mostrar un color diferente como marrén (Bernabé et al., 1991;
Fodstad y Gunnarsson, 1979; Pérez ef al., 2000; Vélez ef al., 1999a). También se
puede encontrar en forma secundaria, granulomas hepéaticos, mientras que en bovinos
hay mineralizacién del endocardio y aorta (Kreeger, 1991, Pérez ef al., 2000; Vélez et
al., 1999a).

8.2 Lesiones Microscépicas

Las lesiones microscopicas pueden ser apreciadas desde etapas muy tempranas de la
enfermedad. En infeccién experimental, Payne y Rankin, (1961) describieron lesiones
desde un mes posterior a la infeccién, aunque fueron raras y muy dificiles de detectar,
pues se trataba Unicamente de células multinucleadas tipo Langhans dispersas. Se
observan pequefos focos granulomatosos en la submucosa alrededor de las placas de
Peyer, que van creciendo y confluyendo, desplazando el tejido linfoide y llegando
hasta la lamina propia generando enteritis granulomatosa difusa (Chavez, 1992;
Garcia-Marin ef al., 1994, Nisbet ef al, 1982; Sigurdardéttir ef al, 1999). El
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engrosamientoc de la pared intestinal se debe al infiltrado granulomatoso,
principalmente en ia submucosa y la lamina propia (Fodstad y Gunnarsson, 1879,
Garcia-Marin et al, 2000), que provoca un ensanchamiento y aplanamiento de las
vellosidades intestinales y en casos graves fusién de las mismas (Garcia-Marin ef al,,
2000). Aunque basicamente se encuentra un infilirado mononuciear, en algunas
lesiones de ovinos se han encontrado polimorfonucleares, eosinéfilos y algunos
neutréfilos en las criptas de Lieberkuhn, que podrian no estar asociados a la PTB
(Nishet ef al, 1962). En casos graves se observa linfangiectasia e inflamacién de la
serosa (Bernabé ef al, 1991; Dominguez, 2000). Una de las lesiones mas
caracteristicas se encuentra en los linfonodos mesentéricos, observandose areas con
cumulos de macrdfagos, células epitelioides y gigantes en la zona cortical que
confluyen. En fa médula, pueden encontrarse bacilos acido-alcohol resistentes en su
interior, aunque el hallazgo es intermitente y depende del tiempo postinfeccién. En
cabras, es muy raro encontrar celulas gigantes (Bemabé., 1991; Fodstad vy
Gunnarsson, 1979; Payne y Rankin, 1961; Vélez et al., 1999a), Sin embargo en las
etapas iniciales de la enfermedad, no es comuin encontrar cambios en los linfonodos, y
cuando son hallados se observan pequeiios focos granulomatosos en ia zona cortical
(Sigurdardéttir ef al, 1999). Otros hallazgos descritos, son lesiones como lipidosis
hepatica asi como aigunos cambios en el encéfalo (Rubin ef al., 1999), en examen
histopatolégico de cabras infectadas naturaimente se ha descrito un infiltrado
mononuclear periportal y microgranutomas y un animal con hepatitis granulomatosa
con presencia de células gigantes (Bernabé ef al., 1991; Vélez et al., 1999a).

Varios investigadores han clasificado las lesiones producidas por PTB, en ovinos,
Pérez ef al,1996 publicaron un trabajo en rebanos infectados, donde se consideraron
los hallazgos a la necropsia de animales sacrificados por motivos diversos. Se
establecieron tres grados de lesiones, donde el Tipo 1 es el mas leve con granulomas
pequenos, delimitados en placa de Peyer ileocecal, el Tipo 2 con granulomas
delimitados que se encuentran también en mucosa adyacente a at tejido linfoide y el
Tipo 3 el mas severo, que consta de granulomas difusos localizados en placa de Peyer
y en mucosa asociada y no al tejido linfoide. Este Gltimo, ademas consta de otros tres
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subtipos,l dependiéndo del sitio del dafio y del tipo de respuesta presente: el 32
multifocal delimitado, el 3b con granuloma difuso no linfocitico y ef 3c lesién difusa
linfocitica, con bacterias abundantes (Pérez et al, 1996; Juste ef al, 2000b). lLa
descripcién completa de estas lesiones se encuentra en el Anexo

9. Diagnéstico |

Anteriormente el diagnostico de la PTB se Ilévaba a cabo por la presentacion de
signologia en los animales, las ofras opciones que se han empleado como el
aislamiento a partir de heces o de tejidos como el intestino, sélo se hacian para la
confirmacion, de la enfermedad (Hietela, 1992), sin embargo el problema radica en
lograr diagnosticar la enfermedad en la etapa subclinica {(Jergensen, 1987). Poco a
poco fue tomando mayor importancia la realizacion de un diagnostico temprano. Sin
embargo, hasta ahora sigue sin existir una prueba lo suficientemente confiable,
especialmente para detectar la enfermedad en sus jnicios (Collins, 1996; Hietela,
1992, Whittington, 1999). En 1a actualidad, los esfuerzos de la investigacién se han
intensificado en la busqueda de pruebas seguras, practicas y redituables para el
diagnéstico de la PTB (Collins, 1996; Eamens, 1996). |
En términos generales, fas diferentes técnicas pueden ser clasificadas en varios
grupos:

9.1 Métodos para la identificacion del agente‘et:blégico.

9.1.1 Cuitivo bacteriano '

El aisiamiento bacteriano mediante el cultivo de Map ha sido ia prueba mas confiable
desde que se descubrié ia enfermedad Yy aun continua utilizandose ampliamente para
la identificacion de la bacteria y por tanto de la enfermedad, asi como prueba control
para otros metodos (Hietela, 1992; Wittington, 1999).

El cultivo bacteriano se puede lograr a partir de heces o bien del tejido de los animales
afectados, principalmente de yeyuno e ileon y de linfonodos mesentéricos (Coliins,
1996). No obstante, las técnicas para llevario a cabo no se han podido estandarizar,

desde el medio de cultive que se puede usar, como el de Léwnstein-Jensen que se
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usa principalmente en Europa, mas que el de Herrold con yema de huevo utilizado
ampliamente por los laboratorios en E.U.A. (Collins, 1996; Eamens, 1986). En un
estudio realizado por Juste ef al., 1291 comprobaron que las bacterias provenientes de
diversas especies tienen diferentes exigencias en su crecimiento, mientras que las
Map de origen bovino crecieron mejor en el Herrold con piruvato de sodio, las
provenientes de pequefios rumiantes sélo pudieron aislarse en Léwenstein-Jensen sin
piruvato. |

Es necesario descontaminar las muestras empleadas para el aislamiento, par io cual
se ha utilizado durante mucho tiempo el cloruro de benzalconio y otros desinfectantes
(Riemann y Abbas, 1983) sin embargo, mas recientemente se han logrado buenos
resultados con el clorure de hexadecilpiridinium (HCP) para la descontaminacion de
muestras (Eamens, 1996). Asimismo, no se logra el crecimiento de Map si no se
agrega‘ miccbactina al medio de cultivo. Anteriormente la carencia de micobactina se
contrarrestaba mediante la adicion de un extracto de M. phlei, 2l medio, posteriormente
~ se encontrd que afRadiendo alguna fuente directa de hierro en el medio, era suficiente
para el crecimiento de la bacteria a pesar de ia carencia de micobactina (Riemann y
Abbas, 1983). Las variaciones en ias condiciones del medio de cultivo pueden afectar
la deteccién de la bacteria especiaimente cuando se encuentra en pocas cantidades
(Eamens, 1996). Ademas de ser especifico, el cultivb bacteriano tiene la ventaja de
gue permite identificar a los animales que estan eliminando la bacteria, cuando el
aislamiento es a partir de heces y se identifican a los individuos transmisores (Collins,
19886).

El principal inconveniente para este método es que el periodo de incubaciéon es muy
fargo, un cultivo primario puede llevar de 9 a 12 semanas para que se desarrollen
colonias visibles (Riemann y Abbas, 1993), aunque aigunos autores han logrado el
aislamiento desde las 3 semanas, un cultivo no debe ser dado por negativo anies de
16 semanas (Ramirez, 1982), incluso hay quien ha mantenido los cultivos por 15
meses, investigaciones (Pérez, ef al., 1996). Por otro lado, se encuentra el problema
de que la eliminacién de Map en heces ocurre de manera intermitenie y en etapas

tempranas o durante la infeccion subclinica, se eliminan cantidades pequeias de

32



bacterias, lo que hace més dificil su aislamiento, de manera que el cultivo negativo no
puede ser un resultado definitivo (Hietela, 1992), la sensibilidad de esta prueba en un
hato infectado naturalmente es del 50%. Una desventaja mas para el cultivo bacteriano
es el alto costo de la prueba (Collins, 1996).

Algunos esfuerzos se han encaminado a realizar el cultivo bacteriano de una manera
mas rapida y sencilla, tal es el caso del cultivo utilizando una técnica radiométrica, la
cual aventaja a la anterior en rapidez y sensibilidad (Hietela, 1992). Esta nueva técnica
se basa en el cultivo en un medio liquido especial que contiene un radicisétopo como
marcador, para medir el CO, que se desprende del metabolismo de la bacteria, cuando
ésta crece en el medio, ain antes de que se observen las colonias, por lo que un
cuitivo negativo se puede descartar a las 7 semanas de incubacion. Este sistema
radiométrico es conocido como el sistema BACTEC,*® sin embargo tiene un alto costo,
por lo que sblo algunos laboratorios especializados cuentan con él, utilizandose a
escala experimental (Collins, 1996, Hietela, 1992).

Como una manera de disminuir costos en rebafios ovinos muy grandes, Whittington,
1999 llevo a cabo el cultivo fecal a partir de una mezcla de heces de muchos animales
de la misma granja. Se encontrd que aun mezclando heces de animales conocidos
positivos con negativos, era posible lograr el aislamiento, mas aln, al evaluar esta
técnica con prtjeba de IDGA, se observé que Ia primera detectdé 14 rebafios positivos,
mientras que la segunda solamente en 4 rebafios hubo resultados positivos.

9.1.2 Examen microscépico

La identificacion de la bacteria también puede llevarse a cabo en un examen
microscépico directo, con muestiras teflidas mediantie el método de Ziehi-Neelsen, ya
sea en una biopsia de la mucosa rectal o a partir de heces. Estas pruebas han sido
ampliamente utilizadas en bovinos, sin embargo existe el inconveniente de que el
resuttado negativo no es seguro por los mismos motivos del cultivo fecal, ademas de
que sueie ser dificil la observacion por el tamafic pequefio y porque tienden a

agruparse, perdiendo la forma de bacilos. Contraric a lo que ocurre en el cultivo
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bacteriano, el resultado positivo tampoco es definitivo, ya que otras bacterias acido-
alcohol resistentes habitan normalmente el tracto gastrointestinal, aunque con aiguna

experiencia pudieran ser descartadas (Hietela, 1992).

9.1.3 Histopatologia

Asimismo, el examen microscopico para lé deteccion de la bacteria puede realizarse
mediante el uso de técnicas de histopatologia con tincion de Ziehl-Neeisen (Riemann y
Abbas, 1983), para elio es muy importante contar con las muestras de tejidos
adecuadas, es decir de sitios especificos del intestino de los animales donde hay
placas de Peyer, principalmente en ifleon distal y valvula ileocecal, pues de esta
manera se reduce el costo de la prueba, que es una de las desventajas que tiene
(Marshall et al., 1998). Igual que la observacién de bacterias acido-alcohol resistentes
en heces, tampoco es una prueba definitiva el hallazgo de algunos bacilos en las
muestras de tejidos, pues pudiera tratarse de micobacterias saprofitas. Otro
inconveniente importante de esta técnica es que dependiendo del patrén de lesiéon que
se desarrolle en el animal, sera la facilidad para encontrar bacterias. En términos
generales, se han clasificado en lesiones de tipo lepromatoide o multibacilar, con gran
cantidad de Map y tuberculoide ¢ paucibacilar con pocas o ninguna bacteria (Clarke et
al, 1996c). En un trabajo realizado por Bastianello y Huchzermeyer en 1994,
encontraron que aproximadamente el 30% de las borregas con lesiones caracteristicas

de PTB, eran positivas con Ziehl-Neelsen.

9.1.4 Pruebas genéticas

Los métodos mas recientes en el diagnéstico de la PTB se han dado en ia deteccién
de ia bacteria, mediante pruebas genéticas. El avance mds importantie se dio cuando
se identificé un elemento de insercion del ADN de Map designado como 1S800, este
puede detectarse mediante técnicas de hibridizacion o de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR por sus siglas en inglés). Esta prueba tiene una especificidad del

100%, pues no se ha podido identificar el fragmento en ninguna otra bacteria

2 Becton Dickinson Laboratories, Inc, Sparks , MD.
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(Bauerfeind et al, 1996; Coliins et al., 1990; Collins, 1996). Tiene ademas todas las
ventajas enconiradas en el cultivo bacteriano, pero ademas, con esta prueba se
obtienen resultados rapidamente, todo el proceso lleva 3 dias. Algunas desventajas
para esta prueba son que la sensibilidad es menor que el cultivo, ya que se requiere
aproximadamente 10%-10* microorganismos por gramo, para lograr la identificacién
(Collins, 1996; Hietela, 1992). Se han hecho numerosos intentos por mejorar la
~ sensibilidad, pues en animales poco eliminadores, la prueba es poco eficiente
(Eamens ,1996).

En un trabajo reciente, Garrido ef al, (1999) utilizaron varias técnicas para la
concentracién y purificacion de Map, logrando una sensibilidad de 94% y una
especificidad de 92% en la prueba de PCR para muestras fecales de ovinos. En otro
estudio realizado por Gwédzdz et al., (1997), el hallazgo fue que es importante el
organo de la muestra para lograr mejores resultados en la sensibilidad, siendo alta con
muestras de ileon e higado y baja en linfonodos y sangre. Otra desventaja es el costo
de la prueba que probab‘lemente similar al del (Coliins, 1996; Hietela, 1992).

9.2 Métodos para la déteccién de la respuesta inmune celular.

La respuesta inmune de los animales infectados mediada por linfocitos T, la cual va
decreciendo conforme avanza la enfermedad, mientras que se incrementa la respuesta
humoral (Collins, 1996). Debido a lo anterior, es que las pruebas destinadas a
determinar la respuesta celular, son de mayor utilidad en etapas tempranas de la PTB.
Por el conirario, cuando existe una manifestacién clinica, los resultados positivos a
éstas pruebas decrecen (Hietela, 1982).

9.2.1 Prueba de intradermorreaccion (IDR).

Esta mide una hipersensibilidad retardada cuando se aplica un antigenc por via
intradérmica. El animal sensibilizado desarrolla una respuesta local que se manifiesta
con un engrosamiento de la piel de 48 a 72 h después de la aplicacion (Coliins, 1996;
Hietela, 1992; Riemann y Abbas, 1983). Hay varias posibilidédes para la IDR en &l
diagnostico de la PTB, una de ellas es la aplicacion de la tuberculina doble
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comparativa o Unicamente ia aplicaciéon de M. avium. Asimismo, se ha desarrollado
una prueba especifica llamada Johnina, en ia que el antigeno que se aplica procede
de Map. Ninguna de las opciones ha tenido suficiente éxito. En el caso de la Jonhina,
lo mas probable, es que se deba a que la bacteria tiene mas antigenos en comun con
las micobacterias saproéfitas dando falsos positivos, mientras que resultados faisos
negativos podrian deberse a que la Johnina produce una desensibilizacién local
temporal (Collin's, 19986, Kreéger, 1991). En general, las reacciones cruzadas son la
causa fundamental de los resultados falsos positivos, principaimente con M avium,
aunque también pueden ocurrir con micobacterias no patoégenas (Mycobacterium spp)
o con otras bacterias del orden de los Actinomicetales, como la Nocardia asteroides,
Actinomyces spp, Dermatophilus spp, Streptomyces spp y Corynebacterium
pseudotuberculosis (Juste, 2000a) pues las preparaciones pueden contener antigenos
comunes (Chiodini, 1984; Hietela, 1992; Ralph, 1989) Comparada con ofras pruebas,
la sensibilidad no es mayor del 55% mientras que la especificidad va de 35 a 45%
(Pavlik et al., 1999b; Riemann y Abbas 1983). En caprinos los resuitados tampoco han -
sido adecuados, ya que proporcionan una sensibilidad media, encontrandose hasta un
50% de falsos positivos (Elsken ef al, 1965). No obstante los inconvenientes que
tiene, eésta puede ser utilizada como una prueba tamiz o para evaluar los programas de
control (Hietela, 1992), asimismo, tiene gran utilidad cuando se aplica con examenes
serologicos. En un trabajo realizado por Collins et al., 1984, la sensibilidad lograda en
conjunto con la prueba de Contrainmuno-electroforesis (CiE) fue del 83 %, con una

especificidad cercana al 100%.

8.2.2 Aplicacion de un antigeno intravenoso.

Como una variante de la IDR, se instrumenté una forma sistémica, con aplicacion
intravenosa de los antigenos empleados en elia, en cuyo caso se evalla el incremento
de la temperatura corporal unas horas después de la inyeccién, o bien se mide la
relacién entre neutrdfilos y linfocitos antes y después de la aplicacidén de la Jonhina
(Riemann y Abbas, 1983).
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Para cualquier clase de prueba del tipo de hipefsensibilidad retardada existe el
problema de que los animales no tienen una respuesta persistente y pueden volverse
anérgicos (Riemann y Abbas, 1983).

En vista de fodos los problemas que tiene la IDR para medir la respuesta inmune
celular, estd siendo reemplazada por ensayos in vitro para determinar la presencia de

citocinas producidas por los linfocitos sensibilizados (Collins, 1996).

9.1.3 Transformacion Blastoide [Linfocitaria (TL)].

Esta prueba se basa en la medicidn de la respuesta blastogénica de los linfocitos ante
un estimulo antigénico especifico, cuantificando la cantidad de timidina tritiada,
precursor de DNA, que incorporan los linfocitos.

En 1977 y 1978, Buergelt et a/, utilizaron la TL en animales infectados naturaimente y
encontraron sensibilidad y especificidad superior a las pruebas convencionales con
40-60% y 84% respectivamente. Johnson ef al, (1977), trabajaron con animales
infectados experimentalmente', hallaron que el 100% de los infectados fueron
detectados a los 112 dias postinfeccién, con mejores resultados que con otros andlisis.
Joargensen (1987) hace referencia a la importancia en el uso de esta prueba en etapas
iniciales de la infeccion, cuando los animales excretan pocas bacterias.

9.1.4 Inhibicidén de la migracion linfocitaria.

Es otra prueba in vifro para detectar la inmunidad celular, la cual se basa en la
medicién de la inhibicion de fa migracion de macréfagos en un gel, por la secrecion de
citocinas producidas por los linfocitos estimulados {Riemann y Abbas, 1983) Aunque
los primeros ensayos se realizaron desde 1964, esta prueba no ha sido muy utilizada
en el diagnodstico de la PTB.
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8.1.5 Deteccion de Gamma Interferon (IFN-y)

Fue el primer examen para citocinas que se desarrolld, pues los estudios mostraron
que la exposicién a las micobacterias (M. bovis), estimulaba a los linfocitos T para
sintetizar tFNy en grandes cantidades (Ralph, 1989). La prueba consiste en estimular
muestras de linfocitos circulantes con un derivado proteico purificado de M. avium y
medir la liberacion de IFNy mediante una ELISA con anticuerpas monoclonales contra
esa citocina. (Collins, 1996). La prueba detecta animales infectados durante la etapa
subclinica de la enfermedad. Stabel, 1996 encontrdé que las vacas que no
manifestaban signologia tenian niveles de IFNy significativamente mayores qgue vacas
clinicamente enfermas y no infectadas. Sin embargo, Billman-Jacobe ef al., 1982
habian encontrado que la sensibilidad para detectar vacas subclinicas era de 70 a
93%, incrementandose hasta el 100% para animales clinicos. Por otra parte se ha
denunciado que el empleo de la prueba de IFNy en animales infectados artificialmente
es variable, con diferentes respuestas a o largo del tiempo, aunque funciona mejor
para la fase inicial de la infeccién, que las pruebas seroldgicas (Eamens, 1996).
También Pérez et al., 1994 la empiearon en corderos infectados experimentaimente, la
prueba fue capaz de detectar a los animales durante la fase inicial de la enfermedad,
pero los resultados no fueron constantes.

El producto de estos estudios es de gran importancia por la posibilidad de detectar
animales con PTB subclinica, en efapa temprana y llevar a cabo un mejor control de la
enfermedad. Ademas del costo que tiene la prueba, un inconveniente es la dificultad
de trabajar tas muestras pues no debe exceder en 16 h después de ia obtencién de
sangre con heparina, para efectuar la estimulacion (Collins, 19986).

8.2 Métodos para la deteccion de anticuerpos

Son muchas las técnicaé que han sido probadas para la deteccion de anticuerpos
contra Map en el suero de los animales infectados, algunas de ellas se han utilizado
con mayor frecuencia (Collins, 1996).
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A pesar de los esfuerzos por encontrar la mejor prueba serolégica, siempre ha existido
el inconveniente de que los niveles de ia respuesta humoral se incrementan en
animales ya con curso avanzado de la enfermedad, coincidiendo con la aparicién de
lesiones macroscopicas, apenas un poco antes de la manifestacién de signos clinicos,
momento en el cual ya se excretan numerosas bacterias al ambiente y se puede
intentar el aislamiento a partir de heces (Collins, 1996, Chavez, 1993; Hietela, 1992).
Casi siempre coincide la elevacién de anticuerpos séricos con el inicio de ' la
eliminacion de bacterias en heces, asi como con la caida de la respuesta inmune
celular (Hietela, 1992), cuando ésta falla, son los anticuerpos los encargados de
controlar la infeccién, aunque nunca lo logran y la contaminacion ambiental crece
aumentando la posibilidad de infectar nuevos animales(Ralph, 1989).

Por ofra parte, estas pruebas son indicativas de que el animal ha estado expuesto al
agente, pero no aseguran que padezca la enfermedad.

9.2.1 Fijacion de Complemento (FC).

A pesar de que ha sido ampliamente utilizada en ganado vacuno cbmo prueba tamiz
en Europa y se ha venido estudiando casi desde la identificacion de la enfermedad, se
ha demostrado que no es confiable para la deteccién de animales subclinicos (Coliins,
1996; Goudswaard y Terporten-Pastoors, 1972). Los anticuerpos son detectados
cuandc ya se presentan los signos, pero decrecen al avanzar la enfermedad,

encontrandose falsos negativos, hasta en un 60%, obtenido por Buergelt ef al., 1977.

9.2.2 Inmunodifusion en Gel de Agar (IDGA).

Las caracteristicas importantes de esta prueba de precipitacién son su bajo costo y su
sencillez, es utilizada en bovinos, ovinos y caprinos (Hietela, 1992). Los resultados
obtenidos han mostrado que es aplicable en animales con infeccion clinica, con
sensibilidad aproximada al 50%, ya que en animales subclinicos disminuye hasta
menos del 30% (Goudswaard y Terporten-Pastoors, 1972; Hietela, 1992). En 1968
Merkal et al. encontraron buenos resultados en ovinos. En la aplicacion de IDGA en

caprinos, Pérez et al, 1994 obtuvieron resultados positivos desde el dia 120
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postinfeccion, pero de manera inconsistente, relacionada siempre con lesiones
severas o difusas. Mas recientemente, Vélez, 1998 obtuvo mejores resultados
aplicando IDGA cabras infectadas naturaimente que con otras pruebas.

9.2.3 Inmunoensayo Enzimatico (ELISA).

La prueba serolégica mas utilizada y en la cual se han enfocado ia mayoria de los
esfuerzos por mejorar los resultados, es la de ELISA (Eamens, 1996). En términos
generales esta prueba se ha caracterizado por su alta sensibilidad y especificidad, asi
como por ser rapida y econdmica, siendo en la mayoria de los casos superior a las
otras técnicas (Sanchez-Vizcaino y Cambra, 1987), sin embargo, como en las demas
pruebas serologicas, el ELISA no ha dado buenos resuitados en el diagnéstico de la
PTB. Algunos de los primeros hallazgos mostraron sensibilidad que podia ir desde el
40 hasta el 75%, con especificidad del 90%, igual que en otras pruebas serologicas,
los resultados se ven afectados por el grado de afeccidén de los animales (Paviik et al.,
1999b). Clarke et al., 1996¢, obtuvieron sensibilidad del 86% en borregas con lesién
de tipo muitibacilar, muy semejante al resultado obtenidc por Billman-Jacobe ef al.,
1992 donde la sensibilidad en ganado con infeccion avanzada fue del 80%. En
caprinos, Molina ef al., 1990 encontraron hasta un 88% de sensibilidad con el 95% de
especificidad, al adsorber los sueros con M. phlei, ésta se incrementd un 2% pero la
primera bajd hasta el 64%. A pesar. de los resultados desalentadores, las
investigaciones para encontrar un mejor antigeno que aporte resultados superiores en
la prueba de ELISA han continuado (Eamens, 1996). Asimismo, los esfuerzos también
estan encaminados en modificar la técnica mediante la automatizacion para reducir el
tiempo de trabajo (Dimech, 1999).

9.2.4 Contrainmuno Electroforesis (CIE)

Esta prueba no ha sido utilizada convencionalmente para el diagnéstico de PTB, sin
embargo su aplicacion en la tuberculosis humana (Quesada,1983) es un indicio de que
puede ser de gran utilidad para esta enfermedad. Son pocos los estudios que hay al
respecto en PTB (Molina et al., 1296; Shome ef al., 1996). Ovied_o, 1981 encontrd que
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el empleo de esta prueba en ovinos, es mas sensible que IDGA, sin embargo, no logro
detectar corderos positivos aln después de dos afios de infeccidn experimental. Por
su parie, Dominguez, 2000 obtuvo resuitados comparabies utilizando CIE, IDGA y
ELISA, para determinar la presencia de anticuerpos en cabras inmunizadas, con la
ventaja de que la CIE reporta resultados en una hora, siendo una técnica facil y

economica.

9.2.5 Pruebas poco utilizadas.

Otros andlisis han sido empleados en el diagnostico, como el ¢caso de anticuerpos
fluorescentes q.ue Goudswaard y Terporten-Pastoors evaluaron desde 1972,
encontrando que los resultados eran similares a los obtenidos con IDGA. Por su parte,
Paiiwal et al, 1984, descubrieron que la prueba de anticuerpos fluorescentes era
buena para diagnosticar la enfermedad en cabritos en cualquier etapa de la misma. O
bien la prueba de Radioinmunocanalisis, que habiendo obtenido sensibilidad del 87% vy
especificidad del 74% (Warsaae, 1978), no ha sido utilizada para investigaciones en la
infeccién natural.

9.3 Pruebas especificas

Ensayos mas especializados se han desarrollado mas con fines de investigacion que
de diagnéstico. Tal es el caso de la deteccion de diferentes citocinas. Adams ef al.,
1906, investigaron la expresion del ARN mensajero del FNT-o y la IL-6, encontrando
que después de la estimulacioén in vitro, se expresaba igual en becerros infectados
natural y artificialmente que en los no infectados. ‘ |

En general el diagnostico de la PTB es complicado, ha habido problemas en
sensibilidad y eficiencia de aigunas pruebas, mientras que otras no estan
suficientemente desarrolladas, por lo cual no hay una que sea del todo satisfactoria
(Bendixen, 1878; Garrido et al., 1999; Kreeger, 1991; Riemann y Abbas 1983). Como
consecuencia, ios animales portadores no son detectados y contindian diseminando la
enfermedad (Hietela, 1992; Kreeger, 1991).
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Uno de los conflictos ha sido el diagnéstico de animales portadores o en la etapa
silenciosa y subclinica de la enfermedad. Esto se complica mas en el caso de animales
resistentes que han estado expuestos al agente etiolégico y dan resultados positivos
en respuesta celular, pero no presentan lesiones en el examen postmortem (Bendixen,
1978). Asimismo, se dan falsos negativos debido a cierta tolerancia o fenémenos de
anergia en individuos en una fase avanzado de la enfermedad (Dunkin 1928), en estos
casos se ha sugerido que puede ser causada por la deficiencia de proteinas
(Bendixen, 1878). En un estudio realizado por Davis ef al., (1974), utilizando la prueba
de transformacion de linfoblastos, encontr6 que hay una inhibicibn en I[a
transformacién de ios linfocitos por un supresor humoral, por lo cual no responde. Esto
ocurre como una retroalimentacion negativa para controlar la respuesta inmune y
evitar una destruccion excesiva de tejido. _

En conclusién, la utilizacion y eficiencia de las pruebas diagndsticas se basa
principalmente en las condiciones de la granja, de la especie de que se trate y de la
finalidad que persiga el diagnéstico. Por supuesto, cualquier prueba que se utilice,
serd mas eficiente cuando se toman en consideracion los datos de ia historia clinica
del hato o rebafo, asi como el examen clinico y las lesiones encontradas en ios
animales al practicar la necropsia (Whittington, 1999).

10. Control

A pesar de que la PTB se ha conocido desde hace muchos afios, aun continia
investigandose la forma de controlaria (De Lisle, 1996), el control es compiicado
primeramente por el periodo tan fargo en el que los animales se mantienen en etapa
subclinica y por el desarrollo paulatino de la etapa clinica (Rossitier y Burhans, 19986).
También ha afectado la falta de pruebas gue sean totaimente aceptadas y que tengan
resultados precisos (Westendorf y Zirkle, 1995). Por orto lado, se requiere que las
medidas se lleven a cabo para cada granja en particular, dependiendo de los factores
que la rodean, las caracteristicas del hato, del lugar y la finalidad de los animales', asi
como de los recursos con los que se cuenten {Collins, 1994; Rossitier y Burhans,
1996).
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10.1 Tratamiento

La PTB es una enfermedad mortal, por lo que se ha intentado probar diversos
antibidticos para eliminar a la bacteria (St. Jean, 1996). A pesar de ello, no existe
tratamiento para esta enfermedad, debido a que Map es intracelular, requiere
antibidticos especiales tales como la isoniazida, la rifampicina y la amikacina; se ha
observado que el agente es sensible a algunos de los farmacos usados cominmente
confra la tuberculosis, pero el costo de las drogas y la duracion del mismo, hacen que
sea poco razonable su utiizacién en animales (St. Jean, 1996). Mas aun, se ha
observado que ni aun administrando los antibiticos de forma preventiva, o por largos
periodos, es posible evitar la infeccidn y el desarrollo de las lesiones. Ademas, la
enfermedad clinica es una fase terminal, por lo cual los animales pueden responder
por algun tiempo al tratamiento y recaer posteriormente, pero siempre contindan
eliminando la bacteria {Chiodini, 1984; Gezon et al., 1988; Kreeger, 1981).

10.2 Manejo de la granja

Debido al fracaso en el fratamiento los esfuerzos.se han enfocado al conirol de la
enfermedad.

Un punto importante para lievar a cabo el control, como en las demés enfermedades
de rumiantes, es que debe ser tratada como una enfermedad de hato y no de
individuos y es necesario conocer la prevalencia en el hato o rebano, para decidir las
acciones a realizar (Collins, 1994). En general, lo mas practico es mejorar el manejo
de la granja, como lotificacion de los animales, alimentacion adecuada, manejo de
excretas, ya que todo productor puede usario como su principal recurso, sin una
inversién considerable y enfocarse a llevar a cabo una prevencion (Rossitier y
Burhans, 1996). '

Una fase importante para iniciar el control es en la crianza de los animales; ya que es
la etapa en la cual hay mayor susceptibilidad, las mejoras que se realicen en el manejo
de los animales jovenes tendran una repercusion positiva en el control de PTB y otras
enfermedades de esta etapa (Collins, 1994). Se debe implementar medidas de higiene
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basicas para los corrales de alojamiento como la limpieza periddica, principaimente en
los parideros y corrales de recria. Los becerros o crias de otras especies deben
separarse de su madre y no debe ser utilizada la leche y calostro de madres con
signologia de PTB (Rossitier y Burhans, 1996; Stehman, 1996). En general para toda
granja, un manejo adecuado de la enfermedad depende de controlar la transmision
gue se da por via oral a través de las heces, principal fuente de infeccion para los
animaies, por lo que es importante la disposicién adecuada de las mismas, evitando el
contacto con los animales susceptibles, mientras mas limpios se encuentren los
alojamientos, las ubres permaneceran menos contaminadas cuando las crias mamen
leche, el estercolero debe ubicarse en un sitio alejado de los corrales especialmente el
de animales jovenes, evitando también la posible contaminacién del alimento, un buen
disefio de comederos también evita esa contaminacion (Collins, 1994; Gezon ef al.,
1988; Rossitier y Burhans, 19§6; Stehman. 1896).

'Es basico, independientemente de la estrategia que se tome, el adquirir animales de
reemplazo a partir de hatos certificados como negativos, o bien que hayan sido
probados por lo menos 2 veces, con diferencia de 6 meses (Larsen, 1950; Rossitier y
Burhans, 1996), aunque una mejor recomendacion es mantener el hato cerrado
- {Sockett, 1996b). En este caso, y debido a que puede ser dificil el conseguir rebanos
no infectados, es posible mejorar la situacion criando reemplazos libres de PTB, a
partir de hembras y machos seronegativos {Gezon, 1988).

Cuando los animales se encuentran en pastoreo, se debe llevar a cabo un manejo
especial, pues sueie ser mas problematico, por lo general, el pastoreo intensivo y de
alta densidad, incrementa las posibilidades de transmisién. Se debe evitar la
fertilizacion con abono de la granja, maniener libre de contaminacidn las fuentes de
agua y hacer una rotacion de potreros adecuada (Gezon, 1988; Stehman, 1996).

De gran relevancia para tratar de controlar l-a aparicion de casos clinicos es mantener
una alimentacidn adecuada de los animales, aunque esto no baja la prevalencia a
corto plazo (Collins, 1994).

Otras medidas que deben ser consideradas son el control de fauna silvestre que

pueda transmitir {a enfermedad, teniendo especial cuidado en los sitios de pastoreo,



también se debe vigilar el contacto con otras especies de rumiantes domeésticos
(Williams ef al., 1983; Riemann y Abbas, 1983; Greig et al., 1996)

Es posible que el tomar fodas estas acciones para intentar controlar la enfermedad
sean poco practicas y en muchos casos dificiles de implementar, ademas de que el
avance en el control seria muy lento si sélo se utilizara el mejoramiento del manejo, sin
embargo es importante conocerlas de manera que puedan implementarse algunas de
ellas en la medida de lo posibie, ya que son de utilidad cuando se suman a alguna de
las estrategias que se describiran.

10.3 Esfrategias para la erradicacion

Una de las formas en las cuales se ha tratado de controlar y erradicar la enfermedad
desde hace muchos afios es la eliminacion de los animales enfermos y positivos a las
pruebas diagnésticas, sin embargo no siempre ha sido del todo satisfactorio porgue
toma mucho tiempo la obtencidn de resultados, ademas de que es complicado cuando
hay seroprevalencia alta de algunos hatos (Saxegaard y Fodstad, 1985). El problema
de no contar con una prueba suficientemente .conﬁable parece que ha desaparecido
-en los Gltimos afios mediante el uso de ELISA o pruebas de PCR para identificar el
ADN, sin embargo, pese a su eficiencia, ésta itima es aun mas cara para poder
utilizarse rutinariamente (Collins, 1994; Garrido et al, 1999; Wittington, 1999), otra
dificultad para aplicar este método es cuando el hato .o rebafio presenta una
prevalencia alta.

De cualquier manera para realizar un programa de control de la enfermedad, es
necesario hacer pruebas de diagnéstico, aunque el veterinaric y el duefio de los
animales deben discutir la interpretacién de los resultados y las acciones que se tomen
a partir de ellos, ademas de considerar las cualidades de la prueba o pruebas que se
décidan emplear (Collins, 1994; Rossitier y Burhans, 1996).

Una de las razones principales de lievar a cabo pruebas de diagnéstico es establecer
la prevalencia o una aproximacién del niimero de animaies infectados en la granja. A
partir de elio se puede establecer la forma en que se manejara la situacion (Collins,

1994). La eliminacion de todos los animales seropositivos es la forma mas_efectiva
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para reducir la prevalencia con resultados rapidos, también es posibie aplicar esta
medida a su descendencia, por el riesgo de haber sido infectados desde el nacimiento
por la contaminacién del ambiente en que se desarrollaron y principalmente de la ubre,
asi como la posible infeccion en el dtero o a iravés del calostro (Collins, 1984;
Rossitier y Burhans, 1996; Wilesmith, 1981). La aplicaciéon de este método de control
dependera en gran medida de la cantidad de animales positivos, puesto que el
sacrificio de los animales implica pérdidas econdmicas importantes (Rossitier y
Burhans, 1996). Sin embargo Elsken ef al.,, 1965 concluyeron en su estudio que la sola
eliminacién de seropositivos no elimina la PTB del rebafio, pues los animales
seronegativos también eliminan bacilos, aunque en menor cantidad, hasta un afo
antes de seroconvertir, por lo cual es necesario usar por lo menos dos prucbas
complementarias.

Debidoe a lo anterior, se puede optar por eliminar s6loc aigunos de los animales
positivos, iniciando por los gue tienen manifestaciones clinicas, ya que son los que
eliminan la mayor cantidad de bacterias (Rossitier y Burhans, 1996), por otro lado, se
ha observado que las crias de animales infectados tardan al menos 6 meses en iniciar
la eliminacion de Map en las heces, por lo que de ser necesario, los animales podrian
permanecer en el rebanc durante un pericdo hasta de un ano (Jgrgensen, 1987). Al
mismo tiempo se puede separar a los animales positivos del hato o rebafio,
manejandolos por separado mientras pueden ser eliminados, sin embargo, no siempre
resulta practico, dependiendo del nimero de animales por grupo.

Una aiterativa a ésta dltima accion, puede ser el identificar bien a los animales
positivos, de manera que sean considerados para poder llevar a cabo jas medidas
mencionadas anteriormente. Esta seria la estrategia a seguir cuando Ia prevalencia del
rebario es alta y no permita eliminar a ios positivos, io cual puede variar en cada granja
desde un 35% en adelante.

Es importante que al decidir Hlevar a cabo una estrategia, ésta sea complementada con
otras medidas. Véiez ef al., (1999b) hicieron un estudio para controlar la PTB en dos
rebafos caprinos, los resultados expuestos fueron gue en donde se eliminaron a los

animales seropositivos y se llevaron a cabo las medidas de higiene sugeridas, la
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prevalencia se redujo casi al 0%, mientras que en el rebafio donde no se adoptaron las
recomendaciones, se incrementd el grado de infeccién mas del doble.

En cuaiquier estrategia que se lleve a cabo es importante el punto de vista econémico,
Juste y Casal, 1993 hicieron un ejercicio de simulacién del costo-beneficio de
diferentes programas de control, incluyendo la inmunizacién. Los resultados mostraron
que el mejor programa era el de la sola vacunacién, mientras gque las estrategias de
eliminacién sola y eliminaciéon con vacunacion, resuitaban mas costosas que no

intervenir.

10.4 Inmunizacion

En contraste con lo anterior, la vacunacién contra esta enfermedad ha mostrado
buenos resultados. La idea fue introducida desde 1926, cuando encontraron gue la
inyeccion subcutanea dei M. paratuberculosis, no ocasionaba la enfermedad. Sin
embargo existe controversia con respecto a su eficiencia (De Lisle, 1998). Muchos son
los informes respecto a los logros obtenidos a partir de la vacuna. Doyle, 1964
menciona que después de 20 afios de vacunacién en Francia se ha demostrado la
eficiencia en el uso de la vacuna. Las conclusiones de Spears, 1959 después de 15
anos de vacunacioén en Gran Bretafia, publicadas en 1959 coincidieron con el anterior.
Otros autores han investigado el efecto de la vacuna en el control de la PTB con
resultados similares (Larsen ef al., 1978; Stuart, 1965; Wilesmith 1982). Un programa
similar fue establecido en lowa, EUA, por Thoen y Moore, 1989, evaluandc durante 6

afios, los productores notificaron una disminucién significativa en las pérdidas

ocasionadas por PTB. Muchos de los esfuerzos han sido encaminados para el control
de la enfermedad en ovinos. Larsen et al., 1964 investigaron si los corderos de madres
enfermas, desarrollaban la enfermedad después de ser vacunados, el resultado fue
gue Unicamente un animal vacunado desarrollé la enfermedad, contra un 38% de los
no vacunados. En Islandia la bacterina redujc en 83 % la mortalidad por
paratuberculosis, aplicandola en corderos de 141 granjas durante 3 afos, las fallas en
la vacuna se estimaron solo en un 0.6% (Sigurdson, 1969; Stehman, 1996). Cranwell,

1993 apoy6 las conclusiones sobre la eficiencia de la vacuna, pues ademas en el
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rebafio en que trabajo, desaparecieron los casos clinicos en 3 afios. Aunque con
menos estudios, los caprinos no han sido la excepcion en la inmunizacion. En
Noruega, la inmunizacion resultd exitosa al reducir la prevalencia de la enfermedad en
cabras de un 53% hasta un 1% (Saxegaard y Fodstad, 1985). Gezon et al., 1988
lievaron a cabo un programa de control en un rebafio caprino mediante inmunizacion,
logrando lievar la incidencia a 0 en un periodo de 8 afos.

A pesar de la evidencia, algunos investigadores no concuerdan con la idea de que la
inmunizacion mediante fa vacuna es la mejor manera de controlar la FTB (Sockett,
1996a).

La oposicidn principal a la vacunacion esta en el hecho de gue no protege contra la
infeccion (Chiodini ,1984; Sockett, 1996a). Kalis ef al, 1999 encontraron en hatos de
Holanda con prevalencias maximas de 30%, que después de 12 afios no existia una
diferencia significativa en la prevalencia y el niimero de animales eliminadores,
comparando el programa de vacunacion con el programa de erradicacion al eliminar a
las vacas positivas a cultivo fecal. No obstante, numerosos trabajos han revelado gue
la inmunizacién, si bien no evita la infeccion ni elimina a la bacteria de la granja, si
disminuye la incidencia de la enfermedad, ya que el namero de animalies con
enfermedad clinica y eliminadores, si se ve reducido, también baja Ia cantidad de
individuos con infeccion intestinal, asimismo disminuye la severidad de las lesiones en
animales enfermos. (Aduriz et al., 1994; Pérez ef al., 1995; Shaik et al,, 1996; Stuart,
1965) mejorando las condiciones de prevalencia y pérdidas econdmicas (Jusie y
Casal, 1993; Shaik et al, 1896). Garcia Marin et al., 1996 minimizaron los efectos
genéticos al probar la eficiencia de la vacuna en corderos gemelos, los resultados
fueron muy favorables para los vacunados con lesiones locaies en tejido linfoide,
mientras que los no inmunizados, presentaban lesiones difusas en diversas porciones
del intestino. En 5 granjas de Holanda se bacterinizaron Gnicamente los becerros, a
partir de fos resultados Huitema, 1967 concluy6 gue la vacuna incrementd la
resistencia y aunque no evitd el establecimienio de la enfermedad si fue posible

controlaria en un lapso de 8 afios.
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Contra la vacuna se agrega e! probiema de que ocasiona un nédulo inflamatorio
- fibrocaseoso, en el sitio de aplicacion, el cual persiste durante mucho tiempo y a veces
durante toda la vida del animal, especialmente después de la revacunacién (De Lisle,
1996; Riemann y Abbas, 1683). La lesién en el sitio de aplicacion se debe a la
utilizacion de un adyuvante mezciado con la bacteria. En ovinos puede ser tan grande
el estimulo inmune, que repercute en la inspeccidén de la canal (De lLisle, 1996). Sin
embargo, en otros estudios se ha observado que la reaccion en el sitio de la vacuna es
ligera, sin dolor ni debridacidon (Cranwell,1993). En términos generales, el noduio
parece ser inocuo, ademas Larsen et al., 1964 concluyeron que la revacunacién no
aportaba un beneficio extra por lo que no era recomendable. Algunos estudios han
encontrado que puede bajar la produccidon lactea, de manera similar que en los
- animales con la enfermedad y que no son vacunados, sin embargo el beneficio sigue
siendo mayor (Shaik, 1996).

Otra desventaja es la inoculacion accidental en el vacuandor, ya que ocasiona una
inflamacién local severa y persistente, ocasionalmente con reaccién sistémica, lo cual
puede prevenirse cidando la técnica d eapiicacion (De Lisle, 1996).
“La inmunizacién también puede interferir con el diagnodstico, pues los animales se
vuelven reactores a la prueba de tubercufina, de tal manera que confunde los
resultados en las pruebas para detectar tuberculosis y también se incrementa la
respuesta inmune humoral (De Lisle, 1996; Sockett, 1996a). Para otros autores, esto
no es de relevancia, ya que el utilizar la doble comparativa, permite identificar a los
vacunados y no se confunde con los tuberculosos, pues los animales reaccionan mas
a la aplicacién aviar y disminuye con el tiempo (Doyle, 1964; Dominguez, 2000;
Huttema, 1967; Larsen et al., 1978).

10.5 Accibn de la vacuna
Los estudios realizados para evaluar la vacuna han encontrado que ésta es capaz de

estimular i{a respuesta inmune del animal casi de inmediato, alcanzando ios mayores

niveles de respuesta después de los 20 dias postvacunaciéon y que se mantienen por




et al {1999a) encontraron que la vacuna produce un incremento del IFNy, lo cual,
demuestra la estimulacion sobre la respuesta celular. Hilbink y West, 1980
describieron que la vacuna estimula la respuesta humoral, la cual puede ser detectada
por varios meses, se incrementa a las 3 6 4 semana y puede Mantenerse hasta las 25
semanas, dependiendo de la prueba utilizada en la deteccion. Sin embargo en un
estudio realizado en cabras, se encontrd después de la vacunacion, una respuesta
proliferativa de linfocitos especificos al antigeno aplicado, durante més de un afio
postvacunacion, pero no se observé una respuesta humoral (Molina ef al,, 1996).

En ovinos se ha observado que las subpoblaciones linfocitarias son diferentes,
hasicamente en los linfocitos T, tos CD2 y los receptores CD45 aumentan en animales
vacunados con respecto a los no vacunados (Mateo ef al, 1996). Por otro lado, en un
estudio conducido por Valheim ef al, 1999 concluyeron que no existe un cambio
significativo en las subpobiaciones linfocitarias que expliquen el éxito de la vacuna. Se
ha planteado la teorfa de que la inmunidad se caracteriza por un incremento en la
capacidad de los macrofagos para evitar la proliferacion de Map y destruir las
bacterias fagocitadas (Larsen, 1973).

11. Infeccién Experimental.
En pos de ampliar los conocimientos sobre la paratuberculosis y su agente etiologico,
se han llevado a cabo miultiples investigaciones con infeccién experimental en varias

especie de rumiantes y en animales de laboratorio.

11.1 Vias de inoculacion

La mayoria de los trabajos se han dirigido hacia el ganado vacuno, en 1950, Larsen
infecté oraimente a 10 becerros vacunados y no vacunados, con la idea de evaluar
esta medida de control. 7 animales, entre ellos los tres no vacunados se encontraron
con lesiones y/o bacterias en el intestino después de su muerte, ocurriendo ésto desde
los 12 hasta ios 38 meses de edad, sin embargo, dos animales inmunizados
continuaban completamente sanos a los 4 afios. Payne y Rankin, (1961) al inocular a

21 becerros, también por via oral, pero con bacterias provenientes de culiivo
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bacteriano, pudieron aislar Map de todos los animales infectados, en mayor o menor
- cantidad dependiendo del momento del sacrificio, que se realizé desde 1 dia Pl hasta
14 meses Pl

Muchas investigaciones se han llevado a cabo en ovinos mediante infeccion
experimental, en gran medida por su utilidad como modelos para entender la
enfermedad en bovinos (Garcia-Marin ef al, 2000; Gilmour ef al, 1985). En 1968
Merkal et al. inbcularon corderos por via oral, iniratraqueal y endovenosa, aunque no
se comprobd la infeccion con el aislamiento, las tres rutas presentaron resultados
positivos al evaluar la respuesta celular y humoral. Se observé que la via intratraqueal
indujo titulos seroldgicos y la intradermorreaccién positiva, de forma mas rapida y mas
persistente, mientras que la oral fue la mas lenta, menos frecuente y menos duradera.
Juste ef al, 1994 utilizaron la via oral para inocular Map, y lograron la infeccion,
aunque [a evaluacion del experimento fue sobre la vacuna. Otros autores han utilizado
la via oral para llevar a cabo la infeccién experimental, ya sea a partir de cultivos
bacterianos ¢ de raspados de mucosa intestinal de animales enfermos infectando
también caprincs (Garcia Marin ef al, 1994; Gwoézdz ef al, 1999; Karpinsky y
Zérawski, 1975; Pérez et al., 1994; Stewart et al., 1999).

11.2 Respuesta celular a la inoculacion experimental

La respuesta celular, fue positiva sélo en 8 de 26 becerros inocuiados, medida con la
intradermorreaccion de PPD aviar, iniciando al mes Pl con 1 positivo, en general la
reaccion fue intermitente e inconsistente entre los 3 y 11 meses P! (Gilmour et al,
1965). Resultados similares obtuvieron Merkal ef al., (1968) en ovejas, inoculando por
tres diferente vias, siendo la intratraqueal la mas estabie. Por el contrario, Karpinsky y
Zorawski, (1975) obtuvieron positivos tanto al PPD-A como a ia Johnina,_ en todos los
animales infectados. La respuesta se inicié a partir de las 8 semanas Pl en 7 de 12
animales, en casi todos con reaccion similar a ambos antigenos 0 mayor en PPD-A, y
aunque algunos animales murieron antes de finalizar el experimento, hubo positivos
hasta los 12 meses Pl. La respuesta celular también ha sido evaluada por medio del

IFN-y, asi, Pérez et al, (1994) identificaron como positivos a todos ios corderos
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infectados en los que realizaron la prueba, desde el dia 50 Pl hasta el dia 220, y
aungue fue disminuyendo el namero de positivos desde los 350 hasta los 450 dias,
siempre hubo mayor respuesta al PPD-A que al PPD-B. Los resultados del IFN-y
evaluados con johnina en el estudio de Gwézdz ef al., (1999) fueron importantes con
respecto a la relacion con la manifestacion clinica de PTB, pues a partir de las 18
semanas, fue mayor la cantidad de la citocina enconirada en los corderos sin
signologia, hasta las 44 semanas, cerca de la semana 53, se elevé mas el IFN-y en los
corderos afectados clinicamente. Algo similar se presentd en los animales' vacunados
con respecto a l0s no vacunados, iniciandose la respuesta desde la semana 9 PIl. En
un estudio con becerros, cabritos y corderos, se encontraron animales positivos ai
PPD-A desde los 2 meses, aunque la mayoria reaccion6 a los 3 meses, la respuesta

fue mayor con la johnina (Stewart et al., 1999).

11.3 Respuesta humoral a la infeccion experimental.

Se han utilizado varias pruebas seroldgicas para evaluar la respuesta a la infeccion,
Merkal et al., (1968) encontraron que ia IDGA mostraba de mejor manera el progreso
de la enfermedad en borregos, aunque el resultado positive aparecié ligeramente mas
tarde, pues los titulos de FC, asi como los de hemoaglutinacién, decrecieron en
animales altamente eliminadores. Los resultados de Pérez ef al., (1994) coincidieron
con el anterior, aunque el primer positivo se obtuvo el dia 120, incrementandose el
numero con el tiempo. Sélo una cabra con enfermedad clinica, de dos que fueron
infectadas como controles para los becerros inoculados, fue positiva a IDGA en el
experimento de Saxegaard, 1990, mientras que ambos resultaron positivos a ELISA y
FC, desde los 6 y 10 meses en cada animal, y desde los 9 meses en la que resuitd
positiva a AGID. Con la prueba de ELISA, Juste ef al., 1994 encontraron resultados
mucho mas precoces, desde las 6 semanas Pl, aunque fue hasta los 3 meses que los
titulos fueron elevados. Stewart et al., 1999 sélo encontraron anticuerpos en dos de 5
cabritos a los 4 y 5 meses en la prueba de ELISA, pero no asi en becerros y corderos
infectados.
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11.4 Lesiones en la infeccion experimental.

Payne y Rankin, 1961 no encontraron lesiones macroscopicas caracteristicas de PTB
en becerros infectados, excepto a los 14 meses Pl, donde hubo un engrosamiento
difuso de la mucosa de la porcidn caudal del ileon, pero no caracteristico de PTB. Las
primeras lesiones histopatoldgicas aparecieron al mes Pl, aunque en realidad se
trataba de lesiones muy pequefias, dificiles de observar. A los 4 y 6 mese Pl las
lesicnes siguieron siendo focales y poco constantes, aunque progresaban lentamente,
fue hasta ios 14 meses Pl cuando el dafio en la mucosa fue mas extenso, en todos los
casos fueron observadas células gigantes. En la investigacion de Juste ef al., (1994),
so6lo un cordero presentd lesiones macroscépicas a partir del dia 220 Pl, consistentes
en nodulos prominentes con un centro caseoso, con mayor extensién cerca de la
valvula ileocecal. Mientras que microscopicamente, so6lo se encontro infilirado de
polimorfouncleares, con un aspecto semejante a granulomas cercanos a la valvula,
desde el dia 45 PI, a los 120 y 220 dias Ias lesiones se observaron francamente de tipo
granulomatoso en las zonas interfoliculares. Lo destacable de estos resultados fue que
en un grupo vacunado, las lesiones en el dia 120 fueron mayores que en los no
vacunados, mientras que para el 220, se encontraron menos granulomas, y estos eran
de menor tamafio y mucho mas definidos en el grupos de inmunizados en
comparacion con los no vacunados, quienes tenjan mas lesiones y de mayor tamario.
Estas lesiones fueron muy similares a las observadas por Chavez, 19983, por el mismo
tiempo, pero, en este trabajo se sacrificaron borregos hasta los 650 dias, y se presenté
una enteritis granulomatosa difusa. En el frabajo de Karpinsky y Kérawski, 1975, varios
corderos murieron a causa de la PTB, desde los 8 hasta los 14 meses Pi,
presentandose las lesiones macroscopicas caracteristicas, principaimente en ileon y

linfonodos y en algunos animailes, también en el ciego.

Pese a los estudios realizados en las diferentes especies, no se ha logrado controlar ia
Paratuberculosis a escala mundial, la investigacion en los tltimos afos se ha centrado
tanto en el diagndstico como en el uso de la vacuna, la cual todavia no se sabe cémo
es que actla y si es capaz de mejorar la inmunidad de los animales, ayudando a



controlar la enfermedad. La carencia de estudios es aln mas critica en la especie
caprina, pues en la mayoria de los paises desarrollados no se tiene interés en ella. Ya
gue en México Ias cabras representan un importante potencial ganadero, ademas de la
posibilidad de ser utilizadas como modelo biolégico, es necesario lievar a cabo mas
investigaciones en las que se estudie ia evolucion de la enfermedad, cbservando tanto
las lesiones como la respuesta inmune de los animales vacunados y no vacunados, de
manera qué se pueda establecer una forma de control adecuada para esta

enfermedad que ocasiona grandes pérdidas.



OBJETIVO.

Evaluar la reproduccion de la infeccion con Mycobacteruim avium subsp

paratuberculosis de origen caprino y ovino en cabritos.

Evaluar la respuesta inmune celular y humoral, asi como las lesiones
anatomopatoiégiacas en cabritos inmunizados y no inmunizados, infectados con

Mycobacteruim avium subsp parafuberculosis de origen caprino y ovino.
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HIPOTESIS.
Los cabritos sélo pueden infectarse con el M avium subsp paratuberculosis de origen

caprino.

Las lesiones ocasionadas por la infeccién experimental con M avium subsp
paratuberculosis son menos severas en los cabritos inmunizados contra la

paratuberculosis, que en los cabritos no inmunizados.
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PROCEDIMIENTO

Unidad experimental y asignacién de tratamientos.

Se utilizaron 27 cabritos machos destetados, de 45 dias de edad de razas lecheras
alpinas, provenientes de un rebafio de 400 animales, en Apaseo el Grande, Gto. La
historia clinica de la granja no mosiraba antecedente alguno de la enfermedad y
empleando la prueba de Inmunodifusion en gel de agar (IDGA), fue detectado libre de
paratuberculosis después de probar a todas las cabras del rebafio, dos veces en 4
meses.

Los cabritos se trasladaron a las instalaciones del Ceniro de Ensefianza Practica e
Investigacion en Produccion y Salud Animal (CEPIPSA) de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootécnia de la Universidad Nacional Autbnoma de México, donde se
llevé a cabo el experimento. Se mantuvieron en corrales aislados del resto de los
animales de! Centro ya que no es libre de PTB. Los cabritos tuvieron una alimentacién
basada en alfalfa, heno de avena molida y concentrado. Se hizo una distribucién al
azar ‘de los cabritos en 3 grupos de 9 animales cada uno: A. Inoculados con
micobacterias de origen caprino, B. Inoculados con micobacterias de origen ovino, C.
No inoculados y se alojaron en 3 corrales. A su vez, en cada uno de los grupos, fueron
seleccionados aleatoriamente 5 animales para recibir el tratamiento: Inmunizados y 4

para el tratamiento: No inmunizados

1. Obtencibn del inéculo. _

Se realizaron necropsias de ovinos y caprinos con diagnéstico clinico y seroldgico de
paratubercuiosis, teniendc especial atencién al examinar intestino, para buscar las
lesiones macroscopicas caracteristicas, descritas en cabras (Elsken, 1965; Garcia-
Marin et al., 1991; Pérez ef al, 1999). Cuando estaban presentes se colectd el
intestino delgado y fue lavado con agua corriente, se guardd en bolsas de plastico y
fueron mantenidos en congelacion a —-20°C, hasta el momento en que fueron‘
procesados. Durante la necropsia, se tomaron muestras de Ia.vélvula ileocecal, varios
segmentos del ileon con placas de Peyer y de linfonodos mesentéricos, los cuales se
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fijiaron en una solucién de formalina al 10%. Posteriormente se realizd el examen
histopatologico con tincion de Hematoxilina-Eosina (HE) y de Ziehi-Neelsen (ZN), para
determinar la existencia de lesiones microscopicas compatibles con paratuberculosis y
la presencia de bacterias (Garcia-Marin, 1991).

Para la obtencién del inoculo proveniente de las dos especies de rumiantes, se realizé
la técnica de purificacion descrita por Chavez ef al., 1892 y Chavez, 1993 (Anexo 1.1),
la cual fue adaptada de Ratnamohan y Spencer, 1986. Para obtener cada uno de los
indculos se utilizaron - aproximadamente 2 metros de ileon y yeyuno, utitizando
principalmente las porciones que se observaban mas afectadas. Se obtuvieron 4.5 mi
del purificado caprino y 4 m! ovino.

Una vez obtenidos ios indculos concentrados, se llevé a cabo iz cuantificacion de
bacterias. Fue necesario realizar una dilucién de 1:1000 en agua destilada, para
facilitarla ya que la cantidad de microorganismos observados en un frotis directo era
muy grande. La técnica utilizada se explica en el Anexo 1.2, descrita por Chavez,
1993. La concentracién bacteriana fue de 6.8 x 10*/ml del indculo caprino y 7.2 x
10%/ml de! concentrado de Map ovino. Ambos fuercn conservados en congelacién a —
20°C por 5 semanas, hasta el momento de ser utilizados.

Se separaron 250 i de cada indculo que fueron congelados durante 7 meses y
posteriormente se utilizé para cultivo bacteriano. Este fue diluido en una solucién de
cloruro de hexadecilpiridinium® (HPC) y se deié en reposo durante 24 h, transcurrido
ese tiempo se usd una pipeta de transferencia para tomar unas gotas de la mezcla y
depositarias en tres tubos de medio de cultivo de Loéwenstein-Jensen, dos con
micobactina® y uno sin micobactina. Posteriormente se pusieron a incubar a 37°C por
varias semanas. La concentracion de bacterias del indculo de cabra gue se sembré en
el medio de cultivo fue de 3.87 x 10" bacterias y para el concentrado de origen ovino
fue de 4.5 x 10" bacterias en cada tubo. Después de 4 semanas de cultivo se
enconiraron pequefas colonias de 1 mm, blanquecinas, brillantes, de consistencia

firme, solo en los medios con micobactina, se comprobé la presencia de las bacterias

® Sigma
* Allied Mo, Fayette, Missouri
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en frotis positivos a ZN. El aislamiento fue identificado como de Map por la presencia
de bacilos acido-alcohol resistentes, la falta de crecimiento en ios medios de cultivo sin
micobactina y las colonias caracteristicas (Pérez ef al., 1996).

La concentracion de bacterias con que fueron infectados los cabritos fue 10 veces

mayor que la sembrada en medios de cultivo.

2. Inoculacién de los cabritos.

Una vez instalados los cabritos, permanecieron en un periodo de adaptaciéon de 10
dias antes de iniciar el experimento.

La infeccién experimental se llevé a cabo en tres dias alternados: dia 1, 3 y 5, para
descripcion del trabajo y cuantificacion de dias postinfeccion (DPI), el dia 1 se
considera como el dia de la infeccidn. Los indculos de caprinc y ovino fueron
mezclados con leche ultrapasteurizada de vaca como vehiculo, de manera que el
volumen total para administrar a cada animal fuera de 5 mi por dia. La dosis infectante
total para cada cabrito fue de 3.3 x 10™ microorganismos para el inéculo caprino y 5.6
x 10™ para el de ovino. Se administré por via oral empleando una jeringa estéril para
cada uno. A los cabritos del grupo control se les administré Onicamente la leche, de la
misma manera que en ios tratamientos (Gilmour et al., 1965). -

Los animales fueron distribuidos en los tratamientos correspondientes realizando la
inoculacién de la siguiente manera:

Grupo A: 9 cabritos inoculados con Mycobacferium avium subsp paratuberculosis de
origen caprino.

Grupo B: 9 cabritos inoculados con Mycobacterium avium subsp paratuberculosis de
origen ovino.

Grupo C: 9 cabritos no inoculados, a los que se les administré Gnicamente el vehiculo
del inoculo. Este fue el grupo testigo.

La inoculacion de Map como desafio a la bacterina, se realiz6 antes que la aplicacion
de ésta, contrarioc a ia mayoria de las investigaciones de inmunégenos, ya que en
forma natural, la infeccién se da antes gque la inmunizacién (Gwézdz et al, 1999;
Whitlock y Buergelt, 1996).

. T Tsscon ]
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3. Inmunizacion.

En ef dia 14 postinoculacion (P1), 5 animales de cada grupo fueron inmunizados contra
la PTB y 4 no recibieron el tratamiento, quedando asi 6 tratamientos con S5y 4
animales (ver cuadro). Se empled una bacterina comercial Gudair®, la cual contiene la
cepa 316F muerta de M. avium subsp paratuberculosis, aplicando 1 ml del producto en
la region subescapular por via subcutanea como dosis unica. A los cabritos que no
recibieron la vacuna también se les aplicé la misma cantidad de aceite de oliva como
placebo (1 ml) utilizando la misma técnica y sitio de aplicacién que los animales
vacunados. 3 dias después se reviso el punto donde se aplicé el inmunégeno para _
asegurar ef efecto del mismo, el cual se observé como una inflamacién formando un
nédulo de 2-4 cm de famanfo, la nodulacion se inspeccioné en dias posteriores para

controlar posibles complicaciones.

No de animales
Grupo inéculo Inmunizados | No inmunizados
A Map caprino 5 4
B ‘Map ovino 5 4
C Control 5 4

Toma de muestras

Se utilizo el sistema Vacutainer®, mediante la venopuncién yugular, para la obtencién
de muestras de suero sanguineo y de sangre completa, utilizando tubos de 10 ml sin
anticoagulante y con heparina respectivamente, los dias: 0, 14, 30, 120y 180 PL.

4. Deteccién de respuesta inmune humoral: pruebas serolégicas.
Para evaluar la respuesta humoral se utilizaron las muestras sanguineas obtenidas sin

anticoagulante. Estas se dejaron en reposo a temperatura ambiente durante 12 h y
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FALLA DE ORIGEN |

5 CZ Veterinaria S.L. Pntevedra, Espafia.
¢ Beckton Dickinson NY, USA

60



posteriormente fueron centrifugadas a 4000 r.p.m. durante 15 min’, el suero obtenido
se colocéd en viales Eppendorf de 1.5 mi y se almacenaron a —20°C hasta que se

realizaron las pruebas.

4.1 Prueba de Inmunodifusion en gel de Agar (IDGA)

Pare realizar esta prueba se preparé primero el gel en las cajas de petri empleando la
metodologia descrita en el Anexo 1.3. Los sueros fueron descongelados a temperatura
ambiente unos minutos antes de ser utilizados. Se colocaron 30 i de suero control en
los pocillos superior e inferior, asimismo se agregaron 30 pl de cada suero problema
en ios 4 pocilios restantes de cada roseta. En el pocillo central se depositaron 30 pul de
antigeno protoplasmatico purificado de Mycobacterium avium (PPA-3) liofilizado,® el
cual se preparé en una concentracion de 4 mg/ mi de agua destilada estéril. Las cajas
se incubaron en camara hmeda a temperatura ambiente realizando la lectura a las 24
h y 48 h, con ayuda de una lampara de luz blanca.

4.2 Prueba de Inmunoensayo Enzimatico (ELISA)

La prueba de ELISA se llevd a cabo de acuerdo a la técnica descrita por Dominguez,
2000 Todas las soluciones y tampones requeridos fueron elaborados un dia antes de
hacer el ensayo, las férmulas y elaboracion de ellos se describen en el Anexo 1.4, asi
como la preparacion de antigenos, sueros y enzima. |

Previamente al desarrolio de la técnica, se adsorbieron las muestras de suero con una |
suspensién de Mycobacterium phiei® con la finalidad de eliminar una respuesta
inespecifica a otras micobacterias (Molina ef al., 1990) y se dejan a 4°C durante 12-18
h, Los controles positivo y negativo también se adsorben. Por otro lado, el antigeno
PPA-3", diluido 1:100 en una diiucion de tampon carbonato, fue adsorbido en las
placas de ELISA, colocando 100 pl por pocillo y se incubaron las pilacas durante 24 h a

4°C. Fueron empleados controles positivos y negativos que se tienen identificados en

7 Centrifuga Eppendorf 5810R
8 Allied Mo. Fayette, Misouri
? Allied Mo. Fayette, Misouri
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el laboratorio, los cuales también se agregan en los pocillos en la posicidén de la placa
que se recomienda para el lector del ELISA. Las placas fueron lavadas y escurridas
antes de iniciar la prueba. Todos los lavados se hicieron por tres veces, utilizando 150
ul por pocitio en cada lavado y en cada ocasion, de una solucién de PBS Tween con
gelatina (PBS-TG) con una micropipeta multicanai®'.

Se agregé a cada pocilio 98 pl PBS-TG y 2 ul (proporcion de 1:50) de los sueros
problema preadsorbidos con el M. phlei, mezclando por pipeteo, también se agregaron
los controles. Se dejaron incubar durante 2 h en camara himeda a temperatura
'ambiente y se realizd el lavado con PBS-TG. Se adiciond en cada pocillo 100 pl de
una solucion de anti-inmunoglobulina G de caprino marcado con peroxidasa de
rébano, preparado en una dilucién 1:4500 en PBS-TG. Nuevamente se incubaron
durante 2 h en camara himeda y se lavaron con PBS-TG. Transcurrido el tiempo, se
agregé el sustrato de enzima ABTS (2,2'-AZINO-bis(3-ethil- benzthiazoline-6-sulfonic-
acid)) de Sigma recién preparado en una solucion con Tampén Citrato, se colocaron
100 ul y se cubrieron las placas para evitar la luz. Se incubaron durante 20 minutos
contando desde el momento en que se empieza a agregar el sustrato.

La lectura de las placas se llevo a cabo mediante un espectofotémetro de 8 canales
empleando un filtro de 450 nm.™

Para evaluar los resultados, se obtuvo el cociente de la densidad 6ptica (CDO)
promedio de cada uno de los sueros problema dividida entre la DO promedio del
control positivo. Se consideraron como positivos aguellos cuyo CDO fuera mayor de
0.7, ya que en estudios anteriores se ha encontrado que con este punto de corte se
obtiene mejor sensibilidad y especificidad (Garcia-Marin ef al, 1991). Asimismo, se
obtuvieron promedios del CDO, por grupos y tratamientos en cada muestreo, y se hizo
un ajuste de medias.

19 Allied Mo. Fayette, Misouri
' Eppendorf
12 Elx 800, Bio Tek
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5. Defeccion de respuesta inmune celular

5.1 Prueba de Intradermorreaccion (IDR).

Esta prueba se efectud los dias 120 y 180 Pi después del sangrado correspondiente,
para ello se inoculd el PPD-B y PPD-A", para realizar la prueba doble comparativa de
iDR o prueba de tubercuiina. Se aplicaron 0.1 ml de cada una por via intradérmica, la
PPD-B en el pliegue anocaudal derecho y la PPD-A en el izquierdo. Previo a la
inoculacion, se midié el grosor de la piel empleando un vernier y la observacion de la
reaccion se llevd a cabo 72 h después midiendo nuevamente el grosor de los pliegues.
Para evaluar la prueba se considerd como positiva cuando el aumento en la piel fue

mayor o igual a 2 mm (Chavez, 1993).

5.2 Prueba de Gamma Interferén (iFN y).

Las muestras de sangre completa con heparina se trabajaron aproximadamente 1 h
después de terminado el muestreo. Primeramente se hizo la estimulacién de las
células sanguineas, con 100 pl de Derivado Proteico Purificado bovino (PPD-B)™ vy
100 wl de Derivado Proteico Purificado aviar (PPD-A).” Tanto el PPD-B como el PPD-
A tuvieron que ser dializados para eliminar el exceso de fenol que contienen (Anexo
1.5), posteriormente se cuantificd la concentracion de proteinas (Rosenberg, 1996).
Ambos PPDs se utilizaron en una concentracion de 20 ug /mi (Chavez, 1993).
Después de Pipetear 3-4 veces para mezclar, los microtubos destapados se coiocaron
en gradillas cubriendo con papel para evitar la deshidratacién y se incubaron a 37°C,
durante 24 h. Transcurrido ese tiempo se obtuvo el plasma mediante centrifugacion,
mismo gue se separd cuidadosamente mediante el uso de micropipetas y se coloco en
microtubos nuevos que fueron almacenados a —20°C hasta que se realizaron las
pruebas. (Anexo1.6) Los viales con plasma fueron descongelados unos minutos antes

de iniciar la prueba de IFNy. Esta se llevd a cabo empleando un kit comercial,

13 Productora Nacional de Biolgicos Veterinarios: Pronavive, México, DF.
' Pronabive, México DF.
!> Pronabive, México DF
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Bovigam®'® que se utiliza para el diagnostico de tuberculosis, siguiendo las
instrucciones de! fabricante. Para hacer las lecturas de densidad optica de las placas
se usé un espectofotémetro de 8 canales empleando un filtro de 450 nm". E! criterio
para considerar como positivo un resultado fue el sugerido por el laboratorio que lo
elabora, las lecturas de DO tanto del PPD-A como del PPD-B que tuvieron una
diferencia superior 0.100 con respecto a la lectura del PBS, considerandose reaccion
paratuberculosa si la DO del antigeno aviar fuera mayor que la del bovino. También se
obtuvo el CDO de cada PPD con su respectivo control positivo, y se calificaron como
positivos los plasmas cuyo CDO fue superior al punto de corte establecido de 0.7,
aunqgue no hubo variacion en los resultados entre los dos criterios (Garcia-Marin et al.,
1991).

6. Estudios clinicos y postmortem.

Fueron elegidos al azar, dos animales de cada grupo‘y uno de cada tratamiento, los
cuales fueron sacrificados en dos periodos realizando la necropsia. E! primer sacrificio
se hizo a los 120 dias Pi correspondiendo a 6 meses de edad aproximadamente y el
segundo a los 180 dias PI, alrededor de los 8 meses de edad. Los otros animales no
se utilizaron debido a que forman parte de una investigacidon mas extensa para ser
sacrificados a los 12 y 18 meses Pl

6.1 Estudio anatomopatolgico.

Se realizaron ias necropsias inspeccionando con mayor atencion el intestino, aunque
fueron consideradas todas las lesiones macroscoépicas observadas en ese momenio.
Para el examen de histopatologia se colectaron las siguientes muestras con las
siguientes referencias: '

Valvula ileocecal (VIC)

lleon distal (iD): 15 cm de la porcidn inmediata anterior a la VIC.

fleon proximal {IP): 10 cm midiendo 80 cm antes de la VIC

' Bovigam CSL, Australia.
17 Eppendorf
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Yeyuno distal (YD): con y sin placa de Peyer: 30 cm midiendo 30 cm antes dei IP en
una porcion gue incluyera piaca.

Yeyuno medial (YM): con vy sin placa de Peyer: 20 cm midiendo 2.5 m antes del YD en
un fragmento que incluyera placa.

Yeyuno proximal (YP): con y sin placa de Peyer: 15 cm tomados de 2 m antes del YM.
Linfonodos mesentéricos: lleocecal, distal, medio y proximal y

Noédulo vacunal.

También fueron seleccionadas algunas porciones de intestino donde se observaban
lesiones caracteristicas o sugestivas de la PTB, asi como muestras de otros érganos.

Todas las muestras fueron_colocadas en varios frascos identificados conteniendo una
solucion de formalina al 10% para ser fijadas. Asimismo, se guardaron en bolisas de
plastico identificadas las porciones intermedias de ileon y yeyuno y de algunos

linfonodos mesentéricos, éstas fueron congeladas para el aisiamiento bacteriano.

6.2 Estudio Histopatolégico

Los tejidos fueron fijados en una solucién de formaiina al 10% durante 24-48 h. Se
hicieron cortes de las porciones especificas a estudiarse y se procesaron para su
inclusidn en parafina de acuerdo a la técnica de rutina. Una vez obtenidos los biogues
se realizaron cortes de 4 um de espesor, en algunos casos, se hicieron cortes seriados
de varias porciones del intestino para apreciar mejor la presencia de lesiones
incipientes. Las laminillas obtenidas se trabajaron con tinciones de Hematoxiiina-
Eosina (HE)} y Ziehi-Neelsen (ZN) y se hicieron las observaciones empleando un
microscopio optico.

Las lesiones enconfradas fueron evaluadas y clasificadas sobre la base del criterio

establecido por Pérez ef al., 199'6 que se describe en el Anexo 2.
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7. Estudio bacteriolégico.

Para llevar a cabo el cultivo bacteriano se prepararon tubos de cristal conteniendo
medio de Léwenstein-Jensen' (LJ) con y sin micobactina®®. Se utilizaron tubos de
cristal con tapdn de baquelita de 15 ml, previamente esterilizados, la metodologia para
ia elaboracién del medio de cultivo se detalla en el Anexo 1.7. Los tubos con medio se
almacenaron en refrigeracion hasta el momento de ser utilizados, a excepcion de dos
tubos de cada medio, que fueron incubados a manera de control de calidad, para
constatar su esterilidad (Dominguez, 2000)

Las muestras de tejidos obtenidas durante las necropsias se descongelaron y
procesaron de acuerdo a {a metodologia descrita por Juste ef al., 1991b, con algunas
modificaciones. Para el intestino se hizo un raspado de ta mucosa con la ayuda de
hojas de bisturi estériles obteniendo aproximadamente 5 g. En el caso de linfonodos
se quitd la grasa y tejido conectivo capsular, se cortaron finamente con bisturi para
obtener también 5 g, se maceraron con la ayuda de un mortero tipoTen Broek estéril,
se adiciond una pequefia cantidad de agua desfilada para facilitar la accidén. Se
vertieron en tubos Falcon donde se les adicioné una solucién de HPC al 1% como
descontaminante, mas ¢ menos en una proporcidn de 1:6 y se dejaron en reposo
durante 3 dias (Paviik ef al,, 1999b). Para inocular en et medio se tomd una pequefia
cantidad de la fase intermedia utilizando una pipeta de transferencia y se aplicaron 6-8
gotas sobre la superficie del medio, moviéndolos para extender el macerado en todo el
tubo. Los tubos ya con los indcuios se incubaron a 37°C durante 8 meses para
observar el crecimiento de colonias. Para cada animal sacrificado se cultivaron
muestras de VIC, ileon, yeyuno y LN, en dos tubos con micobactina y uno sin
micobactina J.

Los cultivos se revisaron a las 4, 8, 12, 16, 24 y 32 semanas para buscar la presencia
de las colonias caracteristicas de Map. Cuando los culiivos parecian positivos, se tomé

una pequena cantidad de coionia con un asa microbiolégica y se colocé con una gota

18 Merck
19 Allied Mo. Fayette Misouri
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de agua estéril sobre un portaobjetos. Las laminillas fueron tefiidas con ZN para

comprobar la presencia de bacterias acido-alcohol resistentes.

8. Analisis Estadistico.

Para la prueba de IDGA e IDR se llevé a cabo una prueba de homogeneidad de
proporciones con % de Pearson.

En ias pruebas de ELISA e IFN-y se hicieron pruebas de t de Student para encontrar
diferencia de medias. Para obtener las medias ajustadas se utilizé un modelo lineal de
tres efectos principales y fres interacciones de segundo grado y una de tercero:

Y= X + grupo + tx + DPI + grupo*tx + grupo *DPI + tx*DPI! + grupo*tx*DPI + error

Se hicieron pruebas de concordancia entre IDGA y ELISA asi como p‘ruebas de
correlaciéon entre IDR y ELISA.
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3. RESULTADOS.

1. Inmunizacion.

Todos los animales a los que se les aplicé la bacterina presentaron tumoracion en el
sitio de aplicacion, que inici6é de 4 a 6 dias después de la inmunizacién (Figura 1). Ei
nédulo se fue incrementando hasta alcanzar entre 3-5 cm de tamaio, variando en
cada animal, el cual persistié durante los 6 meses que duré el estudio, excepto en 2
animales sacrificados el dia 180 PI, donde séio podia apreciarse por palpacién, pues
median un méaximo de 1 cm. En 4 de los animales la reaccion llegd a ulcerar,
expulsando exudado caseoso, que dejé una cicatriz perceptible hasta el final del
experimento.

En los cabritos que no fueron inmunizados no se observé una respuesta inflamatoria al
placebo, pues tnicamente se encontré un incremento de tamafio de 1 cm en el sitio de

aplicacion hasta 2 6 3 dias después, ia cual se fue perdiendo sin dejar secuela.

Figura 1. Noédulo en la zona subescapular (N), en un cabrito inmunizado contra
Mycobacterium avium subsp paratuberculosis, a los 15 dias posteriores a la inmunizacion.
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2. Respuesta inmune humoral.

De los 27 cabritos inoculados e inmunizados, 3 murieron por problemas de neumonias,
los dias 39, 47 y 58 PI, correspondiendo a los grupos C, B y A, respectivamente. Por io
que todos los resultados que se muestran corresponden a 8 cabritos por grupo, 5
inmunizados y 3 no inmunizados.

2.1 Inmunodifusién en Gel de Agar (IDGA).
En la figura 2 se observan los resultados de la prueba de IDGA. No fueron

encontrados animales positivos en ninguno de los grupos, en los muestreos de los
dias 1 y 14 Pl. Los resultados seropositivos se presentaron desde el dia 30 Pl, es
decir, 16 DPV, cuando la seropositividad fue en 4:5 cabritos inmunizados en cada uno
de los tres grupos. De los inoculados/no inmunizados, sélo un animal (1:3), del grupo
A, fue positivo. Para el dia 120 P, todos los cabritos inmunizados, 15:15 resultaron
seropositivos, es decir de los grupos A y B inoculados/inmunizados y del C no
inocuiado inmunizado. Asimismo se observo una respuesta positiva en 1:3 y 2:3 en los
grupos Ay B inoculados/no inmunizados. A los 180 dias P! la seropositividad también
se present6 en todos los inoculados/inmunizados de los grupos A y B, (4:4 en cada
uno) mientras que en el grupo C inmunizado, solo 2:4 cabritos, fueron seropositivos.

En los animales no bacterinizados, Gnicamente fue positivo 1:2 en el grupo A, pero
ninguno en el B y C. Se encontré diferencia estadistica significativa (p>0.05} por el
tratamiento de inmunizacion a los 30, 120 y 180 DPI, pero no entre grupos y tampoco

por dia de muestreo.

69



No. seropositivos de IDGA

el
i
)
£ .1
Ko
g
Pt
<t
gy (%
';:t‘,
Ky
o,
e
o
B
2
wa
jes
e
12
B
A

0 T T T

INM NOINM INM NOINM NM
1 14 30

T Dias postinoculacion y tratamientos
Aplicacion
inmundgeno

NGpoA EGpoB BGpoC

Figura 2. Deteccion de anticuerpos contra Mycobacterium avium subsp paratuberculosis
mediante la prueba de iDGA, en cabritos inmunizados (INM) y no inmunizados (NO INM).

Gpo A: inoculados con Map de origen caprine, Gpo B: inoculado con Map ovino, Gpo C: Testigo.

Literales diferentes por tratamiento {p< 0.05). No hubo diferencia estadistica significativa entre grupos ni dias
de muestreo (p>0.05).

2.2 inmunoensayo enzimatico (ELISA). _

En la figura 3 se presenta el nimero de animales positivos a la prueba de ELISA; en
jos dos primeros muestreos (dia 1 y 14) todos ios animales fueron negativos. La
presencia de positivos se inicié en el dia 30 PI, con 2:5 y 3:5 seropositivos en los
grupos A inoculado/inmunizade y C inmunizado, respectivamente. A los 120 y 180 DPI
se observé un incremento en la cantidad de cabrifos positivos, 5:5y 414 a los 120 y
180 DPI, respectivamente, en los grupos B inoculado/inmunizado y C inmunizado,

mientras que en el grupo A inoculado/inmunizado, fueron positivos 1:5 y 3:4 a los 120
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y 180 DPIl. No existieron resuitados positivos en los cabritos no inmunizados de los
- fres grupos, sin embargo no hubo diferencia estadistica significativa (p>0.05) por
efecto del inmundgeno, ni entre grupos, ni muestreos.

No. seropositivos ELISA

INM NO INM M NO TNM M NO INM INM NO INM INM NO INM
1 M 30 120 180

Aglicacion - T _ Dies postinoculacion y tratamientos
SGpoA EGpoB RGpoC

Figura 3. Deteccion de anticuerpos contra Mycobacterium avium subsp paratuberculosis
mediante la prueba de ELISA, en cabritos inmunizados (iINM)y no inmunizados (NO INM).

Gpo A inoculados con Map de ofigen caprine, Gpo B: ineculado con Map ovino, Gpo C: Testigo. No hubo diferencia estadistica
significativa entre grupos y tratamiento (p=>0.05},

En la figura 4 se graficaron los promedios de los resultados de!l CDO para todos los
grupos y tratamientos en los 5 muestreos. En las tres graficas, se puede observar un
incremenio en el CDO desde el dia 30 Pl en los animales inmunizados, con un
promedioc de 0.742 para el grupo A, alcanzando el nivel maximo en el muestreo del dia
180, el cual fue de 0.83. En el grupo B la respuesta también se incrementé a 0.67 en el
dia 30 P1, en el dfa 120 Pl subi6é a 0.82 y 0.91 en el 180.animales.
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Figura 4. Promedio del cociente de densidad optica de la prueba de ELISA, en cabritos
inmunizados (INM) y no inmunizados (NO INM) conira Mycobacterium avium subsp

paratuberculosis.

Gpo A inoculados con Map de origen capring, Gpo B: incculados con Map ovino, Gpo C: Testigo. D.C. Densidad dptica.

No hubo diferencia significativa de medias entre tratamientos en cada grupo.
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Asimismo en los cabritos del grupo C hubo un incremento en el dia 30 Pi, con un CDO
de 0.737, elevandose hasta 0.871 en el dia 180, que fue la maxima respuesta de estos
Por otro lado en los cabritos no inmunizados de los tres grupos, el CDO se mantuvo
bajo con un maximo de 0.542 en el grupo A, al dia 30 Pi, y en el resto estuvo ‘por
debajo del 0.5. A pesar de las observaciones anteriores, no se pudo apreciar una
diferencia de medias significativa en el CDO de los animales inmunizados de los tres
grupos con respecto al de los cabritos no inmunizados (p>0.05).

3. Respuesta inmune celular.

3.1 Intradermorreaccion IDR

En la figura 5 se muestra el niimero de animales reactores en la prueba de IDR. Se
observa a los 120 DPI, que de los cabritos inoculados/inmunizados, fueron positivos
5.5 en el grupo Ay 3:5 en el B, asi como 4:5 en el grupo C no inoculado/inmunizado.
En comparacion, de los animales que no recibieron bacterina, sélo 1:3 del grupo A,
inoculédolno inmunizado fue positivo al PPD-A. En la prueba a los 180 DPI, el nimero
de reactores bajd a 2:4 en el grupo A inoculado/inmunizado y se incrementd a 4:4 en el
C inmunizado. Asimismo, se encontré 1:3 y 1:2 positivos en los grupos B y C no
inmunizados. No hubo diferencia significativa (p>0.05) por el tratamiento con Ia
bacterina, ni entre grupos.

Con respecto al uso del PPD-A y PPD-B se comportaron de manera similar, aunque de
los cabritos inoculados/inmunizados, uno del grupo A y uno del B fueron reactores al
antigeno aviar y negativos al bovino (Figura 6). No hubo diferencia estadistica
significativa (p>b.05) entre los PPDs empieados. |

Se hicieron pruebas de correlacion entre la prueba de IDR con PPD-Ay PPD-B y la
prueba de ELISA soélo para los cabritos de los grupos A y B inoculados, para que los
resultados del grupo testigo (C), no modificaran la prueba estadistica. En la figura 7,
se puede apreciar, una correlacion de ’=0.62 con al antigeno aviar, sélo en los no
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No de positivos a IDR

inmunizados a los 120 DPI, en los inmunizados a los 120 dias y en ambos tratamientos

a los 180 DPI, la correlacién fue baja o casi nula.
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Figura 5. Resultados de la prueba de IDR, a los 120 y 180 DPI con Myccbacterium avium
subsp paratuberculosis, en cabritos inmunizados (INM) y no inmunizados (NO INM),

Gpo A inoculados con Map de origen caprino, Gpo B: inoculados con Map ovino, Gpo C: Testigo. No se encontrd diferencia

estadistica significativa (p>0.05) entre grupos y tratamientos, ni por et PPD empleado.
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Figura 6. Reaccién en la prueba de IDR en un cabrito, a 72 h de la aplicacion de los
anfigenos. Se observa mayor reaccion en el pliegue anocaudal derecho, donde se le
aplico el PPD-A, comparado con el lado izquierdo, donde se puso el PPD-B.
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Figura 7. Cormrelaciébn entre las pruebas de IDR (PPD-A) y ELISA en cabritos
inmunizados (INM) vy no inmunizados (NO INM) a los 120 y 180 DPI con Mycobacterium

avium subsp paratuberculosis.
Gpo A inoculado con Map de origen caprino, Gpoe B: inoculado con Map ovine. CDQ: Cociente de densidad optica.
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CDO en ELISA

Por otrc lado, en la figura 8, con el PPD-B, se enconird mayor correlacion en los
inmunizados, pero a los 180 DPI con *=0.41, mientras gue en los otros resultados con

ese antigeno no existié correlacion mayor de r*=0.34.
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Figura 8. Correlacion entre las pruebas de IDR {(PPD-B) y ELISA en cabritos inmunizados
(INM) y no inmunizados {NO INM), a los 120 y 180 DPI con Mycobacterium avium subsp

paratuberculosis .
Gpo A inoculados con Map de origen capring, Gpo B inoculados con Map ovino. CDO: cociente de densidad optica.

TESES COR
y FALLA DE ORIGEN




G

3.2 Gamma-interferon (IFN-y) . o

En ia figura 9 se pu‘ede‘n observar los resultados obtenidos en la prueba de IFN—{(,
mediante la obtencién del cociente de la densidad éptica tanto del PPD-A como del
PPD-B, donde se graficaron los promedios de cada grupo y tratamiento. El promedio
de CDO fue mayor que el punto de corte (0.7), a los 120 DPl en el grupo A
inoculado/no inmunizado, y a los 180 DPI en el A inoculado/no inmunizado y en ambos
dei grupo B, todos ellos estimulados con el PPD-B, asi como el grupo B inoculado/no
inmunizado, incubado con el PPD-A. Ningtin animal del Grupo C no inoculado resuitéd
positivo a la prueba de IFNy, no obstante, no hubo difere'ncia estadistica significativa
entre los tratamientos (p>0.05), ni se encontré diferencia significativa entre grupos o
por el empleo del PPD-A 6 PPD-B.
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Figura 9. Resultado de ia prueba de IFN-y con el PPD-A y PPD-B a los 120 y 180 DPI
con Mycobacteriumm avium subsp paratuberculosis en cabritos inmunizados (INM) y no
inmunizados (NO INM).

Gpo A: inoculado con Map de onigen caprino, Gpo B: inoculados con Map ovino, Gpo C: Testige. DO Densidad Optica
No hubo diferencia estadistica significativa (p>0.05) entre grupas, ni tratamientos.
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En la figura 10 se comparan los resultados obtenidos en las dos pruebas que miden la
respuesta inmune celular, encontrandose que la SD?{ detectd a un mayor nimero de
animales positivos que el IFN-y, la primera fue capaz de detectar en total 12 positivos
en los cabritos inmunizados a los 120 DPI(S5enel A, 3enel B y 4 en el C), asi como
un positivo del grupo A inoculado/sin bacterina, mientras que la otra prueba séio
detecté 5 animales positivos 2 en el A inoculado/inmunizado, 1 en el A no inmunizado
y 1 en cada uno de los grupos B y C bacterinizados. A los 180 DPI la prueba de IFN-~y
detecté 6 positivos, 2 del grupo A inmunizado, 1 del A no inmunizado y 3 del B no
inmunizado, todos inoculados, mientras que los positivos a IDR disminuyeron,

detectando en total 10 positivos, 8 inmunizados y 2 no, siendo mejor que el IFN-y.

No. positivos a IDR y g-IFN

NM - NOINM INM NO INM INM NO INM INM NO INM
120/FN-g 120/DR 180/IFN-g 1BVIDR

Dias de aplicacion del antigeno y tratamientos

BGpo A BGpo B MGpo C

Figura 10. Comparacion entre las pruebas de IFN-y e IDR a los 120 y 180 DPI con
Mycobacteriurn  avium subsp paratuberculosis, en cabritos inmunizados (INM} y no
inmunizados (NO INM).

Gpo A: Inoculados con Map de origen caprino, Gpo B: inoculados con Map ovino, Gpo C: Testigo.
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4. Resultados clinicos v postmortem

" Durante el periodo de experimentacion los animales no presentaron signos clinicos de
paratuberculosis. Se presenté un problema de pediculosis para io cual los animales
recibieron tratamiento en dos ocasiones, aungue no se logrd eliminar totalmente, pues
ios cabritos sacrificados a los 120 DPI, aGn mostraban la presencia de estos parasitos,
asimismo, los animales recibieron un tratamienio preventivo contra coccidiosis. Al
momento de la necropsia, ninguno de los animales sacrificados a los 120 y 180 DPI,
tenian evidencia de pérdida de condicion corporal, diarrea, edema, o cualquier otra

signologia compatible con la PTB. Siempre estuvieron alertas y con una buena actitud.

4.1 Hallazgos macroscopicos

En el cuadro 1 se presentan las lesiones macroscépicas encontradas con mayor
frecuencia en los cabritos sacrificados. Se puede apreciar que el engrosamiento del
intestino se enconir6 con mas frecuencia, principaimente en los animales
inoculados/inmunizados, 2:2 y 3:3 en los grupos A y B respectivamente, asi como 2: en
el grupo C no inoculado/no inmunizado, en total 10 de los 12 animales. La
linfangiectasia de la serosa y el aumento de tamafio de linfonodos se presenté en la
mitad de los animales 6:12. Las lesiones se presentaron tanto en los inmunizados
como en los no inmunizados de los tres grupos. Por otra parte, los cabritos del grupo
C, tanto inmunizados como no inmunizados, fueron los mas afectados, pues todas las
lesiones estuvieron presentes en los 4 cabritos, a excepcion de uno inmunizado, que
no tuvo engrosamiento de la mucosa, cabe mencionar que en todos elios se
encontraron lesiones que sugieren la presencia de coccidias, en jos segmenios
afectados del intestino.

5.2 Histopatologia
En el cuadro 2 se presenta un resumen de las lesiones asociadas a la infeccion por

PTB encontradas en los cabritos sacrificados. Asimismo en el Apéndice se hace la
descripcion completa de los cambios anatomopatoldgicos encontrados. El hallazgo
principal en las zonas afectadas fue un acimulo de macréfagos y linfocitos, se
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Cuadro 1. Proporcion de cabritos afectados con lesiones macroscopicas en intestino,
observadas con mayor frecuencia en animales inmunizados y no inmunizados,

inoculados con Mycobacterium avium subsp paratuberculosis.

Proporcion de animales afectados™
Lesion | Grupos
A B Cc

INM NO INM INM NO INM INM NO INM

Engrosamiento de intestino 2:2 12 - 33 1:1 1:2 2.2
Linfangiectasia en serosa 1:2 0:2 0:3 11 22 2:2
Linfonodos aumentados 0:2 1.2 1:3 0:1 2:2 2:2

*Proporcién de afectados, de los sacrificados a los 120 y 180 DPI
Grupo A: Ingculado con Map caprino, Grupo B inocuiado con Map ovino, Grupo C: Testigo
INM: Inmunizados, NC INM: No inmunizados

considerd la extensién y localizacion de estas lesiones para lievar a cabo su
clasificacion de acuerdo a la propuesta de Pérez et al., (1996) y empleando también la
nomenclaiura descrita por Juste ef al., (2000c). También se describe cuaiquier otro
haliazgo de la necropsia no relacionado a la PTB. A continuacién se menciona
brevemente el diagnéstico morfolégico y la clasificacidn correspondiente de las

lesiones de cada animal sacrificado.
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" Cuadro 2. Localizacién y 6rganos donde se apreciaron lesiones
granulomatosas*, en cabritos inmunizados y no inmunizados,
sacrificados a los120 y 180 dpi con Mycobacterium avium subsp

paratuberculosis.

INMUNIZADOS NO INMUNIZADOS

Gpo DPi|Organo Localizacion  Lesion Granuf |Organo  Localizacion  Lesién  Granul

A 120 VIC PP, zona IF Tipo i DM IL FL Tipp!  AD

A 180 L PP, zona basal Tipo # DM VIC  No-PP,Lampropia  Tipoll DM
Y apical L PPLimnapopia Tpoll DM

Y PP, zona Fy Tipo | AD Y  No-PP, veliosidades Tipollla DM
cupula

B 120 L PP, zona IF Tipel AM
FL y chpuia Tipo !l DM

B 180| VIC PP iaminapropia Tipoll DM VIC PP,zonaiFybasal Tipol AD
IL  No-PP, Lam propie "ﬁpo i DM L No-PP, zona basal  Tipo ll DM

y criptas PP,zonabasal  Tipol  AD
c 120 SL SL SL St

C 180 SL St SL Sk

* Clasificacién de acuerdo al criterio de Pérez et al (1996)

¥ De acuerdo a la nomenclatura propuesta por Juste et al, (2000¢): Tipo de granuloma (Granul)
AD: aislado-delimitado, DM: delimitado-multifocal.

Grupo A: inoculado con Map caprino, Grupo B: inoculado con Map ovino, Grupo C: Testigo
VIC: valvuola ileocecal, IL: ileon, Y: yeyuno, PP: placa de peyer, IF: interfolicular, FL.: foliculo Linfoide, SL: sin lesién.
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A. Grupo infectado con Map caprino.

De los animales iﬁmunizados, el cabrito 6 sacrificado el dia 120 presents enteritis
granujomatosa multifocal en valvula ileocecal (VIC), correspondiente a una lesion de
tipo I} con granuloma delimitado-muitifocal (Figura 11). Ef cabrito 3 muerto el dia 180,
fnostré enteritis granulomatosa focal en VIC, ileon y yeyuno, asociadas a placas de
Peyer (PP), la lesion de tipo ll, con granuloma delimitado multifocal. En nédulo vacunal
se observé dermatitis granulomatosa multifocal severa.

De ios animales que no recibieron la bacterina, el cabrito 8 sacrificado a los 120 DP!
presentd enteritis granulomatosa focal en ileon, asociado a PP, ésta lesién es de tipo |,
caracterizada por un granuioma aislado-delimifado. Mientras que en el sacrificio al dia
180 PI del cabrito 2, las lesiones fueron enteritis granulomatosa focal en VIC, no
asociado a PP, y en ileon asociado a tejido linfoide, en yeyuno también fue observada
enteritis granulomatosa focal y multifocal, asociada y no asociada a PP. Se encontrd
linfangiectasia en ileon y yeyuno. En este animal las lesiones fueron de tipo il y llla,
con granuloma delimitado-multifocal mas extenso. En el nédulo vacunal del mismo

animal, el hallazgo fue dermatitis perianexal y perivascular.

B. Grupo infectado con Map ovino.

En los cabritos inmunizadoé sacrificados a los 120 dias se encontrd Enteritis
granuiomatosa focal en ileon, asociado a PP y linfangiectasia en VIC e ileon del
cabrito 11, la lesion es tipo 1, cuyo granuloma es aislado-delimitado. En el animal 15, la
lesion fue enteritis granulomatosa multifocal y linfangiectasia en ileon, con relacién a
PP: lesién de tipo 1i, con granuloma delimitado-multifocal. En nddulo vacunal se halld
dermatitis granulomatosa muitifocal severa, con necrosis. En el cabrito 18 que fue
sacrificado a los 180 DPI, se presentaron gfanulomas del mismo grado que el anterior,
tipo 1, delimitado-multifocal, la lesidon encontrada fue enteritis granulomatosa focal en
VIC con relacion a PP y en ileon, pero no asociada a tejido linfoide. También presentd
linfangiectasia en VIC e iileon. En nédulo vacunal se encontré dermatitis
granulomatosa multifocal con necrosis (Figura 12).

En el cabrito 13 no inmunizado, cuya necropsia fue a los 180 DP{, se encontré enteritis
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granuiomatosa multifocal en VIC y enteritis granuiomatosa focal con linfangiectasia en
fleon y yeyuno asociado a PP, de grado tipo I, con granuloma delimitado-multifocal

C. Grupo testigo.

En el sacrificio del dia 120, del cabrito 26, inmunizado se encontro enteritis eosinofilica
en ileon y yeyuno con edema, y en el cabrito 20 sacrificado a los 180 DP!, sdlo se
present6 edema discreto en submucosa de VIC y yeyuno.

En los cabritos no inmunizados, el animal 22 sacrificado a los 120 DPI, se vio afectado
por enteritis eosinofilica en VIC, ilecn y yeyuno, con edema y focos de necrosis, y en
el sacrificio a los 180 DPI del cabrito 24 se observé edema moderado en I&mina propia
de VIC, ileon y yeyuno. _

En todos los animales del grupo tesiigo, los cambios no corresponden a lesiones
descritas de la infeccion por PTB, por lo que no fueron clasificadas como las demas.
(Pérez ef al 1996).

En los cortes histoldgicos con lesiones también se realizo la tincidén de Ziehl-Neelsen,
sin embargo, en ninguno de elios fue posibie encontrar bacterias que confirmaran la
presencia de Map en las lesiones descritas.

En el cuadro 3 se hace un resumen de los resultados obtenidos en las pruebas de
inmunidad celular y humoral en los cabritos sacrificados con relacién al grado de
lesién encontrada, se exciuyen a los cabritos del grupo testigo gque no mostraron
ningdn dafo relacionado a la PTB. Es importante destacar gue en el animal con lesion
lfia, delimitado-multifocal, que fue la mas severa, la respuesta a las pruebas fue mas
pobre, pues Unicamente fue positivo a la IDGA.

6. Cuitivo Bacteriano.
Los dérganos de los cabritos sacrificados a los 120 DPI fueron procesados y cultivados
en 2 tubos del medio de Lowenstein-Jensen con micobactina J y uno sin micobactina

J, se incubaron a 37-38°C durante 28 semanas, los 6rganos de ios cabritos
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Figura 11. Reaccién granulomatosa focal, 4 en la zona interfolicular del tejido
linfoide asociado en la mucosa de valvula lleocecal. Cabrito 6 del grupo A inoculado
con Map caprino, no inmunizado, sacrificado a los 120 DP1. (HE 320 X)

Figura 12. Reaccién granulomatosa focal, * en la base del foliculo linfoide asociado
a la mucosa del ileon, del cabrito 18 del grupo B inoculado con Map ovino, sacrificado

a los 180 DP!. (HE 400 X)
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sacrificados a los 180 DPI fueron cultivados de la misma forma durante 24 semanas.

En ninguno de los tubos se observaron colonias, en algunos gue eran sospechosos se

hicieron frotis tefiidos con ZN, todos fueron negativos. No se logré obtener ningin

aislamiento de los érganos de los cabritos sacrificados.

Cuadro 3: Relacion entre el grado de lesion y los resultados de las pruebas realizadas
en los cabritos inmunizados y no inmunizados, inoculados experimentalmente con

Mycobacterium avium subsp paratuberculosis.

Pruebas realizadas

Gradode Granuloma® Grupo/Tx  IDGA IFN—® IDRS
Lesion* ,

Y DM AJNO INM P N N

i DM Al INM P P P

P N P

B/ INM P P N

P P N

P N P

B/ NO INM P P N

I AD A/ NO INM P N P

* Grado de kesidn de acuerdo al criterio de Pérez of af ., (1996)

* De acuerdoa la nomenclatura propuesta por Juste et al., (2000) Tipo de granuloma: AD: aislado-delimitado, DM: delimitado multifocal.

§ Resultados de las pruebas positivo al PPD-A 6 PPD-B 6 ambos.
Grupo A inoculade con Map caprino, Grupo B: inoculado con Map ovino.
P: Positivo, N: negativo, INM: Inmunizado, NO INM: No inmunizado, Tx Tratamiento
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DISCUSION.

1. Inoculacion

Con la finalidad de estudiar fa PTB y encontrar estrategias para su control, se han
llevado a cabo infecciones experimentaleé. La mayor parte de los investigadores han
empleado Map obtenidas de medios de cultivo (Giimour ef al., 1965; Karpinsky y
Zérawsky, 1975; Nisbet ef al., 1962; Saxegaard, 1990, Sigurdardéttir ef al., 1999) para
infectar a becerros, corderos y cabritos aunque no se ha tenido éxito totat en la
reproduccion de la enfermedad, probabiemente porgue la bacteria sufre cambios en su
virulencia y patogenicidad con los pases en cultivos de laboratorio. Chavez, 1993
utilizdé como indculo bacterias purificadas directamente de intestinos de animales
infectados. En el presente trabajo se empled la misma técnica de purificacion
obteniéndose bacterias en cantidades de 3.3 y 5.6x 10™ de origen caprino y ovino
respectivamente, que posteriormente fueron capaces de crecer en medio de cultivo de
Lowenstein-Jensen.

Asimismo se han empleado diversas vias para Hlevar a cabo las inoculaciones
experimentales, en éste trabajo se decidié aplicar el inéculo por via oral, debido a que
es la via de entrada natural de la bacteria. Gran parte de los trabajos de infeccion
experimental han optado por esta via (Gilmour et al., 1965; Nisbet et al., 1962; Pérez et
al.,, 1994; Saxegaard, 1990, Sigurdardoéttir ef al., 1899), no obstante que Merkal et al.
en 1968 obtuvieron mayor respuesta celular y humoral al llevar a cabo la infeccidn por
via intratraqueal, la inoculacién intravencsa también arrojé mejores respuestas con las
pruebas de IDR y fijacién de complemento, sin embargo no fue evaluada la
presentacion de lesiones. En e! presente trabajo, no fue posibie obtener aislamientos
de los animales inoculados por via oral, ni observar las bacterias en cortes histoldégicos
con tinciones de ZN, asimismo, los resultados de las pruebas seroldgicas y los de
inmunidad celular no fueron concluyentes para asegurar que se logrd la infeccion
experimental, no obstante, el hallazgo de lesiones discretas en todos los animales
inoculados y la ausencia de las mismas en el grupo testigo, sugieren que se logré la
infeccion. Los resultados de cada prueba se discutiran posteriormente.
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2. Inmunizacion.

Fue comprobada la reaccidon local al inmunégeno por la persistencia del nédulo
formado (Figura 1), el cual sélo se aprecio en los animales gue fueron inmunizados. La
persistencia del mismo durante el tiempo que duré el trabajo podria ser un indicativo
de proteccion celular, pues después de 20 afios de experiencia con la vacuha en

Francia, Doyle, (1964) menciona que en los animales en los que persiste el nédulo y

- los bacilos en él, no presentan signologia de PTB. Garcia-Marin, 1999b encontré que

los nédulos postvacunales se desarrollaron de 1-5 cm con ulceraciones que

complicaron el manejo de animales. En el presente estudio, los nédulos fueron de
tamano similar a los descritos por Garcia-Marin y también se ulcéraron, sin embargo
no represento un probiema para manipular a los cabritos y aparentemente éstos no se
mostraron afectados por el nédulo. Tampoco se observéd efecto secundario por la
aplicacion de la bactetina, como pérdida de apetito o depresion. Lopez et al., 1999
también describieron la formacién de nédulos sin complicaciones posteriores.

3. Respuesta inmune humoral.

3.1 Inmunodifusién en Gel de Agar (IDGA).

No fueron encontrados animales positivos en ninguno de los grupos en los muestreos
los dias 1y 14 P! (Figura 2), pues aun en el dia 14 en que los animales habian sido
inoculados, no se desarroli¢ respuesta inmediata, ya que al vivir dentro de las células,
las bacterias se escudan de los mecanismos de inmunidad humoral, los cuales sélo
empiezan a actuar cuando ia infeccion avanza (Munk et al., 1990; Sweeney 1996a).
Cuando los macréfagos fagocitan a la bacteria pueden procesar algunos de los
antigenos para presentarlos a los linfocitos T (Edwards y Kirkpatrick, 1986), por lo cual
la proteccion es basicamente por la respuesta celular. En los trabajos de infeccion
experimental no se ha encontrado respuesta humoral en un tiempo de 14 DP! (Pérez et
al.,, 1984, Saaxegard 1990; Sigurdardoéttir ef al.,' 1999). La respuesta humoral se
aprecit¢ a partir del dia 30 PI, como se observa en la figura 2, con 4:5 seropositivos en

los tres grupos de cabritos inmunizados. Se puede apreciar el efecto de la bacterina,
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ya que de los animales no inmunizados, Unicamente uno fue positivo a la prueba de
IDGA, siendo un cabrito del grupo A infectado con Map caprino. Esta reaccion
temprana a la inmunizacién fue descrita por Garcia-Marin ef al., (1999b) quienes
encontraron respuesta humoral desde los 15 DPV, o cua! equivale al dia 30 P! del
presente trabajo, alcanzando maximos niveles entre los 60 y 120 dias PV. Dominguez,
(2000) obtuvo 48% de seropositivos 15 dias PV, en cabras aduitas de un rebafio
infectado naturalmente, alcanzando un maximo porcentaje de 50% a los 30 dias PV,
en el presente estudio se enconird que todos los cabritos inmunizados fueron
seropositivos a los 120 DPI, coincidiendo con los trabajos mencionados.

Sélo en los grupos A y B no bacterinizados se presentaron seropositivos, 1:3 y 2:3
respectivamente en el dia 120, lo que pudiera indicar un progreso de la infeccién que
estimulara la respuesta humoral. Saxegaard, (1990) infectdé becerros y cabritos con
Map de origen caprino, séic un cabrito resulté positivo a IDGA 9 meses Pl. Por otra
parte, Pérez et al.,, (1984) evaluaron la respuesta en corderos infectados con Map y
también encontraron un animal seropositivo hasta los 120 DPI, el porcentaje de
seropositivos se mantuvo por debajo del 30% hasta 350 DPI. Estas investigaciones
que han empleado la prueba de IDGA para evaluar la respuesta humoral coincidirian
con los resultados presentados, sin embargo no hubo evidencia estadistica para
concluir que la respuesta humoral en los grupos infectados fuera diferente de ia del
grupo testigo, a pesar de la ausencia de seropositivos en ios cabritos no infectados, no
inmunizados, probablemente esto se deba a que el tamafo de la muestra es muy
pequefio.

3.2 Inmunoensayo enzimatico (ELISA).

Los resultados negativos de ELISA de los dos primeros muestreos, presentados en la
Figura 3, son similares a la prueba de IDGA, lo mismo que la presencia de
seropositivos a partir del dia 30 Pl e incrementandose a los 120 y 180 DP! en los
cabritos inmunizados. Esto podria sugerir que el inmunégeno fue capaz de inducir una
respuesta humoral temprana en los animales que ia recibieron; tal y como lo han

informado otros autores (Juste ef al,, 1994). En los trabajos realizados por Gwézdz et
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al., (1999) y Garcia-Marin et al., (1998b), la respuesta postinmunizacién se incrementé
ligeramente a partir de Ios‘ 21 dias posteriores a la inmunizacién {correspondiente a 35
DPI) en el primero y desde los 15 DPV en el segundo. En el presente estudio, todos
los cabritos inmunizados del grupo B y C, asi como 4:5 del grupo A fueron positivos a
los 120 DPV, tal y como se muestra en la figura 3. En el trabajo llevado a cabo por
Dominguez, 2000, se emplearon animales adultos, de un rebafio infectado y el
porcentaje maximo de positivos después de la inmunizacion se logré a los 30 dias con
un 75%, a los 60 DPV, el porcentaje de positivos bajé al 47% y continud decreciendo
paulatinamente hasta los 330 DPV. No obstante la coincidencia con las
investigaciones anteriores en cuanto al inicio de respuesta postinmunizacion, el
analisis estadistico no demostré un efecto del inmunégeno y tampoco hubo diferencia
estadistica significativa entre grupos.

En la Figura 4 se aprecia el promedio de CDO én'los tres grupos, en los animales
inmunizados hubo un incremento en el CDO desde el dia 30 PI, alcanzando niveles
maximos a los 120 DPI con CDO de 0.925 eﬁ el grupo B. Los resultados presentados
son similares a los trabajos realizados por Corpa et al., (1999); Garcia-Marin et al,
(1999b) y Gwozdz et al., (1999) en corderos y cabritos, donde el indice de densidad
optica méaximo se presenta entre ios 60 y 180 dias y se mantienen elevados hasta
después de un afio. Ei CDO mayor al final del presente estudio pudiera mostrar una
respuesta humoral que se mantendria elevada por mas tiempo, de la misma manera
que los animales inmunizados en los trabajos anteriores. Sin embarge no fue posible |
mostrar que estas coincidencias en el incremento del CDO vy la tendencia en la grafica
similar a los trabajos descritos, se deban a una respuesta inmune producida' por la
bacterina, ya que no hubo diferencia de medias significativa.

La funcion de una bacterina es generar una respuesta inmunoldgica gue pudiera
proteger al individuo, y aunque en fa infeccion natural, Ja inmunidad humoral no parece
jugar un papel relevante en la proteccion contra Map (Clarke y Little, 1994; Pérez ef -
al., 1994), las diversas bacterinas contra PTB empleadas en in\}estigaciones previas

también han mostrado capacidad para inducir una respuesta humoral (Garcia-Marin et
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al., 1999b; Gwozdz et al 1999; Juste et al, 1994). En esta investigacion no hubo datos
concluyentes sobre la activacién del sistema inmune generada por la bacterina, o cual
pudo deberse un tamaiio de muestra pequefio ya que hubo gran variabilidad de los
resultados obtenidos |

Por oira parte, en la figura 4 fue notoric el promedio det CDO que mantuvo bajos
niveles en los cabritos que no fueron bacterinizados, aun en los infectados, en los
cuales el CDO al dia 180 fue de 0.53 y 0.47 en los grupos A y B, estos resuitados
concuerdan con algunos investigadores quienes han observado que la infeccién con
Map, no es capaz de estimular una respuesta humoral temprana (Chiodini, 1998a). En
otros estudios Chavez ef al., (1993) y Larsen et al,, {1999) encontraron un incremento
leve en los anticuerpos 15 y 30 DPI respectivamente, pero sélo en algunos de los
cabritos y corderos infectados. l.a mayor parte de los resultados positivos fueron
encontrados después de los 220 DPI hasta un afio Pl. También el frabajo de Stewart ef
al., (1999), mostré que de 15 animales infectados, 2 tuvieron resultados positivos a los
120 y 150 DPI. En contraste con esos resultados, en los estudios de Gwozdz et al,
(1999) y Sigurdardéttir et al., (1999), los corderos y cabritos infectados no inmunizados
s6lo mostraron un pequefio incremento en el indice de ELISA entre los 237 y 240 DPI.

La técnica de ELISA ha mostrado resultados diferentes en las investigaciones
realizadas, aigunos mencionan que se comporta de manera semejante a las otras
pruebas seroldgicas en ovinos y caprinos (Burnside, 1994; Hilbink et al., 1994),
mientras que en otros donde se ha empleado en bovincs, la prueba de ELISA ha sido
superior detectando mayor niumero de animales con respuestas mas tempranas (Jark
et al., 1996). Aunque e} resultado humorai puede depender del grado de lesibn
encontrada (Clarke ef al, 1996c). A pesar de que las dos pruebas detectan la
respuesta humoral a la inmunizacién, pocos dias después de su aplicacién, en el
presenie frabajo, la prueba de IDGA fue capaz de detectar un mayor numero de
animales positivos con respecto a la de ELISA y fambién mas pronto. Estos resultados
discrepan con los reportados en otras investigaciones, donde ELISA ha detectado de
manera precoz, un mayor namero de animales despues de la inmunizacioén
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(Domingugz, 2000) o de la infeccion natural, evaluada por el grado de lesion (Pérez et
al,, 1993a, Vélez, 1998). Es posible que‘ los resultados obtenidos en este trabajo
tengan discrepancias con ofros debido a que la técnica de ELISA empleada aun no se
encuentre bien estandarizada. Inciuso a escala mundial, Ia prueba que se utiliza varia
en cada pais, mientras que algunos investigadores emplean el kit comercial de IDEXX
(Clarke et al, 1996c, Sigurdardéttir et al., 1999), otros emplean sblo antigenos
comerciales (Dominguez, 2000; Vélez, 1996). Algunos investigadores fabrican sus
propios antigenos, purificados como johnina (Saaxegard, 1990) o bien emplean
metodologias modificadas por el grupo de trabajo (Jark ef al.,, 1996). Por otra parte,
debido a las caracteristicas de Ia prueba de ELISA, que requiere de mucha precision
en su desarrollo, es mas probable gue se presenten errores en el procedimiento de
ésta, lo cual pudo causar resultados incorrectos.

Ya que la respuesta humoral se mantiene durante un largo periodo, podria representar
un probiema debido a la dificultad de identificar una reaccién al inmunégeno o una
respuesta a la infeccion. En un reporte de Hilbink y West, 1990 concluyen que la
inmunizacién interfiere con las pruebas seroldgicas IDGA y FC’, al menos por 16 y 23
semanas, respectivamente. Evaluando con ELISA, se ha encontrado que la respuesta
humoral se mantiene hasta por un afio PV (Corpa ef al., 1999;' Gwézdz ef al., 1998).
Seria necesario evailuar por un periodo mayor el comportamiento de las pruebas
serologicas en animales infectados-inmunizados y cabritos soélo infectados, para
determinar si la respuesta al inmundgeno disminuye mientras la reaccién a la infeccién

se incrementa.

4. Respuesta inmune celular,

4.1 Intradermorreaccion IDR

Al llevar a cabo una prueba de intradermorreacién doble comparativa se pretende
obtener mejores resultados evitando los falsos positivos. La micobacteria responsable
de la PTB es una subespecie del M. avium (Juste, 2000a), por lo cual se esperaria que
los animales tanto infectados como inmunizados tuvieran reaccién al PPD-A o gue
fuera mayor el nUmero de reactores a ésta que al PPD-B. Se puede apreciar en la
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Figura 5 que la reaccién al PPD-A fue muy similar a la del PPD-B, s6io fue mayor el
porcentaje de animales reactores al antigeno aviar en el grupo A, alos 180y en el B a
105120 DPI. Los antigenos empleados en esta prueba no son especificos de la especie
M. avium, sino que comparten antigenicidad con otras especies de micobacterias e
incluso con otros géneros (Chiodini, 1984; Gunnarsson y Fodstad, 1979), por lo tanto
es posible gue los animales infectados o inmunizados con Map tengan reaccién a la
tuberculina mamifera aunque en menor grado que a la aviar (Collins et al, 1984;
Garcia Marin et al., 1999a; Johnson et al., 1977; Lépez et al., 1998). No obstante, en
trabajos realizados anteriormente también se ha presentado una reaccion similar al
PPD-B y PPD-A (Dominguez, 2000), Io cual podria atribuirse a que en la fabricacién de
la bacterina no se utilizan antigenos purificados, sino micobacterias completas, y o
mismo ocurre con los PPDs, de modo que todos los antigenos que tienen, pueden
estimular una reaccién inmunogénica. Por ofra parte, debido a que estos antigenos -
son empleados para el diagnéstico de la tuberculosis bovina, la concentracion del
PPD-B es mayor que el del PPD-A, por lo que se incrementa la posibilidad de una
respuesta al primero. Finalmente, estos resultados podrian explicarse como
reacciones cruzadas con otros agentes, tales como Corynebacterium
pseudotuberculosis, la cual parece haber afectado a 3 6 4 animales durante la
investigacion, pues aunque no fue aislado el agente etiologico, se encontraron
abscesos en linfonodos submandibulares con el exudado pastoso (caseoso) muy
similar a lo que se presenta en la linfadenitis caseosa en caprinos.

En las investigaciones realizadas con inmundgenos, los animales siempre muestran
reaccion a ia inmunizacion, presentandose desde los 30 DPV (Dominguez, 2000;
Larsen, 1950), en la Figura 5 se observa que también en e| presente estudio hubo
reactores a los 120 DPI, 5:5 en el grupo A, 3:5en el By 4:5 en el C, en los cabritos
inmunizados, lo cual podria sugerir que se trata de una respuesta inmune celular (RIC)
a la bacterinizacion, sin embargo, por falta de evidencia estadistica no es posibie
concluir que fue generada por la inmunizacién. En el muestreo a los 180 DP!, el
numero de reactores del grupo A bajé a 3:4, mientras que en el control se

incrementaron los reactores a 4:4. Estos resultados podrian coincidir con Garcia Marin

92



et al., (1999a), quienes obtuvieron mayor numero de cabritos reactores a los 120 DPV
que a los 350 dias y Dominguez, {(2000), que encontrd 88% de reactores al PPD-A y
PPD-B desde los 21 DPV, y 4 meses después el porcentaje disminuyé a 78%. Por su
parte Lépez et al., (1998) inmunizaron becerros encontrando que la respuesta persistid
hasta 350 dias posteriores a la misma. No hay evidencia de que la reaccidn inmune de
los animales se deba a la bacterinizacion, sin embargo, de ser asi, indicarian que el
inmunégenc estimulé una RIC que se mantuvo por io menos durante 180 DPI, si bien
no es lo suficientemente fuerte, para que se mantenga en todos los animales en una
forma constante y por un lapso mayor.

En los estudios realizados anteriormente se ha demostrado que la RIC es la primera
en aparecer en las infecciones de Map (Larsen ef al., 1999; Pérez ef al., 1994; Stewart
ef al., 1999}, por lo que en este estudio era esperada una RIC también en los animales
infectados no bacterinizados. No obstante, sdlo un cabrito fue positivo al PPD-A a los
120 DPI y ninguno a los 180 dias y otro positivo al PPD-B en el grupo B a ios 180 DPI.
Tampoco se observd una adicion en ia respuesta a la bacterina, que pudiera atribuirse
a la infeccion en los grupos A y B inoculados, que mostrara {a inmunidad celular,
contrario a los hallazgos de Karpinsky y Zérawsky, 1975 en corderos y Johnson ef al.,
1977 con becerros, con reactores desde los 60 DPI y cerca del 85% de positivos entre
los 120 y 150 DPI. Por otra parte, no todas ias investigaciones han coincidido, Gilmour
et al., 1965 obtuvieron reactores a los 30, 90, 120 y 180 DPI, aunque pocos animales y
en forma inconsistente, asimismo, en el trabajo de Sigurdardéttir ef al., 1929 una cabra
reacciont sélo a los 90 DP! y una diferente a los 180 y 270 DPIL. Siendo éstos
resultados semejantes a ios del presente estudio. Cabe sefialar que hubo un animal no
infectado, del grupo C, que resultd positivo a la prueba, lo cual podria atribuirse a una

respuesta cruzada con otras bacterias como ya fue mencionado (Clarke, 1997a).

La falta de correlacién observada en ias Figuras 7 y 8 de las pruebas de IDR y ELISA,
guizas muestran la inconsistencia en los resultados obtenidos, principalmente los de
ELISA, ya que si bien sonh pruebas que detectan dos tipos diferentes de inmunidad,

ambas deben ser capaces de localizar una respuesta dada por un inmunégeno, por o
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que solo la correlacién media r°=0.41, encontrada con el PPD-B muestra parcialmente
esa capacidad, la cual no se observé con el PPD-A. Este resultado puede indicar que
la respuesta inmune generada por la bacterina no es especifica de Map, pues como va
se menciond, comparie antigenos con otras bacterias como micobacterias saproéfitas,
que pudieran ocasionar faisos positivos al PPB-B. No obstante, esta observacién
discrepa con los resuitados de ofras investigaciones, donde los animales
bacterinizados reaccionaron mas al antigeno aviar (Collins et al,, 1984; Garcia Marin
et al., 1999a; Lopez et al,, 1999). Es probable que la explicacion de esta diferencia se
deba a la concentracion de los PPDs, que como ya se dijo, es 4 veces mayor para el
bovino que para el aviar. Por otra parte, la correlacion *=0.62 con el PPD-A en los
animales no inmunizados, ocasiona mayor desconcierto, ya que en los animales que
no recibieron inmundgeno, se esperaria una respuesta celular temprana, sin respuesta
humoral (Pérez et al., 1994; Sweeney, 1896b), de manera que no deberia haber
coincidencias entre ios resultados obtenidos en este estudio con ambas pruebas. Los
resultados encontrados en la correlacién se ven afectados por los problemas vy
variaciones de cada prueba por separado, por lo que no deben ser muy confiables.
Garcia Marin ef al., 1999a evaluaron ELISA e IDR, ya aungue no se hicieron pruebas
de correlacion, informaron que ambas pruebas pueden detectar bien a los animales
con ia enfermedad, pero en diferentes momentos de acuerdo al tipo de lesién
presente.

4.2 interferén gamma (IFN-v}
En trabajos llevados a cabo anteriormente se ha demostrado que la produccién del

IFN-y por células mononucleares estimuiadas por el antigeno especifico (Map), es Gl
para llevar a cabo un diagndstico en animales subclinicos (Stable, 1996). Aunque el kit
de Bovigam® fue creado para el diagnoéstico de la tuberculosis, ha sido probado
también en la deteccion de PTB, encontrandose resultados positivos correspondientes
con otras pruebas (Chavez et al., 1993; Gwézdz et al., 1999).
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No fue posible detectar un efecto del inmundgeno en la respuesta del IFN-y como
puede verse en la Figura 9, pues la diferencia encontrada en algunos casos es muy
pequefia, a los 120 DPl el .promedioc del CDO fue mayor en los animales
bacterinizados que fueron estimulados con el PPD-A, por el contrario en los animales
no inmunizados e infectados, el promedic del CDO fue levemente mayor en las
muestras expuestas él PPD-B. Los resuitados fueron totaimente inconsistentes y no
permitieron llegar a una conclusién con respecto al uso de la bacterina, pues aungue
fueron 14 animales positivos a la prueba, se encuentran dispersos en diferentes
grupos en los dos muestreos y con ambos PPDs, sin mostrar tendencia definida. En
esta prueba no existi6 diferencia estadistica significativa entre grupos y tratamientos,
lo que podria deberse al nimero pequefo de muestra y la variabilidad en los
resultados obtenidos, también es posible pensar que la reaccion individual jugé un

papel importante en los resultados por grupo, afectado mayormente por la muestra

pequena.

Los resultados que se obtuvieran de esta prueba eran muy importantes para investigar
la accion de la bacterina sobre el sistema inmunoldgico, en concreto la RIC, de los
animales, que pudiera darse en forma temprana. En la investigacion llevada a cabo por
Gwozdz et al, (1999) se manifestd una respuesta clara en la prueba de IFN-y a la
inmunizacién, encontrando un ligero incremento desde el dia 35 Pi en animales
inmunizados y un nivel maximo 65 DPI que fue disminuyendo posteriormente de
manera paulatina manteniendo niveles después de un afto Pl. Por otro lado en los
corderos no bacterinizados, la respuesta se incrementé después de los 120 DPI y se
mantuvo hasta los 370 dias pero siempre por debajo de los corderos inmunizados.
Estos resuitados no son similares a los del presente trabajo, donde no hubo diferencia
ni con el grupo control, especiaimente a los 180 DPI cuando el CDO del PPD-B fue
mayor mientras que en el trabajo de Gwozdz et al., (1999) la respuesta decrecia. Se
pens6é que parte de la diferencia pudo tener su origen en que en ese trabajo,
emplearon el PPA-3 para estimular los plasmas obtenidos, o que podria explicar la
falta de estimulo fuerte en el presente, tampoco hizo un comparativo con el PPD-B. No
obstante, en un trabajo de Chavez ef al, (1993) con infeccién experimental en
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corderos, no se demostrd que existiera diferencia entre el uso del PPD-A, PPD-B y el
PPA-3 hasta los 220 DPI, cuando ya se observaron resultados diversos. Por su parte,
Corpa ef al., (1999) si utilizaron un PPD-aviar para estimular los linfocitos del plasma
de cabritos y la respuesta fue similar a fa obtenida por Gwozdz et al., (1999), se
encontré un incremento significativo desde el dia 30 PV, que fue el maximo y
posteriormente decrecidé de manera trascendente a los 90 DPV. La respuesta en el
tiempo de ambos trabajos podrian explicar en parte, porqué a los 120 DP! (105 DPV)
ya no se encontré una diferencia entre los animaies inmunizados y los que no lo
fueron, el ensayo a ios 30 DPI que no pudo hacerse por 1a hemélisis de los plasmas,
debié ser muy valioso para mostrar una respuesta a la bacterina. En el trabajo de
Corpa ef al, (1999) hallaron resultados de DO superiores en el grupo inmunizado
hasta los 180 DPV, sin embargo no existié diferencia significativa respecto al grupo
control cuando los animales fueron inmunizados a los 15 dias de edad, mientras que
en animales bacterinizadas a los 5 meses de edad, la respuesta se mantuvo por mayor
ttempo con diferencias con el grupo control no inmunizado. En dicho trabajo se
concluye que cuando se aplica el inmunogeno a'los 5 meses de edad se induce una
respuesta inmune mas fuerte y duradera, lo que podria significar una diferencia
relevanie con el presente estudio, ya que los cabritos fueron inmunizados alrededor de
los 30 dias de edad.

Con respecto a la respuesta celular a la infeccion con Map, en la misma Figura 9, se
muestra que solo los del grupo B que no fueron bacterinizados, tuvieron CDO elevado
a los 180 DPI. En contraste, en un trabajo realizado por Chavez et al, (1993)
empleando el mismo kit comercial para medir IFN-y, los corderos infectados
experimentaimente, resultaron positivos entre los 54 y 80 DPI al PPD-A, PPD-B y PPA-
3, sin diferencias enire los antigenos, ademas los animales mantuvieron su respuesta
celular por 1o menos durante un afio. En el trabajo de Chavez se emplearon los PPDs
en una concentracion de 30ug / 150ul, mientras que en el presente estudio la
concentracion utilizada fue de 20pg / 150ul, lo que podria significar una estimulacioén

deficiente de los linfocitos.
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Por su parte Gwozds et al., (1999) encontraron que la respuesta de IFN-y en los
animales infectados se iniciaba después de los 120 DPI, pero fue hasta los 190 DPl en
que se observaron diferencias significativas con corderos no infectados, llegando a un
pico a los 250 DPI, este resultado podria explicar parcialmente ia falta de respuesta en
los cabritos infectados del presente estudio. En un trabajo de Stewart ef al., (1989) con
infeccidn experimental con Map de origen bovino, se notifican resultados positivos a
IFN~y a partir de los 3 meses Pl, sin embargo los cabritos fueron infectados a los 5
meses de edad, éste resultado podria coincidir con el de Corpa et al.,, 1999 al
inmunizar cabrifos a la misma edad, donde en ambos se muestra una respuesta
inmune celular temprana. Igual que lo ocurrido con la deteccion de la respuesta
humoral, seria necesario un mayor namero de observaciones posteriores para obtener
un perfil mas completo de la RIC generada tanto por el inmundgenc como por la
infeccidn experimentai.

Al comparar las dos pruebas que miden la respuesta inmune celular en la Figura 10 se
observo que la IDR detecté a un mayor niimero de animales positivos que la IFN-y, se
destaca a los 120 DPI que 12 cabritos inmunizados fueron reactores a IDR contra solo
3 en la de IFN-y, aunque a 180 DPI el niimero de positivos fue menor, esto muestra
gue la IDR fue mas sensible especialmente al inmundgeno. Garcia-Marin ef al,, 1999a
encontraron resultados similares entre ambas pruebas en corderos inmunizados con
lesiones tempranas, s6io hubo diferencia en los animales con lesion difusa, siendo
meijor la de IFN-y. '

Es posible que los resultados poco adecuados obtenidos en el presente estudio con
respecto a la prueba de IFN-y se deban a falias de laboratorio al emplear la técnica,
pues a pesar de que no hubo evidencia estadistica entre los grupos y tratamientos
para las pruebas de IDR, si fue posible observar a los positivos en grupos definidos,
sugiriendo una pequefa respuesta al inmunégeno y la infeccidbn experimental. La
posible causa de Ia falla puede encontrarse en la estimulaciéon con los antigenos PPD,

ya que fueron dializados para eliminar el exceso de fenol, pero pudo ocurrir que aun
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asi, no funcionaron apropiadamente. Otra causa como se menciond anteriormente
puede ser que se utilizara una menor concentracion de la necesaria para realizar un
buen estimulo de los linfocitos. Ya que el protocolo de este ensayo no indicaba que
fuera indispensabie la incubacién las muestras con CO,, como recomiendan algunos
autores, la estimulacidn se hizo en un medio aerdbico, sin embargo en una
investigacion anterior” se encontré que si el plasma no se incubaba con CO;, no se
obtenian resultados adecuados. Por otra parte, fambién hubo diferencia en la forma de
interpretar los resultados, ya que en el presente estudio se empled el criterio
establecido por los fabricantes del equipo comercial, para diagnosticar tuberculiosis,
pero considerando el plasma incubado con el PPD-A como el principal, mientras que
en otros trabajos como el de Garcia-Marin ef al., 1999a, se obtuvo un indice con el
cociente resultante de la DO del PPD-A entre la DO del plasma con PBS,
obteniéndose valores diferentes. Finalmente, el hecho de que IDR mostrara mas
positivos pudiera deberse a la menor especificidad de esta prueba, por o que pudieran
ser reacciones cruzadas, como ya se habia mencionado. A semejanza de lo ocurrido
con las pruebas que detectan anticuerpos, también ios resultados pudieron afectarse
debido a que es también una prueba de ELISA, y el desarrollc de la ésta es mas
delicado y con mayor posibilidad de error que la IDR.

5. Estudios clinicos y postmortem

A pesar de haber empleado una dosis muy elevada de bacterias en la inoculacion, el
estudio finalizé a los 180 DPI, cuando los animales contaban con un maximo de 8
meses de edad, por lo cual, no se esperaba encontrar signos clinicos caracteristicos
de la enfermedad que se presentan en aduitos jovenes (Nakamatsu ef al., 1968, Pérez
et al., 2000), tal y como ocurrié.

* Gutiérrez PJA, comunicacidn personal,
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5.1 Hallazgos macroscopicos

En el Cuadro 1 se observan los cambios macroscépicos mas comunes, encontrados en
los cabritos sacrificados. Se observé engrosamiento de la mucosa intestinal en 10 de
los 12 cabritos sacrificados, éste hallazgo fue mas comun en ileon y algunas porciones
del yeyuno, s6lo en un cabrito del grupo B se observé la VIC dilatada, mientras que en
tres animales del grupo C también se aprecid el incremento en el grosor de la vélvula
ileocecal. Unicamente hubo un cabrito del grupo A (Figura 13) donde se encontrd, en
forma discreta, la mucosa gruesa y arrugada transversalmente caracteristico de la
PTB. Ademas se apreci6 linfangiectasia y los linfonodos aumentados de tamafio y/o
fusionados en 6:12 animales, 1 del grupo A, 1 del B y los 4 del C, aunque no siempre

en el mismo cabrito.

Figura 13. Seccién de ileon de un cabrito del grupe A inoculadofinmunizado, donde se
muestra un engrosamiento discreto de la mucosa.

TESS CON |
FALLA DE ORIGEN
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Ya gue no exishé diferencia en las lesiones macroscdpicas encontradas en los cabritos
infectados, con respecto a los no infectados del grupo C, y que éstos fueron los que
presentaron mas lesiones macroscopicas, éstas no pueden ser adjudicadas a la PTB,
es probable que los cambios macroscopicos apreciados se deban a otra enfermedad,
pudiendo relacionarse con un problema de coccidiosis, pues en 8:12 animales se
enconfraron los puntos blanquecihos compatibles con nidos de esquizoontes,
asimismo en la histopatologia se encontrd enteritis eosinofilica y la presencia de los
paréasitos. El engrosamiento de la mucosa se relaciona con el edema presente en las
muestras de intestino. Por ofra parte, algunos estudios con animales adultos
infectados naturalmente, han revelado diversos cambios como emaciacién, edema
submaxilar, ascitis e hidropericardio y congestion intestinal, que no fueron encontrados
en los animales del presenie estudio, ya que corresponden a iesiones en una etapa
mas avanzada de la enfermedad (Rajya y Singh, 1961). Por tal motivo, a excepcidn del
cabrito 6 del grupo A, las lesiones macroscopicas encontradas, no son indicativos de
la infeccion por Map. Sigurdardottir et al, (1999), no encontraron lesiones
macroscépicas en cabritos infectados experimentaimente y sacrificados hasta los 12
meses de edad, excepto en un animal, donde sélo se observaron ligeras nodulaciones
gue se unian en una porcion del intestino. Por su parte, Juste et al, (1994)
encontraron lesiones macroscopicas sélo en dos corderos que fueron sacrificados a
los 220 DPA.

5.2 Histopatologia

En el Cuadro 2, se puede ver que todos los animales infectados (Grupos A y B),
presentaron algin grado de lesion caracteristica de PTB, mientras que de los cabritos
no infectados (Grupo C), ninguno presentd este tipo de lesiones. Como puede
apreciarse, la lesidn mas severa encontrada fue lila, con granuioma delimitado
muitifocal, en un cabrito muerto a los 180 DPI, del resto la mayoria fueron lesién Il que
corresponde también a granuloma delimitado multifocal pero de menor extensién y
solo un animal, tuvo lesion |, correspondiente a granuloma aislado-delimitado. De igual
manera, Sigurdardéttir ef al, (1999) encontraron iesiones en los cabritos sacrificados a
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partir de ios 120 DP}, las lesiones descritas por estos investigadores, corresponderian
mas con el tipo !, siendo muitifocales y localizadas principaimente en submucosa y
lamina propia en las PP aunque de mayor extension. Nisbet ef al., 1962 encontraron
en corderos infectados, cambios muy similares a las de! presente estudio a jos 120
DPI, en tanto que a los 180 DPI, uno de los animales no tuvo lesiones y en el otro
fueron muy extensas desde el Y a la VIC, aunque confinadas principaimente al tejido
linfoide del intestino. Fueron encontradas, ademas de los linfocitos, muchas células
epitelioides y gigantes tipo Langhans y de cuerpo extrafio. Este ultimo hallazgo, difiere
con {6 que se observé en la presente investigacién, pues las células encontradas con
mayor frecuencia fueron macréfagos y linfocitos y fue raro encontrar céluias giga_ntes,
la lesion descrita coincide con la del tipo ilia, delimitado-multifocal. Por su parte
Chavez et al., 1992, describieron lesiones granulomatosas focales, limitadas a la zona
iF del [L y Y, en corderos infectados y sacrificados a los 120 DPI, coincidiendo con ias
lesiones tipo | encontradas en ios cabritos de este estudio.

Es importante enfatizar que los cabritos del grupo B que fueron infectados con Map de
origen ovino, tuvieron lesiones similares a {as encontradas en los animales inoculados
con Map caprino. Uno de los objetivos de este trabajo era tratar de investigar si existia
especificidad de especie, y de acuerdo a los resultados histopatologicos obtenidos se
sugiere que al menos los caprinos inoculados con Map de origen ovino, pueden
desarrollar lesiones compatibles con PTB. Las lesiones observadas en loé cabritos
inoculados no se encuentran suficientemente desarroliadas y no parecen una
evidencia total de la infeccion, sin embargo, la ausencia de este hallazgo en todos los
animales del grupo C, no inoculado, apoyan la propuesta de que dichas iesiones son
consecuencia de una infeccion por Map. En un estudio de Collins ef al., (1990) los
aislamientos provenientes de caprinos, ovinos y bovinos fueron analizados por medio
de restricciébn de endonucleasas e hibridizaciéon. De acuerdo al patron de ADN que
encontraron, fueron clasificadas en dos grupos, todos ios de bovino eran del grupo
denominado C, mientras que la mayor parte de las cepas ovinas, son del grupo S, de
las 10 cepas caprinas, 9 fueron del grupo C y s6lo una del S, mostrando que las
bacterias aisladas de ovinos son las diferentes. Aunque desde hace tiempo se habia
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sospechado la diferencia de los bacilos de ovinos debido a la dificultad para su
aislamiento (Hole, 1958), las lesiones encontradas en los cabritos de los grupos Ay B
inoculados, podria mostrar que las bacterias de origen ovino tienen capacidad de
infectar a las cabras. Asimismo, Chiodini et al, 1985 no encontraron acidos grasos
especificos que diferenciaran a las bacterias de cabras, bovinos y ovejas, esto implica,
que a pesar de existir diferencias, las cepas aisladas de las tres especies comparten
muchas caracteristicas, explicando el hallazgo de lesiones en los dos grupos
inoculados. Por otra parte, Collins ef al., (1984) y Saaxegard, (1990) fueron incapaces
de reproducir la enfermedad en becerros infectados experimentalmente con bacterias
aisladas de caprinos, sin embargo, ambos lograron aistar Map de linfonodos e intestino
delgado. Este hecho podria plantear una diferencia en susceptibilidad de especie, mas
importante que la variacién de las cepas. Mas recientemente, Djgnne et al., (1999),
plantean la posibilidad de que las cabras sean una fuenie de infeccidn para el ganado
vacuno en Noruega, donde no habian sido reportados casos de PTB por afos en los
bovinos, pero si en caprinos. Existen muchas discrepancias como se mostré en las
investigaciones anteriores. En el presente estudio no es posible concluir que los
caprinos tuvieron una reaccién inmunolégica (humoral y celular) al ser inoculados con
Map procedente de ovinos, aunque los resultados de IDGA y ELISA parecen
insinuaria, pues ademas de la respuesta al inmunégenos, sblo en los grupos Ay B,
con animales inoculades hubo seropositivos. L.a presencia de lesiones encontradas en
los dos grupos a los que se les administr6 el indculo, sugieren una susceptibilidad de
la especie caprina a las bacterias procedentes de la especie ovina, como una forma de
confirmar la infeccién, pues no existe otro proceso patologico que produzca este tipo
de lesiones. No obstante, es necesario llevar a cabo estudios mas profundos para
identificar y/o diferenciar los aislamientos empleados en el experimento.

Con respecto al tratamiento con inmunédgeno, no se logra apreciar un efecto claro de
ése sobre las lesiones encontradas en los cabritos de cada grupo, ya que se
encontraron lesiones fipo |, aislado-delimitado y tipo ll, delimitado-multifocal, tanto en
los que fueron inmunizados como en Ios que no lo fueron. Asimismo, los cambios se

hallaron en porciones similares del I, Y y VIC, asi como la localizacidén, cuyo
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predominio fue en el tejido linfoide especiaimente en la zona interfolicular,
probablemente porque es el lugar donde predominan los linfocitos T (Larsen y
Landsverk, 1986). Sélo en el cabrito 2 del grupo A, el cual no recibié la bacterina, se
encontrd una lesion llia que pudiera indicar que tuvo menos proteccién. Por otra parte,
es posible percibir una diferencia en la presentacion del dafo con relacion al momento
del sacrificio, pues tanto en el grupo A como en el B, los animales sacrificados a los
180 dias, tuvieron un mayor grado de lesion, que los muertos a los 120 dias, fueran o
no bacterinizados. Ademas en éstos Uitimos, las lesiones fueron iocalizadas sélo en
VIC e iL en éu parte distal. Juste et al, (1994), hallaron lesiones desde los 45 DPI,
encontrando diferencias en los inmunizados con ios no inmunizados. Mientras que en
los primeros, se encontraron focos granulomatosos en fa zona interfolicular de las PP y
en linfonodos, en los segundos se observé principalmente infiltracién polimorfonuclear
también en las PP, no obstante, cuando los corderos fueron sacrificados a los 120 DP],
ambos grupos presentaron una reaccion granulomatosa que fue mas extensa en el
grupo bacterinizado, éste resulfado coincide parciaimente con el presente estudio.
Resultados similares encontraron Garcia Marin ef al.,, (1996) observando lesiones a
los 150 y 350 DPI, concluyendo que la inmunizacion contra PTB limita el desarrolio de
las lesiones en los animales infectados. Los resultados del presente estudio no
concuerdan con las investigaciones anteriores sobre el uso de un inmunégeno, no es
posible concluir que la bacterina fue eficiente en el control de lesiones o de la
infeccion. Sin embargo, dado que el lapso de tiempo en que se realizé esta
investigacion es muy corto para una enfermedad crénica como PTB, seria necesario
hacer un seguimiento por mas tiempo para observar i{a presentacién de signos o el
desarrolio de lesiones menos severas o bien la regresion de las mismas en los
animales inmunizados en comparacién con los que no recibieron ese tratamiento,

como han encontrado algunos investigadores (Gwozdz et al., 1999, Juste et al., 1994)
La ausencia de bacilos acido-alcohol resistentes en los cortes histolégicos, no permitié

confirmar la presencia de Map en las lesiones caracteristicas de PTB, sin embargo,

pudiera ser que el agente etioldgico no fuera detectado por medio de la tincion ZN. En
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la descripcion de las lesiones de Pérez ef al., (1998), hace referencia a que no pueden
ser detectados los bacilos acido-alcohol resistentes en el granuloma aislado-delimitado
de las lesiones tipo |, y en las de tipo I sori muy escasos. Estp podria deberse a la
transformacion de Map a formas celulares de pared deficiente, que no pueden
detectarse con la tincion de ZN y que han sido descritas por Hulien et al., (2000).

Por otro iado, los resultados que se muestran en el Cuadro 3, indican que los animales
con lesidon de granuloma delimitado-multifocal, grade H, son los que tuvieron mas
respuestas positivas a las pruebas realizadas. Estos resultados podrian relacionarse
mas con el inmunbdgeno que con el dafo en fa mucosa, pues 5 cabritos de los 8 con
este grado de lesioén eran inmunizados. No obstante, destaca el cabrito con lesion llla,
cuya respuesta a las pruebas fue muy pobre, lo cual podria advertir un sistema inmune
poco estimulado, especiaimente en la RIC, gque permitié un mayor desarrolio de
lesiones, notablemente, este animal resulté positivo a la IDGA, siendo un animal no
inmunizado. Como ya se mencioné anteriormente, ia respuesta humoral a la infeccion
se presenta en pocas ocasiones en etapas fempranas de la infeccién (Pérez ef al,
1994; Saaxegard, 1990). Garcia-Marin ef al., (1999b), encontraron un alio porcentaje
(89%) de animales con lesiones del tipo llb positivos a las pruebas de IDGA, y aunque
en el trabajo presente la lesion maxima fue lila, siendo éste positivo a [a misma
prueba, pudiera indicar que ia infeccién iba evolucionando, i mismo que las lesiones
intestinaies, pues se ha observado que cuando ocurre esto, hay una disminucion de
los finfocitos T, mientras que la poblacion de linfocitos B se incrementa (Garcia-Marin
ef al., 2000).

6. Cultivo Bacteriano.

No se logré ningln aislamiento a partir de los érganos procesados de ios cabritos,
después de 28 y 24 semanas de cultivo, correspondiendo a los animales sacrificados a
los 120 y 180 DPI.

Juste et al., 1991b, encontraron que &l uso del medio de Léwenstein-Jensen (LJ) con

micobactina J era el mas adecuado para realizar el aislamiento a partir de muestras de
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caprinos ¥ ovinos, aunque la mayoria de los investigadores han empleado diversos
 medios de cultivo (Bastianello y Huchzermeyer, 1994; Sigurdadottir, 1998).

Fue comprobada la utilidad de ios tubos con el medio de cultivo, pues una pequefa
cantidad (200 pl) de los indculos que se emplearon con los grupos experimentales
también fueron cultivados en ellos, obteniendo crecimiento de colonias con
abundantes bacterias, 4 y 6 semanas posteriores al cultivo. De este modo, también se
demostré que el indculo empleado en el experimento continuaba viable después de la
descongelacién. Por otra parte, el haliazgo de lesiones compatibles con PTB sugieren
que se logrd la infeccién de ios cabritos, y ya que las lesiones a los 180 DPI fueron
mas severas que las encontradas a los 120 dias, se podria pensar que la infeccidon
inicial progresaba paulatinamente. |

A pesar de no lograr el aislamiento bacteriano, no es posible descartar el crecimiento
posterior, pues aunque aigunos investigadores han obtenido aislamientos entre las 6 y
16 semanas, éstos han sido a partir de animales adultos que mostraban lesiones mas
severas e incluso signologia (Dominguez, 2000; Fodstad y Gunnarson, 1979; Juste
1991b), o bien cuando son positivos a alguna prueba serolégica (Sherman y Gezon,
1980) |

En 1990 Saaxegard obtuvo solamente un cultivo positivo de cuatro cabritos infectados
empleando el medio de Dubos agar-suero, después de 68 semanas de incubacion,
Sigurdardottir et al., (1999) consiguieron aislamientos de dos cabritas sacrificadas a
las 24 y 37 semanas PI, pero no pudieron demostrar crecimiento antes de ese tiempo.
En infeccion experimental de corderos, Juste et al., (1994) lograron aislar bacterias en
Lowenstein-Jensen desde 45 DPI, sin embargo, no reporta el tiempo que las muestras
permanecieron en cultivo. Por su parte, Karpinsky y Zérawsky, (1975) obtuvieron
aislamientos a partir de heces en el 50% de los corderos infectados, pero el primer
resultado positivo fue en 2 animales a los 12 meses Pl. Aunque el cultivo de heces no
es equiparabie al de érganos debido a la eliminacion intermitente de bacterias, estos
datos proporcionan una idea de la dificultad para el aislamiento. En bovinos Gilmour ef
al., (1965) fueron capaces de aisiar Map desde un mes PI, alcanzando el pico a los 3
meses, y Johnson et al., (1977} aislaron en un 50% de los becerros infectados 120
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DPI. Ambos trabajos podrian demostrar que las bacterias provenientes de bovinos son
menos exigentes en su crecimiento. El estudio realizado por Stewart et al., (1989),
podria también sugerir la aseveracion anterior, pues obtuvieron cultivos positivos a
partir de heces en corderos, cabritos y becerros dos meses después de ser infectados
con bacterias provenientes de bovino, aunque para ese trabajo se empled el cultivo
convencional y el radiométrico, no se especifica si sélo fueron detectadas las bacterias
con e segundo.

El lapso tan prolongado para que se desarrollen colonias en los medios de cultivo, a
partir de muestiras provenientes de animales en etapa subclinica de la enfermedad,
puede deberse a un periodo de bacteriostasis que se presenta, aunque posteriormente
se iniciard un periodo de replicacion (Sigurdardéitir et al, 1999), tal periodo de
bacteriostasis podria estar dado por la transformacion de las bacterias inocuiadas, a
formas celulares de pared deficiente, también llamadas esferoplastos, las cuales sélo
pueden ser detectadas con técnicas muy especificas, dando el resultados de muestras
de tejidos ZN negativas (Hulten et al,. 2000). |

Varios de los trabajos en los que se llevd a cabo la infeccién experimental, no tuvieron
éxito en el aislamiento o bien este se logré muchas semanas después de cultivo, es
probable que en e! presente trabajo no se haya obtenido resultado positivo debido a
gue no fue suficiente tiempo para observar el crecimiento de colonias y por lo tanto, a
pesar de que se hicieron frotis de varios tubos con medios, para evaluar si existian
microcolonias, no hubiera sido facil obtener la asada especificamente del lugar
apropiado. El uso de algunas alternativas como la iécnica de cultivo radiométrica, en ia
cual se evalta el metabolismo bacteriano, independientemente de que puedan ser
observadas las colonias (Hietela, 1992), podria evitar los problemas de no haber
encontrado cultivos positivos, por ser mas rapida en la deteccién del crecimiento
bacteriano. O bien, la utilizacion de técnicas mas avanzadas como Ia reaccion en
cadena de [a polimerasa (PCR), la cual ha proporcionado buenos resultados tanto en
tejidos como en heces {Caracappa ef al, 7999; Garrido et al, 1999; Secott ef al,
1899).
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También se ha determinado gue para obtener aislamientos de Map se requiere una
concentracion bacteriana superior a 10° (Zaatari, 1996). Seria posible que la
concentracion obtenida a partir de los tejidos procesados no tuviera ese minimo de
microorganismos, ya que aunque los cabritos fueron inoculados con concentraciones
muy superiores a esa, es sabido que una gran cantidad de bacterias son eliminadas en
los primeros dias postinfeccion, los cuales nunca se establecen. Asimismo, al inicio de
la investigacion, la carga bacteriana en el ambiente debe ser baja, pues fuera de la
reinoculacion por las Map eliminadas en los primeros dias, los animales dejan de
excretar bacterias aproximadamente a los 10 dias, dejando de ser eliminadores, por lo
cual la reinfeccion es muy baja en comparacién con animales infectados naturaimente
en un rebafc con PTB, con hembras adultas en etapas diferentes de la enfermedad,
las cuales pueden estar eliminando una gran cantidad de Map. Finalmente, no se
puedo comprobar el éxito de la inoculacion, pues el aislamiento bacteriano es una
prueba definitiva para asegurar el establecimiento de la infeccion (Hietala, 1992), no
obstante, como ha sido mencionado con anterioridad, en cuestion de diagnéstico,
existe una posibilidad de que el fracaso se deba a una o varias de los motivos

mencionados anteriormente y no necesariamente a que la infeccidn no fue existosa.
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ANEXO 1.
TECNICAS DE LABORATORIO

1.1 Técnica de purificacion de micobacterias a partir de mucosa intestinal.

7.
8.
9.

. Se eligen las porciones de intesfino (ileon y yeyuno) que muestran lesiones severas

caracteristicas de PTB y se comprueba la presencia de micobacterias mediante un
raspado de la mucosa tefida con ZN.

Se abre el intestino fresco o congelado, previamente lavado con agua corriente.

Con una navaja de bisturi estérii se hace el raspado de la mucosa colocandolo en un
tubo falcon. ‘

Se agregan 2 mi de una solucion de ampicilina al 20% para cada 5 mg de mucosa y
se dejan por un tiempo minimo de 24 h (puede ser en refrigeracion).

Macerar la mezcla de mucosa con antibidtico empleande un Tenbroek.

Mezciar el macerado con una solucion de Tripsina al 0.5% (Gibco) PBS a 23°C,
durante 60 min. manteniendo la misma temperatura. La proporcion de es 2:1
(Tripsina: mucosa).

Cenirifugar durante 20 in a2 1200 G.

Separar el sedimento y resuspender en 20 mi de agua destilada a 28-30°C.
Centrifugar durante 20 in a 800 G.

10.Desechar el sobrenadante y corroborar la presencia de bacterias del sedimento

mediante tincion de ZN en un frotis.

Adaptado de Chévez, (1994) y Rathnamohan y Spencer, (1996).
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1.2 Cuantificacion de bacterias en un inoculo

Hacer un frotis en un cm? utilizando 1 pf del indeulo.

Realizar tincion de ZN.

Observar 10 campos contando en cada uno las bacterias encontradas.

Obtener un promedio de bacterias por frotis.

Para tener el total de bacterias por mililitro (ml) de indculo, se ufiliza la siguiente
férmula;

N bacterias x 360241= bacterias x 10°.

De la concentraciéon obtenida se multiplica por la cantidad de ml que se tienen para conocer la

cantidad total de bacterias.
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1.3 Técnica de la elaboracion de gel para la prueba de IDGA.

Solucion Amortiguada de Fosfatos (PBS)

Cloruro de sodio NaCl 85¢g
Clorurc de Potasio KCi 0.2¢g
Fosfato disédico de sodio . NaHPO4 144 g
Fosfato monobasico de potasio KH2PO4 0249
Agua destilada 1000 m!

Todos ios reactivos se colocan en una matraz con el agua estilada, una vez que se han
disuelto, se esteriliza el PBS.

Elaboracién del gel.

Hacer una solucién de agarosa al 1% (Sigma) con una solucién amortiguada (PBS)
mezclando continuamente en platina caliente hasta ia ebullicién.

Usar pipetas de cristal para agregar 13 ml en cada caja de petri.

Una vez solidificado el gel, hacer 4 rosetas ufilizando un sacabocados de 6 orificios y
uno central,

Las cajas con el gel se utilizan el mismo dia para evitar la deshidratacion.
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1.4 Protocolo para la elaboracién de soluciones de la prueba de Inmunoensayo
Enzimatico (ELISA)

Elaboracion de soluciones

Solucién de lavado
Solucion Amortiquada de Fosfatos-Tween Gelatina (PBS-TG)

Cloruro de sodio NaCl 85¢g

Cloruro de Potasio KCI 0.2g

Fosfato disddico de sodio NaHPO, 1449

Fosfato monobasico de potasio KH2PO4 024¢g

Tween 80 0.25 mi

Agua destilada 1000 ml
- Gelatina microbiologica 05g

Nota.- Se debe esterilizar el PBS-T después se agrega la gelatina, cuando todavia esta tibia

Tarnpén carbonato

Para diluir el antigeno

Bicarbonato de sodio ' NaCO3 530 mg
Agua destilada 100 ml
- AjustarpHa 9.6

Tampon citrafo

Solucion A:

Acido citrico monohidratado (CeHsO7) - 22.97¢

Agua destilada : 1000 ml
Solucién B

Citrato sodico tribasico bihidratado Na;CsHs072H20 - 29.41

~ Agua Destilada . 1000 mi
Mezclar:

Solucion A 600 ml

Solucion B 479 mi

Agua destilada cbp 2000 mi

Ajustar pH a 4 al momento de utilizarlo.

Suspension de M phlei.

Para adsorber sueros
Solucion salina al 8.5% 4000 ml
Liofilizado de M. phlei 5g
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Dilucidn del antigeno

Tampdn carbonato | Tmi
Antigenc PPA-3 10 ul

El antigeno ya debe esta diluido de acuerdo a instrucciones del fabricante (Allied
Monitor) 20 mg/5 ml de agua estérii para obtener concentracion de 4 mg/mi,
concentracion final: 0.04 mg/ml

Sustrato de Enzima

Tampon citrato 50 mi

ABTS 5.48 mg

Solucion Madre {H20; 1:25) 19 ul
HzO, al 30% 5pl
Agua destilada 120l

Nota.- debe mantenerse cubierto de la luz
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- 1.5 Técnica de dialisis del Derivado Proteico Purificado (PPD)

. Se emplea una membrana de 14 000 d (Spectrum Medical industries, INC), de 10
cm ia cual se hierve durante unos 10 min. Amarrar un extremo de la membrana

. El PPD se coioca en la membrana y se cierra amarrando el ofro extremo donde se
coloca un confrapeso.

. La membrana con el PPD se sumerge completamente en agua bidestilada y se deja
durante 24 h a 1°C, cambiando el agua a las 12 h.

. Se retiran las membranas y se introducen en un PBS al 0.01m pH 7.2 y se refrigera
nuevamente durante 24 h en agitacion constante, cambiando también la solucién a
las 12 h,

. Se saca el PPD de las membranas y se pone en alicuotas y se refrigera hasta su
uso.

Cuantificacién de proteinas.

. Se hace una curva estandar para o cual se prepara una solucion de albtimina sérica
bovina 1 mg/ml en agua desfiiada.

. En una microplaca se coloca de 0-10 pl de la solucién estandar adicionando ¢bp 10
ul de agua destilada y 190 pl de Solucién de Bradford hasta el final.

. En ofra fila de la microplaca, se pone la muestra (PPD-A y PPD-B) diluida con agua
destilada 1:0, 3:1, 1:1, 1:3 con volumen final de 10 pl adicionando al final 190 ul de
solucion de Bradford.

4. Se hace una lectura en un espectrofotdmetro de 5-10 min. posteriores.

. Se obtiene la diferencia con el “Blanco”.
. Se hace una curva de regresion con Jos resultados de la curva estandar y la
cantidad correspondiente de la solucidn para obtener ‘r'.

Utilizando ‘' se calcula la cantidad de proteinas en pg correspondiente a ja cantidad
que se midio

130



1.6 Protocolo para la prueba de Interferon gamma (IFNy)

1.

Las muestras de sangre se obtienen en tubos con heparina y se trabajan
rapidamente después de ser obtenidas.

Estimulacién de la sangre,
Dividir la sangre en microtubos de 1.5 ml y ponerios en una gradilla.

3. Agregar a los viales con la sangre de cada muestra 100 pl de PBS, a otro 100 pl de

PPD-B y a otro 100 pl de PPD-A, la concentracién de ambos PPD es de 2:100 y
deben emplearse sin fenol, mezclando por pipeteo muy suave, 3-4 veces.

Sin tapar los microtubos, se cubren con un papel para evitar la desecacion y se
incuban durante 16-24 h a 37°C.

Centrifugar los microtubos 4500 rpm durante 20 min.

6. Separar cuidadosamente los plasmas y colocarlos en microtubos.

Almacenar en congelacion hasta reatizar la prueba.
Realizacion de la prueba

Utilizar el Kit de Bovigam CSL veterinary para la prueba de IFNy.

Previo al inicio de la prueba deben ser preparados los reactivos en cantidad adecuada

para el nimero de placas que se probaran, de acuerdo a las instrucciones.
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1.7 Protocolo para la elaboracion de medio de cultivo Léwenstein-Jensen.

Material

Tubos de cristal con tapén de rosca de 15 ml

1 matraz de cristal de 2 | con tapdn de aigoddn y gasa

1 probeta de cristal de 500 mi con tapon de algodén y gasa.
Licuadora con vaso de aluminio |

Embudo de cristé! con gasa

5 pipetas de cristal de 10 mi

2 jeringas de 5 mi

Todo el material se esteriliza en autoclave (120°C/121 1b/15min).

Reactivos

Medio de Léwenstein-Jensen 23g

Agua destilada 372.2 mi

Huevos 620.34 mi (12-15 piezas)
Micobactina J ‘ 2 mg

Glicerina 7.44 mi

Ciclohexamida 075¢g

Penicilina - 200000 Ul
‘Cloranfenico! 01g

Alcohol isopropilico 21

Alcohol etilico 4 mi
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Procedimiento para hacer el medio de cultive

. Poner el agua bidestilada en le matraz, colocarlo sobre platina caliente en agitacion

constante y agregar el medio LJ y la glicerina. Mezclar constantemente hasta la
ebuliicién.
Tapar el matraz y esterilizar en autoclave (120°C/121 1b/15min).

. Lavar los huevos con agua y jabdn, enjuagarios muy bien y dejar a secar sobre

gasa.
Desinfectar los huevos en el alcohol isopropilico al 75% por 30 min. Colocarlos
sobre gasa limpia hasia que sequen.

Los siguientes pasos se realizan en campana estéril.

5.
6.
7.

9.

Licuar jos huevos durante 2 min. y dejar reposar.

Colocar el matraz con el medio sobre ia platina en agitacion, debe estar a 55°C.
Agregar los antibidticos: cloranfenicol: 20 ml (0.5 g/100 ml) de Cloranfenil Ofteno
(Sophia), Penicilina: 200 000 Ul (Tomel) y Ciclohexamida 0.75 g de (Sigma) y dejar
disolver.

Agregar la micobactina J (Allied Monitor Inc.) previamente disuelta en el alcohol
etilico, en el caso que lo requiera.

Medir el huevo batido en la probeta filtrandolo con ayuda del embudo y Ia gasa.

10. Agregar el huevo al matraz.

11.Dejar que se mezcle bien.

12.Con las pipetas poner de 8-10 mi de la mezcla en los tubos.

13.Colocar ios tubos inclinados, sin apretar totalmente el tap6n en bafio maria a 85°C

durante 45 min. para que coagulen (también puede usarse el autoclave).

14.Secar a 37°C durante 12 h y cerrar bien los tapones.

15. Almacenar los tubos a 2-8°C
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ANEXO 2
Clasificacién de lesiones de paratuberculosis”

Lesion tipo 1.

Granulomas formados por varios macréfagos mezclados con algunos linfocitos y células
epitelioides, localizados Unicamente en iejido linfoide, principalmente en placas de
Peyer y en ocasiones en linfonodos mesentéricos. Localizadas en a zona interfolicular,
principalmente en la zona basal y hacia e! apice conforme la lesién se hace mas severa.
No se observa {a presencia de bacilos acido-alcohol resistentes.

Lesidn tipo 2. |

Granulomas que se extienden a lo largo de la porcién basal en la zona interfolicular,
extendiéndose hacia el area del apice y de la idmina propia. Esta lesion estad bien
delimitada, encontrandose varios focos, pero en poca cantidad de manera que no
producen enteritis difusa. Principalmente se localiza en el tejido linfoide y zonas
adyacentes a las placas de Peyer. En los linfonodos los granulomas son mas pequefios,
semejantes a la lesion tipo 1. Tampoco se demostrd la presencia de micobacterias.

Lesion tipo 3.

En este grado la lesion afecta tanto placas de Peyer y tfejido adyacente, como a la
mucosa no asociada al tejido linfoide. Se subdivide en tres tipos de lesion.

Subtipo 3a.

Los granulomas en placas de Peyer y mucosa adyacente son como del tipe 2, pero de
mayor extension especiaimente en lamina propia, afecta mas las vellosidades lo que
produce incremento de tamafio. Hay granulomas bien delimitados en areas ausentes de
tejido linfoide, invadiendo todas las zohas, con una distribucion multifocal,
principaimente en fleonh y menos en yeyuno. Se pueden observar algunos focos con
escasas células inflamatorias, principalmente linfocitos y macrofagos en la submucosa y

* Criterio de Pérez et al 1996
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serosa asociados a vasos linfaticos y sanguineos. Es frecuente encontrar lesiones en
linfonodos caudales. E! hallazgo de microorganismos no es frecuente.

Subtipo 3b.

En este se encuentra una enteritis granulomatosa difusa, formada por grupos de células
epitelioides y algunos linfocitos mezclados. Se puede apreciar la lesion en las placas de
Peyer, en fa zona interfolicular, en los domos o foliculos, de manera que se nota una
modificacion de su estructura, la infiltracion de macréfagos le da una apariencia de
mosaico, también se observan algunas células gigantes. La severidad puede variar,
pero siempre hay un cambio en la moriologia, las vellosidades se ven engrosadas y
achatadas, en ocasiones fusionadas. Es frecuente encontrar infiltrados linfocitarios con '
células plasmaticas en la submucosa y serosa, principaimente perivasculares y
mientras mas severo, estos infiltrados se extienden a la capa muscular con dilatacién de
vasos linfaticos. En la serosa se aprecia linfangitis y linfangiectasia. También los
linfonodos presentan lesiones difusas y multifocales. Las micobacterias se encuentran
en la mayoria de las lesiones. '
Macroscopicamente se presenta un engrosamiento en algunas zonas de la pared
intestinal, principalmente en el ileon y en menor medida en yeyuno. Con frecuencia
puede haber linfangiectasia, también los linfonodos se encuentran aumentados de
tamafio y edematosos. Los animales ya muestran signos de emaciacién con ascitis e
hidropericardio en diferentes grados, algunos pueden cursar con diarrea.

Subtipo 3c. _

También se caracteriza por enteritis granulomatosa difusa, la diferencia radica en el fipo
de células presentes, en las placas de Peyer se observa un mayor numero de
macréfagos y células gigantes y en general en toda la mucosa las células
predominantes son los linfocitos, de manera difusa en la lamina propia, en vellosidades
y zona basal, también se encuentran algunos macréfagos que pueden estar de manera
difusa o como granulomas bien delimitados, pueden encontrarse algunas células
plasmaticas. El infiltrado linfocitario se observa en la submucosa y serosa, pero también
puede apreciarse edema. En los linfonodos se encuentran granuiomas multifocales, lo
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mas notable es la presencia de células gigantes de Langhans asociadas a pequefios
focos necréticos con o sin calcificacion. Es poco frecuente el hallazgo de bacterias en
este tipo de lesion en cuyo caso se encuentran en pequefios numeros. Las lesiones
macroscopicas son similares a las del subtipo 3b, perc la inflamacion de la pared
intestinal es mas evidente en el subtipo 3c.
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APENDICE

Descripcion de lesiones macroscopicas y microscdpicas encontradas en los
cabritos del estudio.

A1. Grupo infectado con Map caprino, inmunizado.
Sacrificio dia 120: Cabrito 6.

Macroscopico. Ligero engrosamiento de la mucosa del ileon (IL) y algunas
porciones del yeyuno (Y).

Microscopico. Focos de reaccion granulomatosa en valvula ileocecal (VIC) e IL
con placa de Peyer {PP), localizados en zona interfolicular y ia base del tejido linfoide.
Los granuiomas estan compuestos principaimente por macrofagos y linfocitos, mientras
gue las células gigantes se encontraron en forma escasa s6lo en algunos focos.

Sacrificio dia 180: Cabrito 3

Macroscopico. VIC normal, IL con engrosamiento moderado aparente aunque no
generalizado, sdlo en pequefas porciones. También se observd engrosamiento del Y
en la porcion proximal, asi como linfangiectasia en la serosa, especialmente en ia
porcion media, relacionado a estas lesiones se hallaron estructuras que sugieren nidos
de esquizoonies en cantidad discreta, en porciones del iniestino hemorragicas o
congestionadas. Higado con capsula reactiva, zona endurecida y con puntilieo
blanguecino ‘

Microscopico. Reaccion granulomatosa focal en VIC e L, localizada en la base
de veliosidades asociadas a PP, en las mismas porciones pero en ia porcidn apical de
ias vellosidades, se observé dilatacion de vasos linfaticos. El Y presentd escasos focos
granutomatosos en zona interfolicular y relacionados a ia cupula.

Perihepatitis granulomatosa focal, localizada en ia capsula, con presencia de
macrofagos y células gigantes.

En ef nddulo vacunal dermatitis granuiomatosa muitifocal severa con areas de necrosis
rodeadas por macrofagos y linfocitos, se observo infilirado mononuciear perivascular y
perianexal en dermis superficial y profunda.

A2, Grupo infectado con Map caprino, no inmunizado.
Sacrificio dia 120: Cabrito 8 -

Macroscopico. Engrosamiento ligero en algunas porciones del I y Y asociadas a
nidos de esquizoontes de coccidias. Algunas linfonodos mesentéricos ligeramente
aumentados de tamano y fusionados, en la corteza se observé una zona blanquecina
mas aparente.

Microscopico. En IL un foco granulomatoso con presencia de macréfagos y
linfocitos, localizado en foliculo linfoide.

Sacrificio a los 180 dias: Cabrito 2. .
Macroscopico. Intestino sin engrosamiento aparente, solo algunas PP se

enconiraron mas voluminosas, en IL y Y. Otras porciones intestinales presentaron

escasos nidos de esquizoontes. Linfonodos normales, excepto algunos caudaies con
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fusion incipiente. Pulmones con pequefias zonas consolidadas, localizadas en porcién
~ ventral de I6bulos apicales, de tipo cronico, present6 adherencias a la cavidad toracica.
Microscopico. Enteritis granulomatosa focal en VIC, localizada en iamina propia
sin relacién a PP y en IL en zona apical de lamina propia, en esta porcién también hubo
linfangiectasia. En Y se presentd enteritis granulomaiosa muitifocal, ubicada
principalmente en ja base de las vellosidades, pero sin relacion PP, formados por
finfocitos, escasos macréfagos y células plasmaticas. También present6 linfangiectasia
en las crestas de vellosidades. Se present6 algin foco granulomatoso en zona
interfolicular, constituido por macréfagos.
En el nodulo vacunal det pliegue anocaudal se observé un infilirado mononuciear
compuesto por macréfagos y células plasmaticas con relacion a vasos sanguineos en
piel ocasionando dermatitis perianexal y perivascular.
En pulmén se observo infiltrado por neutréfilos en espacios alveolares y bronquiolos
con congestidn moderada difusa, compatible con bronconeumonia supurativa discreta.

B 1. Grupo infectado con Map ovino, inmunizado.
Sacrificio a los 120 dias: Cabrito 11

Macroscdpico. Engrosamiento discreto de la mucosa de VIC e IL. Linfonodos
mesentéricos mediales fusionados, asimismo en algunos se observaron zonas
blanquecinas y ligero agrandamiento.

Los otfros érganos no presentaron cambios.

Microscopico. Reaccion granulomatosa focal en IL, localizada en la zona
interfolicular y linfangiectasia en la submucosa, este hallazgo fue comin a la porcidn
apical de vellosidades en VIC.

En higado se encontré un foco granulomatoso periportal con células gigantes y
eosindfilos.

Sacrificio dia 120: Cabriio 15.
Macroscopico. Engrosamiento discreto de VIC, parte adyacente del IL y una

porcién del Y. El rifidn presentaba ligera congestion en la pelvicilia. .

~ Microscopico. La VIC mostré un infilirado de células plasmaticas, abundantes
eosindfilos y células polimorfonucieares con vasos de neoformacion y fibroblastos, este
tejido de granulacién se localizé en ia submucosa. En IL, reaccién granulomatosa
multifocal con relacién a PP, localizados en {a base de folicuios y en ciipulas.
En nédulo vacunal se encontrdé dermatiti granulomatosa multifocal severa, con necrosis
central circundada por macrofagos, linfocitos y céluias gigantes, en dermis, hipodermis
y en algunos vasos sanguineos.

Sacrificio dia 180: Cabrito 18

Macroscopico. IL engrosado y congestionado de manera moderada pero en casi
tdda la superficie, principalmente sobre PP, en Y sdlo una pequefia porcidn distal
ligeramente mas voluminosa.

Microscépico. Lesion granulomatosa focat en VIC caracterizada por infiltracion de
macrofagos localizados en lamina propia, linfangiectasia en crestas veliositarias. En IL
enteritis granulomatosa focal sin relacidn a PP, localizada en criptas intestinales. En
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epitelio de crestas vellositarias, asociado a foliculo linfoide hubo linfangiectasia y edema
en lamina propia

En nédulo vacunal dermatitis granulomatosa muiltifocal con areas centrales de necrosis.
La piel anocaudal presentd dermatitis linfocitaria perivascular moderada.

B2. Grupo infectado con Map ovino, no inmunizado.
Sacrificio dia 180: Cabrito 13

Macroscopico. Engrosamiento y congestion discretos de PP en el Y, vasos
linfaticos de la submucosa aparentes en la porcion media.

Microscopico. Enteritis granulomatosa multifocal en VIC, caracterizada por
macrofagos infilirados en zona interfolicular y basal En IL fue hallada reaccion
granutomatosa multifocal en la base de vellosidades sin relacién a PP. Linfangictasia en
vellosidades relacionadas a tejido linfoide. El Y presentd focos granulomatosos con
relacion a PP, ubicados en la base de vellosidades con linfangiectasia en crestas.

C1. Grupo control, inmunizado.
Sacrificio dia 120: Cabrito 26.

Macroscopico. Engrosamiento de VIC y del IL, de manera discreta en algunas
porciones del IL y Y, se encontraron puntos blanquecinos como nidos de esquizoontes
de eimerias. Los linfonodos fusionados a lo largo de toda ia cadena meseniérica,
linfangiectasia en algunas porciones del intestino
Pulmones congestionados ligeramente, con zonas de consolidacién pequefias
principalmente en |6bulo apical.

Microscopico. Enteritis eosinofilica discreta en lamina propia de L, con edema en
subserosa. En Y se aprecié linfangiectasia y edema en zona basal de vellosidades, se
observaron focos granulomatosos con infiltrado eosinofilico, localizados en
vellosidades, asociados a nidos de esquizoontes.

Pulmén con edema discreto, colapso de los espacios alveolares con presencia de
polimorfonucleares en bronqunolos sugerenie de un foco de bronconeumonia
supurativa discreta.

Sactificio dia 180: Cabrito 20
Macroscdpico. Presencia de nidos de esquizoontes en IL y en menor cantidad en
una porcidon medial del Y. Vasos linfaticos engrosados ligeramente en Y medial.
Linfonodos mesentéricos congestionados y fusionados con un incremento discreto de
tamafio. En higado se encontraron parasitos calcificados, presencia de cisticercos en
toda la cavidad abdominal. Pulmones con zonas de consolidacién y otras porciones
muy congestionadas, compatibles con broncoaspiracion en el momento del sacrificio.
Microscépico. Edema discreto en submucosa de VIC y Y.
Edema pulmonar y hemorragia, hiperplasia linfoide peribronquioclar severa. En nédulo
vacunal se encontré una dermatitis granulomatosa severa con necrosis central rodeada
de células gigantes.
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C2. Grupo control, no inmunizado.
Sacrificio dia 120: Cabrito 22

Macroscépico. VIC bastante voluminosa, engrosamiento de a mucosa del ILy Y
con presencia de nidos de esquizoontes de coccidias, en Y se observé linfangiectasia.
Los linfonodos de esa porcidn se encontraron aumentados de tamafio,
Microscépico. En VIC, IL y Y se presenid reactividad de las criptas intestinales con
infiltrado eosinofilico, con algunas células plasmaticas y linfocitos localizados en lamina
propia y edema en submucosa. En la mucosa de VIC y algunas porciones de iL se
apreciaron focos de necrosis infiltrados por eosinéfilos, asociados a la presencia de
coccidias.

Sacrificio dia 180: Cabrito 24

Macroscépico. La mayor parte del intestino con engrosamiento generalizado,
vasos linfaticos dilatados, cadena ganglionar fusionada con linfonodos aumentados
ligeramente, el tejido conectivo que los rodea, se aprecié mas grueso y blanguecino. Se
encontraron coccidias en ViC e IL,
Microscépico, Edema moderado en lamina propia de VIC, IL y Y. Linfangiectasia en
~ algunas partes del Y.
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