/ety

UNIVERSIDAD NACIONAL <
AUTONOMA DE MEXICO 24

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

ENSAYO DE UNA BACTERINA ORAL DE

Mycobacterium  paratuberculosis en

UN TEGHND OWND INFECTADD NATUBKLMENTE

FALLA DE ORIGEN
T E S I S

OUE PARA OBTENER EL GRADOG DE:
MAESTRO EN CIENCIAS
(Ares: Produccién Animal Ovinos y Caprinos)
P R 3 S E N T A

GUILLERMO TOMAS OVIEDG FERNANDEZ

Director: Dr. Abel Cipridn Carrasco
Asesor: Dr. Roberto Cervantes Olivares
Cuautitldn lzcalti, Estado de México 1991




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



MIEMBROS DEL JURADO

Dr. Juan Antonic Montaraz

M.C. Jorge Tortora Perez

Dr. Javier Ocadiz Garcia

Dr. Robertoc Cervantes Olivares

Dr. Abel Ciprian Carrasco



Este trabajo fué realizado en los Laboratorios del
Centro Nacional de Referencia en Salud Animal en
Santa Ana Tecamac, Estado de Meéxico y en la Facultad

de Estudios Superiores Cuautitlan - UNAM. "Posgrado"



I N D I C E

RESUMEN . L it it e i it ittt ettt it X
SUMMARY. ........... Ce et et Ceeaa. Cerrae [ & 5 ¢
T, INTRODUCCTION. . ittt ittt aeestacaaatiaannnenennas 1
1.1 Generalidades......... ... ...t i i i 1
I.2 Antecedentes......-..v... ey e e 7
1.3 Dilagnbstico. . ...ttt it i e e 8
I.4 Contr§1 Yy Profilaxis...... ... 23
II. OBIETIVOS. L, it i it ittt e e e, see..34
II.} Planteamiento del objetivo general................ 34
I1.2 Objetivos particulares.........ccouvininesns Vi w34
III. MATERIAL ¥ METODOLOGIA. ... . ..ttt iini e iennnn 35
III.1 Diagndstico inicial de 1la enfermedad............. 35
I11.2 Eficacia de la vacunacién cral......... e e 39
IV, RESULTADDS . .. . ittt i ettt it e aa it e ceine s mn 43
V. L B | 60
VI. CONCLUSIONES. .. ... i ittt am v rararenranasnanan ..69
VII. BIBLIOGRAFIA. .. .. ittt it it ittt aaannsann 71

VIII. ANEXOS
VIIT.1 Técnica de Contrainmunoelectroforesis
[ €58 20 T L 84
VIII.2 Técnica de Dobleinmunodifusion en gel

(DIDG) . Lttt i i e e e e e a7



IX.

INDICE DE FIGURAS Y CUADROS

IX.1

IX.2

IX.3

Figura

Figura

Figura

1

-

2:

3:

IX.4 Figura 4:

1X.6

IX.7

IX.8

IX.9
IX.10
IX.11

IRi12

IX.13

IX.14

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura
Figura
Figura

Cuadro

Cuadro

Cuzdro

10
11

I1:

II

Lineas de precipitacién en la
prueba de DIDG.. ... .. .. it 45
Linea de precipitacioén en la
prueba de DIDG. ... . ohuv i ienns BRI -
Porcentaje de sueros positives y
negativos en las pruebas de DIDG
v CIEF en animales adultos...... Y
Animal adulto con cuadro clinico
de paratuberculosis............ e 48
Hembra adulta con caquexia............ 49
Segmentos de intestino sin
lesiones y con corrugacidén y
engrosamiento de la mucosa............ 50
Corrugacién y engrosamiento de
la mucosa intestinmal....... ... . v 51
Agrandamiento v edema de los
nodulos linfaticos mesentéricos....... 52
Reacciones alergicas en el
pliegue anal al aplicar la
tuberculina mamifera........... 57-59
Pasos inmuniclégicos en la
enfermedad de Johne. .. ................. =]
Tecnicas de diagnoéstico de la
enferpedad de Johne................ .. 10
1: Resultados de la prueba de la

tuberculina mamifera................ 56



RESUMEN I

La presente investigacién se refiere al diagnéstico de
" la paratuberculosis v a un ensayo sobre la eficacia de una

bactzrina oral d= HMycobacterium paratuberculesis en un rebaio

ovino comercial.

S5e efectuaron analisis serolégicos de Contrainmuncelec-
troforesis (CIEF) y Dobleinmunodifusién en gel (DIDG) a 140
animales adultos de la explotacidn, de estos, 13 resultaron
positivos a ambas pruebas v 3 de ellos correspondieron a hem-
bras adultas que presentaron cuadro clinico sugestivo de para
tuberculosis, éstas hembras fueron sacrificadas y los estu--
dios patoldgicos confirmaron la enfermedad, no se intento el
aislaﬁiento del bacilo.

A 20 corderas de una edad entre 1 v 30 dias, nacidas en
la explotacion se les suministrd en forma oral una capsula de
gelatina, conteniendo 1 g. de la bacterina de Mycobacterium
paratuberculosis, de la misma manera y en forma aleatoria se
formd un grupo de corderas de la misma edad que se considera-
ron como un grupo control, a cada grupo se le efectud segui--
miento serolégico antes de suministrar la bacterina vy a los
30, 90, 120, 180 y 360 dias posteriores a la fecha en que se
administrd la bacterina. Las corderas de los dos grupos fue--
ron vigiladas clinicamente hasta los dos afios postvacunales.

A 10 corderas de cada grupo a los tres afios postvacuna--

les se les efectud la prueba de la tuberculina mamifera y -a
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una cordera de cada grupo que resultd positiva a dicha prus~-
ba, se le sacrificd para su estudio postmortenm.

Minguna de las corderas de los dos grupos en los diferen
Tes muestrecs presentaroen reaccién positiva a las pruebaz me-
rolégicas. Del seguimiento clinico, 2 corderas del grupc vacy
nade y una del grupe control a los 2 afies pestvacunales pre--
sentaron cuadro clinico sugerante de paratuberculosis, serolg
g1a positiva a CIEF v DIDG vy hallazgos a la necropsia gque in-
dican paratuberculosis.

A la prueba de la tuberculina mamifera el 60% de las cor
deras vacunadas y el 30% del grupe contrel reaccionaron en
forma positiva.

Se concluye gue la paratuberculeosis esta presente en el

rebafio, sin embarge, con los datos obtenidos en este trabaljo

no se pudo concluir sobre la adecuada & inadecuada proteccion

que brinda la bacterina utilizada, debide & gque dos borregas

del gprupo vacunado v una del grupo control enfermaron ante el

desafio natural al gue estuviaron expusstas.



SUMMARY IIx

Studies on diagnosing Jheone's disease and the use of and

oral bactarin of Mvecobacearium paratuberculasis were perfor--

med on an ovine flock.

Two serological test, Counterimmunoelectrophoresis (CIE)
and Double difusicon (D.D.) were performed on 140 sera taken
from adult pcpulation of the flock. 13 of them were positive
to both, three ewes with clinical syntoms of paratuberculosis
were sacrifised and by means of histopathology stains a con--
firmation of Jhone's disease was made, no isolation of the
agent wss intented.

A group of 20 lambs aged one to 30 davs old were given
orally 1 gram of Mycobacterium paratuberculosis bacterine in
a gel capsule. Another 20 lambz were left without treatmaent
and used as control. The animals in both groups were bled on
day 0, 30, 90, 120, 180 and 360 postvaccination and the ani--
mals were followed clinically by a period of two years. After
& years on intradermal test using M. bovis was performed in
10 animals of each group and of the positive ones, one of
each was sacrifised and postmortem studies were made.

None of the animals in the vaccinated group showed a po-
sitive reaction in either test, no positive reaction were ob-
taine in the control group.

Two animals in the vaccination group and one in the con-

trol group showed a clinical picture after two years., with po



iv
sitive CIE and D.D. and histopathology positive to Jhone's
disease.

In the Tb. tast &0% of the vaccination group were positi
ve and only 30% of the control group were positive in the sa-~-
me test.

As a conclusion it is clear that Jhone's disease is a
problem in the flock and protection was not obtained with the

cral vaccine, so paratuberculosis still in the flock.



INTRODUCCTION

I.1 GENERALIDADES

La paratuberculosis o enfermedad de Johne, es una enfer-
medad infectocontagiosa croéonica ampliamente distribuiada en to
do <21 mundo (Trigo. 1979), es considerada hoy en dia una de
lss enfermedades mas serias que afectan la industria ganadera
causando graves pérdidas economicas por la baja produccién y
la muerte de leos animales que enferman (Merkal, 1980 y 1984;
Benedictus y col,. 1987},
. El agente =tiocldgico es una bacteria acido resistente
(0.5 % 1.2 /Q% )}, facultativa, intracelular, gram positiva,

no esporula y se le denomina Mycobacterium paratuberculosis ¢

tivcobacterium jehnei, la cual tiene la tendencia a foermar acu

mulos compactos tanto en los tejidos como en las hee=s,lc gque
ayuda a su identificacién, ademas su crecimiento es muy lento
y es dependiente de micobactina (Rafyi y Entessar, 1971; Tri-
g0, 1979; Morin, 1982).

Es susceptible a la desecacion, aunque se ha encontrado
que el bacilo resiste 17 meses a 38°C, también lo afecta la
luz solar asi como 21 pH elevado del suelo.

Tres cepas pueden producir la enfermedad, la primera es
la clasica bovina que es poco patogena para los ovinos, la s
gunda y la tercera han sido aisladas de ovinos de las cuales
una de @llas se caracteriza por producir un intense pigmento

color naranja en tejidos y cultives (Truey y Roussel, 1987},



La enfermedad afecta a bovinos, ovinos, caprines, came--
llos vy animales salvajes (bufales, vak, llama) (Poddoubshy,
1962: Williams y Spraker, 1979), &s rara en =quinos y cerdos,
axperimentalnente se puede producir la enfermadad en ratones,
conejos v hamsters (Trige, 1979). Los animales jévenes son
los mas susceptibles, adquiriendo la infecciodn en los prime-~
rog seis messs de vida (Julian, 1975; Thoen, 1979},

Se han encontrado en bovinos familias mas susceptibles a
la enfermedad (Hole y Maclay, 1959}, En cabras y borregos se
ha visto que a mayor edad se pressnta una mejor resistencia
muchos autores han sncontrado que la enfermedad clinicamente
s& prasenta a lo5 dos a2fios de edad (Prudvi v col. 1983}, 1lo
que indica posible infeccidn congenita,. intrauterina o trans-
mamaria (Rafyil y Entesesar, 19£€1; Mosar, 1982). va que <1 mi--
<crooreanismo ha sideo aislado de utero, feto, lechz. glandula
mamaria, senen y testiculos (Theen y Muscoplat., 1979: Trige,
19795 Prudvi, 1984},

El periodo de incubacion es muy variable, algunos auto~--
res lo consideran de alrededor de dosz afios. aungque tambien
hay reportes de que éste puade ser de dos meses, sin embargo.
muchos animales afectados nunca presentan cuadre clinico, en
ratonas inoculados por vie intravenosa presentaren unh periodeo
de incubacion de un afo (Rafyli y Entessar, 1951: Sherman.
1980) .

Informacién definitiva sobre la patogenia de la enferme-

dad ne se tiene perc axiste =21 conocimisntoe de que posterior



a la ingestién del microorganismeo, éste tiene predileccién
por intestino (ileon, ciego, colon)., donde aparentemente es
el sitio de la lesidn = infeccieén primaria y =1 inicio de la
multiplicacion bacteriana. la enfermedad cliniza se presenta
despueés de que la lesion intestinal se desarrolla,

Grupos de nicroorganismes aparecen en la mucosa intesti-
nal actuande como cuerpos =xtrafos, produciendo inflamacion,
seguida de una infiltracién masiva de células =n la mucosa vy
subnucosa. lo cual provaca aumento de la motilidad intestinal
disminucioéon del tiempo de transito del alimeanto, reduccién de
la absorcién e incremento de la perdida de nutrientes. La res
puesta del hospedador sera de acuerdo al estado inmunolégico
que presenta Y al tipo de resistencia, por ello algunos anima
les presentan cuadro clinice, otreos son partadores y disemina
dores asintométicos y otros son resistentes (Julian, 1975;
Gilmour, 1976; Collins y col., 1984; Merkal y col., 1985; Lar
sen y col.,1988).

El microorganismo tiene pradileccién por tejido intesti-
nal, a pesar de localizarse en otros drganos ¢ tejideos, una
posible explicacion del treopismo que manifiesta el bacilo ha-~
cia este tejido podria ser por la estinmulecion de las enzimas
oxidativas de los macrofagos intestinales liberados después
de la infeccidn; ademads de encontrar intermediarios metaboli-
cos que estimulan su multiplicacidn.

El englobamiento de un gran numerc de bacterias por los

macrofagos da como resultado la pérdida de la estructura va--



cuclar y de aqui que la actividad de los lisoscomas sea elimi-
nada. Los mecanismos inmunolégicos por medio de los cuales se
desencadena la diarrea y la respuesta febril son explicados
debido a gque hay una reaccién antigeno-anticuerpo en el intes
tino afectado. esta reaccién de tipo hipersensibilidad inme--
diata pedria dar come resultade la liberacién de histamina
ceon la consecuente presentaciéon des diarrea:; puede haber una
reaccion de tipo hipersensibilidad retardada, involucrando a

los antigenos de Mvcobacterium paratuberculeosis v a los linfg

citos sensibilizades.

En general de esta reaccién resulta la liberaciéon de lin
focinas, en el caso particular de la enfermedad de Johne, se
ha especulado que algunas de éstas pueden mediar en otras ca-
racteristicas de la infeccién. Asi, la citotoxina {que es una
sustancia liberada por linfocitos sensibilizados y que mani--
fiesta citotoxicidad inespecifica para varias ceélulas blanco
en diferentes especies animales), es liberada y puede tener
relacidn con la atrofia muscular, leucopenia, anemia y dafio
renal en la infeccién por paratuberculosis; por lo tanto se
libera un pirégeno que es expulsado de las ceélulas inflamato-
rias y esto podria ser entonces la explicacion para la pre--
sentacion de la fiebre que forma parte del cuadro clinico. La
confirmacion de =stos =ventos que parecen llevarse a cabo en
el intestino., preovienen de animales infectados con bacilos de
Johne, a los que == les administro una dosis de Johnina. En

estes animales indujo la fiebre y diarrea, gue pudo ser trata



da posteriormente con drogas .antihistaminicas (Cuadro 1},
(Merkal y col. 1970; Braun, 1982).

El cuadro clinico tipico incluye la progresiva emacia--
cibn, perdida de peso, decremento en la produccisdn lactea y
carnica (Julian, 1975; Meoser, 1982; Merkal y col.,1985), ede-
ma submandibular el cual se presenta en algunos animales {(Wi-
lliams y Spraker, 1979}, las constantes fisiolégicas normales
(Rafyi y Entessar, 1961; Williams vy Spraker, 1979; East,1983;
Kumar y col., 1984; Merkal y col.,1985), el apetito es bueno
y se observa en algunos animales desprendimiento de la lana,
la diarrea se puede presentar intermitentemente, pero algunos
animales no la presentan ¢ solo al final de la enfermedad.

Hay evidencias que los signoes clinicos son el resultado
de la accién de la histamina dandeo origen 2 una hipersensibi-
lidad de tipc inmediata y es asi que la diarrea cuando se pre
senta es el resultado de una reaccidédn mediada por la histami-
na (Rafyi y Entessar, 196%; Braun, 1982; East, 1983; Vap Ams-
tel, 1984; Merkal y cel., 1985). Los animales presentan un
cuadro de anemia ya que hay una reduccion de eritrocitos v he
moglobina, esto se pueds deber a la no absorciédn de nutrien--
tes para la hematopoyesis (Prudvi Reddy vy col..1982: East,
1983; Rumar y col.,1988}.

En toda explotarcion afectada por Mycobacterium paratuber

culosis, se pueden identificar cuatro categorias de animales:
1. Animales clinicamente enfermos. Eliminan bacilos en heces.

2. Animales infectadcs asintomatices. Eliminan bacilos en las
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heces en forma constante é intermitente.

3. Animales infectades asintomaticos no excretores. No pre--
sentan cuvadro clinice ni eliminan bacilos en las heces.

4. Animales no infeetados,. No presentan cuadre clinico, nega
tivos 21 cultive de heces y tejidos y eventualmente pueden
reaccionar en forma positiva a pruebas intradérmicas & se=-
rologicas, existiendo la posibilidad de que sean reactores
recupérados de una leve infeccidén. (Larsen,1973; Brugére,

1987) .

I.2 ANTECEDENTES:

No se tiene informacion confiable sobre las pérdidas ecg
némicas ocasionadas por 1z paratuberculosis en el Pais, a ni=-
vel mundial la enferm=dad de Johne actualmente se describe cg
mo uno de los padecimientos mas serios que afectan a la gana-
deria (Julian, 1975).

En Inglaterra representa un grave problema econdmico, y
es la afeccion mas importante 2n ciertas areas de dicho Pais
(Doyle, 1951 y 1956, citado por Ramirez y col., 1982}.

También se ha descrito como un problema enzodticeo y eco-
nomico en muchos paises tales como: Bélgica, Francia, URSS
(Julian, 1975; Merkal., 1984).

En México Unzueta en 1936, fué quien diagnosticsé la en--
fermedad por primera vez aen ganade bevinoe lechero mediante
pruebas de tipo alérgico como la Johnina y tuberculina aviar

realizandoe lz oosarvacién del bacilo en frotis dz heces con



la tincién de Ziehl-Neelsen., Bustamente y Garibay en 1974,
efectuaron las primeras pruebas diagnoésticas en ovinos reali-
zando la prueba de fijacidn de complemento y la deble compara
tiva intradérmica & 1la tuberculosis aviaria vy mamifera.

Ramirez y col. en 1979, informan del primer aislamiento

de Mvsobacterium paratuberculosis en bovinos lecheros de mueg

tras de nédules mesentérices e intestino delgado. Ramirez v
col. en 1982, reportan el aislamiento de Mycobacterium para--

tuberculosis en bovinos lecheros de muestras de nédulos mesen

téricos e intestine delgade. Ramirez vy col. =2n 1982 repertan
el aislamiento del Mycobacterium paratubsrculosis en cabras
de los estados de Quereétaro y Guanajuvato. Pravdedis y col. en
1982 1logran la identificacién de 1la bacteria de heces de un
ovino. De Lucas en 1984, informa de cuatro formas de diagnoés
tico de la paratuberculosis en cabras. Alemén =n 1988, deter-
mina la prevalencia de la enfermedad en una explotacitén comer
cial mediante pruebas serolégicas de contrainmunoelectrofore-

sis y la dobleinmunodifusidn en gel.

1.3 DIAGNOSTICO:

Es importanie sefialar que existen diversas t2cnicas 6 mé
todos de diagnoéstico para la paratuberculesis pero cada una
de ellas tiene sus ventajas y desventajas ya que no siempre
detectan a los animales infectados, o bien detectan animales
expuestos que no estédn infectados y ademés en muchas ocasio--

nes no diferencian entre infecciones por Mycobacterium para--



tuberculosis y otras micobacterias (Trigo, 1979; Brugere,1987
Koh y col.,1988).

Dentro de los métodeos de diagnostico de la paratuberculo
sis =se incluyen los metodes directos = indirectos (Brugére,
1987),, los primeros incluyen a les siguientes:

I11.1 Examen c¢linico, III.2 Examen bacteriolégico al microsco
pio, ITII.3 Cultivo bacteriologico de heces 6 tejideos y III.4
Biopsia de nédulos ltinfaticos mesentericos.

bentro de lns metodos ipndirectos tenemos los que se ba--
san en la inmunidad celular y los inmunologicos basados en la
inmunidad humcral, los primeros incluyen a las siguientes
pruebas: I111.5 Prueba de la Johnina o de la tuberculina,lII.é
Prueba doble comparativa de tuberculina (bovina-~aviariay),
II1.7 1nveccién intravencosa de Johnina o de tuberculina,IlII.8
Inhibicien de la migracion de macréfagos y III.9 Transforma--
cién lirfocitaria in vitro. Con respecto a las pruebas inmuna
logicas basadas =&n la respuesta humoral tenemos: III.10 Fija-
cién de complemento, III.1i1 Hemcaglutinacién, IIT1.12 Inmuno--
flucrescencia indirecta, I1II.13 Prueba inmunoabsocorbente liga-
do a enzimas (ELISA), III.14 Floculacidn de bentonita, III.1S
Precipitacidén en medio gelificado (Inmunodifusién en gel).
II1.16 Contrainmunoelectroforesis.

Ademis hay otros m&todos como I1I1.17 la necropsia que re
vela las lesicnes macro y microscédpicas. I11.18 Examenes hema
tologicos y Examenes bioguimicos. (Cuadro II) (Trigo, 1979;

Brugére 19&87).
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CUADRO IT.

TECNICAS DE DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE JOHNE

A. METODOS DIRECTOS

1. Exé&men Clinico

Exam=n Bacterimldogico al microscopio

[N]

3. Cultivo Bacteriolégico de heces y tejidos

4. Biopsia de nodulas linfaticos mesentericos

B. METODOS INDIRECTOS

B.1 INMUNIDAD CELULAR
€. Prueba de la Johnina y de la tuberculina
6. Prueba doble comparativa de tuberculina
{aviar / mamifera}
7. Inyeccién intravenosa de johnina ¢ tuberculina
8. Inhibicidén de la migracion de macrofagos

9. Transformacién linfocitaria in vitro

B.2 INMUNIDAD HUMORAL
10. Fijacién de= Complemento
11, Hemgaglutinacion
12. Inmunofluorescencia indirecta

13. Inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)




14,
1s.

16.

17.

18.

11
Floculacion de Bentonita
Precipitacién en Gel
Contrainmunoelectroforasis

C. OTROS METODOS

Necropsia

Examenes hematolodgicos y bioquimicos

Cuadro Medificado de Trigo (1979).
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III.1 EXAMEN CLINICO

Tiene valor limitado ya que los signos de la enfermedad
son poco especificos y se confunden con otros procesos tales
como: malnutricién, gastritis traumatica, ataxia enzootica,
abscesos hepaticos, parasitismeo grave, linfadenitis caseosa,
marasmo enzoético entre otras, en los ovinos y caprinos, el
principal signo es la pardida de la condicién acompafada de
edema submandibular. La diarrea es menos frecuente y estd pre
sente unicamente en casos terminales {(Larsen,1973; Trigo.1979

Van Amstel, 1984).

III.2 EXAMEN BACTERIOLOGICO AL MICROSCOFIO

El examen microscopico de organismos acido resistentes
=n haces © mucosas intestinales provenientes de animales in--
fectados, es uno de los metodos mas rapidos y seguros (Julian
1975; Dent, 1985; Kumar, 1988). La desventaja es que s6lo de-
tecta aquellos animales que arrojan grandes cantidades de ba-
cilos (animales altamente excretores), también en ocasiones
se requiere =xaminar bastantes laminillas para identificar
los microorganismos y por ultime se requiere de cierta expe--
riencia para diferenciar M. paratuberculosis de M. phlei,
siendo este ultimo un gérmen saprofito del intestino que por
lo general es un poco més largo que M. paratuberculosis y se
colerea menes intensamente; ademas tiene una menor tendencia
a formar acumulos de bacterias (Julian. 1%75: Tho2n y Muco--

plat, 1979; Trige, 1379; Brugzre, 13a7).
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III.3 CULTIVO BACTERIOLOGICO A PARTIR DE MATERIA FECAL

El problema del aislamiento radica en =1 lento creci--
miento de la mycobacteria, vy del alto grade de conuaminacién
de la materia fecal, aunado a la evidencia de que con esta
técnica no se permite detectar al grupo de animales infecta--
dos asintomaticos no excretores 6 a los =xcretores con elimi-
nacion intermitente de los bacilos, solo detecta a los anima-
les excretores con 6 sin cuadro clinico que eliminen mas de
100 bacilos por gramo de heces, ademas identifica animales va
cunales que son excretores (Sherwan, 1980: Merkal, 1984; Saxe
gaard, 1985).

Se requiere de tres meses de cultivo para la confirma--
cion definitiva, ademéas de utilizar medios de aislamiento es-
peciales para mycobacterias y medios "descontaminantes" lo
4que hace que ésta técnica sea un método largo y costoso ade--
més de que cuando arroja un resultado negativo al cultive no
es de significancia diagnostica va que el microorganismo sue-
le ser eliminado en forma intermitente (Hole y Maclay, 1959;

Saxegaard, 1985:Brugeére, 1987; Koh vy col., 1988},

I1I1.4 BIOPSIA DE NODULOS LINFATICOS MESENTERICOS

Este es un métedo de diagnéstico precoz, se logra preve--
nir las formas clinicas de la paratuberculosis: las desventa-
jas de este métode son la necesidad de efectuar una laparato-

mia y si el animal =sta muy gorde se dificulta su localiza--

cion ya que dichos nodulos estan incrustados en la grasa pu--
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diendo darse debido a 1o anterior animales falsos negativos

{Pemberton, 1979; Benedictus y Bosna, 1985; Brugére, 1987).

III.5 PRUEBA DE LA JOHNINA O DE LA TUBERCULINA

La inyeccién intradermica de iohnina o de tuberculina
permite una deteccidn precoz de los apimales infectados, pere
se consideran poco confiables ya que pueden dar reactores fa}l
sos negativos por anergia 6 faiscos positivos debido a mycobac
terias atipicas. Estas pruebas de hipersensibilidad cutéanea
son mas eficaces durante la fase preclinica de la enfermedad.
pero una vez que los signos aparecen su confiabilidad decre--
ce. Se ha demostrade que la johnina es mas sensible en el ca-
so d= los ovinos (Julian., 1975; Trigo, 1974:; Brugére, 1987;

Kumar y col.,1988; Cumphauser v ceol.,1988).

II1.6 PRUEBA DOBLE COMPARATIVA DE TUBERCULINA BOVINA-AVIARIA

La tuberculina aviaria aplicada en forma intradermica
tambi4n a sido utilizada para el diagnostico de la paratuber-
culosis, vy cuando se utiliza junte ¢on la tuberculina mamjife-
ra ofrece la posibilidad de un diagnéstico diferencial entre
paratuberculosis'y tuberculosis, dependiendo de cual de ambas
inoculaciones responda mas eneérgicamante., Estas pruebas una
vez establecida la enfermedad son menos eficaces, =s5to puede
deberse a reacciones cruzadas con cotras mycobacterias & bien
en funcicn del estado alérgico e inmune del animal (Hole y Ma

clay, 1959).
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IXXI.7 INYECCION INTRAVENOSA DE JOHNINA O DE TUBERCULINA

Esta prueba se considera mas especifica que las pruebas
intradérmicas, pero se pueden dar variaciones en la temperatu
ra del animal por otros factores durante el dia-dandones re--
sultados falsos positivos, la inyeccidén intravenosa de 2 a 4
ml. de johnina inducen un aumento de tenmperatura en animales
sensibilizados.

Un aumento de 1°C a las 5 u 8 hrs. despueés de la inyec=--
cién se considera como positivo {Hole y Maclay, 1959; Thorel,

1980; Paliwal y col,, 1984; Somanshi y col,,1986}).

III.8 INHIBICION DE LA MIGRACION DE MACROFAGOS

Esta prueba es mas especifica pare la deteccion de anima
les infectados asintomaticos no excretores su gran desventaja
es la de requerir de laboratorios especializados, lo gque in--
crementa su coste, resultando cara y poco practica ademds se
ha reportado que da reactores falsos positivos ( Brugére,

1987).

III.9 TRANSFORMACION LINFOCITARIA IN VITRO

Esta pruebé consiste en la estimulacién de linfocitos
sensibilizados con antigenos especificos de myccbacterias,sin
embargo, la tecnolcgia y el equipo requerido para realizarla
limitan su wutilizacidén c¢omo una prueba practica (Bendixen,

1977; Williams y col.,19885).
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III.10 FIJACION DE COMPLEMENTO

Esta prueba es una de las mas utilizadas, los anticuer--
pos fijadores de complemento se pueden desarrollar hasta que
la infeccién esta bien establzcida (Larszen., 1973; Gilmour,
1976; Williams y col.,1985; Pepin ¥ col.,1987), como desventa
jaé se pueden mencionar las reacciones cruzadas que produce

con otras mycobacterias (M. bovis v M. avium), también puaden

presentarse reacciones falsos positivos 6 falsos negativos en
animales infectados asintomaticos (Gilmour,1976: GCoudswaard

1876; Koh y co0l.,1488).

IIX.11 HEMOAGLUTINACION

Esta prueba se basa en la absorcién de un antigeno ade--
cuado sobre eritrocitos. para buscar posteriormente su agluti
nacidén por un suerc inmune, presenta las mismas limitaciones
que la prueba de Fijacidon de Complemento, es decir, reaccio--
nes cruzadas c¢on otras mycobacterias. S indica que esta prue
ba muestra una mayor sensibilidad que la antes mencionada pa-
ra detectar animales en etapas iniciales de 1la infeccién

{Larsen y col.,citados por Trigo en 1979; Ajey Kumar,1984).

1311.12 INMUNOFLUORESCENCIA

Esta prueba tiene las mismas desventajas que la prueba
de Fijacion de Complemento, ha sido utilizada para detectar
1la infeccidbn en estado preclinico, siendo en este sentido mas

eficiente gue la F.d= C., Hemoaglutinacién e Inmunodifusion
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{Gilmour y Gardiner,1968; CGilmour,1976; Paliwal y col.,1984),
Ademas esta prueba muestra estrecha correlacién entre
las leszicnes macroscépicas y microscépicas (Paliwal vy col.,

1984) .

II1.13 PRUEBA DE INMUNCABSORBENTE LIGADO A ENZIMA (ELISA)

Esta prueba paréce ser mé&s sensible que la Fijacién de
Complemento, identifica animales con carga bacteriana baja pa
ra cultivo y puede ser utilizada para mandar gacrificar anima
les antes de que difundan la enfermedad en un rebafioc (Yokomi-
zo ¥ col.,1982; Merkal, 1984; McKee, 1988).

Sin embargo se reporta come una limitante de esta prueba
el dar reaccicnes falsos positivos y el de necesitar de labo-

ratorios especializados (Yokomizo ¥y col.,1983; McKee,h1988).

ITX.14 FLOCULACION DE BENTONITA

Wallace vy col. en 1968 y en 1971 citados por Trigo en
1979, utilizaron como antigeno particulas de bentonita sensi-
bilizadas con tuberculina de Koch. La dilucién final del sue-
ro que aglutina a las particulas se tomé como titulo de anti-
cuerpos. Se considera que esta prueba no diferencia a las in-

fecciones de la tuberculosis.

III.15 PRECIPITACION
Esta prueba ha demostrado ser sensitiva y especifica en

ovinos Y caprinos detectando a los animales mas gravemente in
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fectados y afectados clinicamente, se ha reportado que refle-
ja el progreso de 1la infeccidn mas exactamente que otras
pruebas como la fijacién de complemento y la hemcaglutinacién
(Merkal vy co0l.,1968), de acuerdo con Merkal y col. en 1968 en
ovinos infectados experimentalmente los anticuerpos precipi--
tantes se desarrollan primero, seguidos de los hemoaglutinan-
tes y por Ultimo de los fijadores de complemente. Dichas pre-
cipitinas continuan aumentando con la infeccidn y decrece con
forme los animales se van recuperando. En estudios recientes
se encontrd gque es de igual sensibilidad y especificidad que
el cultivo bacterioclégico en infeccicnes clinicas y subclini-
cas, ademds ofrece grandes ventajas practicas ya que es rapi-
da y de bajo costo y las reacciones cruzadas son minimas {(Mer
kal., 1970; Goudswaard y col., 1976: Ramirez y c¢ol.,1979; Sher
man vy Gezon,1980; Ramirez y col.,1982:; Praxedis v col., 1983;

Merkal,1984; De Lucas.1984; Alemdn,1988).

III.16 CONTRAINMUNOCELECTROFORESIS

Esta prueba consiste en hacer coincidir los anticuerpos
especificos de los animales sospechesos con antigenc proto--
plasmico de M. éaratuber:ulosis, para =llo. basandose en la
diferencia de cargas entre el anticuerpo ¥ el antigeho en una
camara de =lectroferesis, se desplazan acarr=2ados por corrien
tes en un medio gelificado. En =sta tecnica s= utiliza una
placa de acrilico para electroforesis la cual contiene ocho

portacstjsetos de 5 em x 10 ¢m cublertos con agav ol 1% <=n w5--
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tos se elaboran pozos de 3 mn de dismetro distribuides en
tres series de cuatro pares cada una, en cada pozo de la se--
rie de la izquierda se deposita el antigeno y en los de la de
recha los sueros problema incluyendo un control positive y un
contrel negative. se ¢oloca la placa de acriliceo dentro de la
camara de electroforesis la cual contiene buffer a pH 8.4 y
s& le pasga corriente de 200 velts durante 45 minutos al cabo
de los cualss se efectua la lectura tomandose come positivos
aquellos que presentan una o mas lineas de precipitacién (du-
hammed v col. ,1978;: Alemén, 1988). Esta prueba ha sido utili-
zada para detectar antigenos de hepatitis en suero, tambien
para detectar antigends virales en la gastroanteritis asi co-
mo antigenos bacterisnos y de honges (Muhammed y col., 1978).
Purand Chand y c¢ol. en 198%, también emplearon ésta tec-
nica parae un rapido diagnéstico de virus pox en borregoes.
Esta prusba ha reportado ser m&s sensible que la inmuno-
difusion, ademds de tener la ventaja de ser mas réapida (Muha-
mmed y col. . 1978; Muhammed y Eliasson, 1979; Collins y col.

1984) .

Irr.1z DIAGNOSTiCO POSTMORTEM (NECROPSIA)

17.1 Leszisgnes macroscopicas: la exploracién postmortem
es muy importante para auxiliar el diagndstico de la enferme-
dad de Johne, aunque algunas investigaciones indican que les
cambios macroscopicos en intestino 6 nodulos mesentéricos son

de valer limitado e inespecifico o no son detectades, lo cual
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puede corresponder a las fases tempranas de la enfermedad
{Fodstad y Gunnarsson, 1979), por lo que son consideradas Gti
les en las fases tardias (Kumar y col.,1988).

Las lesiones se localizan por lo general =n la parte pog
terior del aparato digestivo y nédulos linfétices adyacentes
del intestine, la porcic¢n del yeyuno, il=on, véalvula ilecce--
cal, ciego y primera parte del colon suelen estar afectadas,
aunque en casos avanzados las lesiones se pueden presentar en
duodence y recto (Rayja y Singh,1961; Nakamatsu y col.,1968;
HMomotami y Yoshino, 198%). Se ha observado en les animales en
etapas terminales caquexia, edema submandibular, atrofia gela
tinosa de la grasa, fluido seroso en cavidades (Prudvi Reddy
vy c0l.,1968). La mucosa intestinal muestra engrosamientoe difu
50, congestion y moco viscoso, la corrugacién de la mucosa in
testinal semejando un lavadero es poco comun en ovinoes. En la
vélvula ileo-cacal se cobservan lesiones que van decsde hipere-
mia hasta edema y engrosamiente. Los nodules linfaticos se en
cuentran edematosos, agrandados, con procesos de caseifica--
cion y/o calcificados y congestionados (Meorin.,1982; Williams
¥y €0l1.,1983; Prudvi Reddy y col.,1984; Kumar y ¢ol.,1988).

17.2 Lesicones microscépicas: Las lesiones histolégicas

de la paratuberculosis son aquellas de una inflamacién granu-
lomatosa. El engrosamiento de la mucosa se debe en parte a la
infiltracién de las vellosidades con macrofages v células gi-
gantes, formando granulomas que en su interior contienen nume

rosos bacilos acido-resistentes. También entremezcladeos con



21

lé reaccién granulomatosa se distinguen algunos linfocitos,
celulas plasmaticas y eosinofilos; aunque es pertinente sefla~
lar que algunos de éstos son parte de la pablacién normal ce-
lular de la mucosa {Rajya y Singh,1961; Nakamatsu y col., 1968
Fedstad y Gunonarsson,1979; Williams y col..1983: Prudvi Re-=-
ddy y ¢ol.,1984; Dent,1985; Momotami y Yoshinoc, 1985; Kumar y
col.,1988}).

En ;asos severos de paratuberculosis, la reaccién infla-
matoria granulomatosa se puede extender a lo largo de los va-
sos linfaiticos hacia la submucosa, capa muscular, serosa ¥y me
senterio adyacente. Los vasos linfaticos se pueden encontrar
ocluidos con macrofagos y c¢elulas gigantes, desarrollandose
incluso reacciones granulomatosas en la corteza de los nédu--
los linfaticos mesentéricos (Trigo., 1979).

N¢ se ha informado de las lesiones macro ¢ microscépicas
en otros tejidos: aungque el bacilo ha sido aislado de numero-
sos tejidos como nédulos linfaticos, baze, pulmdn, rifnén, apa
rato reproductor, glandula mamaria, placenta y fetos (Taylor,

1981; Braun,1982).

IIT.18 EXAMEN HEMATOLOGICO Y BIOQUIMICO

Existe poca informacién sobre los cambios hematolégicos
y bioquimicos que se presentan en animales con paratuberculo-
sis. Prudvi Reddy y co0l. en 1982, reportan que se presenta
una significativa reduccién de los valores normales, estos

cambios se pueden explicar a los transtornos de absorciédn que
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se presentan en los animales enfermos (Allen y Patterson,1974
Prudvi Reddy y co0l..,1982: Ajey Kumar,1984).

Brugére en 1987 indica que estoé métodos de diagnéstico
son ne especificos vy gue deben ser utilizados junte con etres
métodos directos ¢ indirectos mas especificos.

D2 todos los métodos de diagnostico presentados con ante
rioridad., es facilmente deducible que no existe uno ideal,por
lo cuélAdeben de complementarse para realizar un diagnéstico
mas eficiente. La combinacién de pruebas de inmunidad celular
retardada con pruebas de inmunidad humoral, amplia el espec-~
tro diagnodstico, ya que se piensa que un animal afectado con
paratuberculosis pasa primero por una fase de hipersensibili-
dad retardada. detectada con johnina ¢ tuberculina y que po--
dria corresponder a la fase preclinica. Por otro lado, la fa-
se clinica c¢orresponde a la respuesta humoral. Estas dos fa--
ses pueden entremezclarse en algunes animales, siendo facti--
ble la demostracion de ambas pruebas de inmunidad durante to-
do el curso de 1la infeccién (Trigo, 1979; Brugére,1987).

Finalmente, el diagnéstico de la paratuberculosis mediap
te la utilizacion de pruebas inmunolégicas deberia de imple--
mentarse en los diferentes laboraterios que realizan funcio--
nes de diagnostico; ya que en la actualidad la enfermedad se
detecta unicamente en aquellos animales gue presentan cuadro
clinico sugerente mediante la cbservacioén microscopica de los
bacilos & bien al examen postmortem e histoldgico (Trigo,

1979) .
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I.4 CONTROL Y PROFILAXIS:

Un aspecto de gran importancia ademas de lograr un diag-

néstico eficiente de la paratuberculosis, es el de implemen--

tar una serie de medidas de contreol y preofilaxis que nes par-

mitan disminuir el problema y eventualmente erradicarlo de

las diferentes explotaciones donde este presente, para ello

cuando en un rebafic se ha llegado al diagnéstico definitive

de la enfermedad, se recomienda desarrollar un programa de

manejo integral y de vacunacién que consiste en lo siguiente:

1. MANEJO

a.

v

Monitorear periddicamente el rebaifio (cada seis meses), to-
mando muestras de heces con la finalidad de lograr el ais-
lamiento del M. paratuberculosis, los animales detectados
de esta manera deberan des ser aislados y retirados de la
explotacion, desinfectando el equipo v los corrales (Thoen
y Braun, 1988).

Al comprar animales de otras explotaciones hacerlo de reba
fios libres de la enfermedad, determinando esto por medio
de tres cultivos bacteriolégicos de los animales adultos a
intervalos de & a 12 meses 6 bien mediante la prueba de
FLISA (Merkal, 198s4).

En un rebafio positivo separar animales adultos de los jove
nes ¥y a las crias nuevas alimentarlas con calostro pasteu-
rizado 6 calostro de hembras negativas y posteriormente e-
fectuar la crianza artificial con leche comercial pasteuri

zada (Merkal y col.1970; Merkal,1984; Thoen y Braun,1988).
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Animales joévenes de un rebafic infectado, no considerarlos
libres, aun cuando sus padres hayan sido vacunados y sean
negativos a pruebas seroclégicas 6 bacteriolégicas. Todo a-
nimal expuesto vacunado O no. €5 un diseminador potencial
de la enfermedad (Merkal,198¢4).

Mantener limpia la explotacién y desinfectarla perioddica--
mente con 1a finalidad de evitar la contaminaciéon del agua
v el alimentc que los animales consumen {Merkal y co0l.1970
Braun,1982; Merkal,1984; True y Roussel,1987; Thoen y Baun
1988) .

3i el rebafio es positivo y el sistema de explotacién es en
base a pastoreo, e&s necesario pastorear a los animales jo-
venes en otras areas no contaminadas con anterioridad por
los animales enfermos (Braun, 1982; True y Roussel,1987).
Animales con cuadro tlinico que permitan sospechar de pa—-
ratuberculcsiz deberdn de ser separados mientras se efec--
tia el diagnostico diferencial con otros padecimientos que
an un momento dado presenten &l mismo cuadroe clinico (True
¥y Roussel, 1987; Thoan y Baun, 1984).

Evitar en 1o posible tension y factores praedisponentes de
1la anfermedadl ademas de proveer de una buena alimentacidn
a tode el rebafio iMerkal y col.,1970; Braun,1982; Merkal,
1984; True y Roussel,1987; Thoen y Baun,1988).

Los animales pueden zar vacunados en los rebafics en los
cuales la paratuberculesis ha sido diagnosticada mediante

el aislaminto de heces & telidos. Pero Unicamente animales
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entre uno a 35 dias de edad recibiran la vacuna muerta por

calor en aplicacién subcutanea (Thoen y Baun,1988).

VACUNACION
2.1 Historia: Vallie y Rinyad en 1926 fueron los primeros
en elaborar en Francia una vacuna con microcorganismos wvi~--

vos de Mycebacterium paratuberculosis, en vehiculo de aceji

te de olivo y liquido de parafina, Doyle en 1945 fué el
primero en usar la vacuna francesa en la Gran Bretapa, la
cual fué aplicada antes del mes de vida para evitar vacu--
nar a los animales ya infectados. En diferentes paises la
vacunaciéon ha sido aplicada demostrande un alto grado de
proteccién en ovinos y bovinos, sin embargo la vacunacioén
dejé de aplicgrse al dar inicioc a las campafias de erradica
cién de tuberculosis, ya que animales vacunados contra pa-
ratuberculosis reaccionan positivamente a la prueba de la
tuberculina (Rafyi y Entessar, 1961; Huitema, 1968; Larsen
1973).

2.2 Tipos de vacuna: La primera vacuna elaborada por Va--
llie y Rinyad en 1926, fué a partir de células vivas no a-
tenuadas (Rafyi y Entessar,1961), después de ésta se han
probado otras vacunas con células muertas por calor a 70°C
& 100°C por una hora, utilizando diferentes adyuvantes
(Rafyi y Entessar,1961 Palsson,1962; Merkal y col.,1970).
Actualmente se ha desarrollado mediante fraccionador de

células de prensa hidratlica la fraccién protoplasméatica
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del Myecobacterium paratuberculosis, para dar origen a la

vacuna protoplasmética liofilizada ¢ bien en adyuvante de
Freund's, ésta vacuna no causa a diferencia de las otras,
reaccioén palpable en el sitio de inoculacidn, aunque a la
necropsia se han detectade pequefies granulomas que miden
de 2 a 3 mm de diametro.

Ademas se indica que ésta vacuna causa poca 6 ninguna hi--
persensibilidad a la prueba de tuberculina y de la johnina
{Gilmour y Brotherston,1966; Larsen,1973}).

2.3 Tipos de adyuvantes: Uno de los primeros adyuvantes u-
tilizados en las vacupas de M. paratuberculosis, fué el a-
ceite de olivo vy 1la parafina liquida (Rafyi y Entessar,
1961; Larsen 1973), después de ello se han utilizado dife-
rentes adyuvantes como el aceite mineral y fenol al 0.3%,
hidroxido de potasio, metancol y el adyuvante inccomplete de
Freund's, todos ellos al ser aplicados en el animal junto
con las células o la fraccién citoplasmatica del M. para--
tuberculosis, dan origen a granulomas de diferentes tama--
fos (Rafyi v Entessar, 1961; Gilmour vy Brotherstdn,lQéé;
Merkal y ¢ol.,1970; Larsen, 1973).

2.4 Vias de aplicacion y dosis utilizadas: La principal

via de aplicacién es la subcutanea efectuandose ésta en di
ferentes sitios como lo es el pecho del animal, la papada,
21l cuelle, 21 esternon y la region axilar (Allson, 1960;
Rafyi y Entessar, 1961; Larsen ¥y col., 1964; Trigo, 1979:

Thoen vy Baun, 1988). Gilmour y Angus en 1974 efectian un
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ensayo aplicando la vacuna por via oral.

En cuanto a las dosis, la de 5 mg ha sido la mas utilizada
{Allson, 1880; Rafyi y Entessar, 1961; Palsson, 1962; lLar-
sen y col..1964; Larsen,1973: Crowther y col., 1976).
Larsen, en 1973 reparta una dosis de 3 mg de pared y la
fraccidn protoplasmética de las células del bacilo en 0.8
ml de adyuvante.

2.5 Duracién de la inmunidad: La inmunidad adquirida por
la vacunacién se caracteriza por desarrcllar un incremento
en la capacidad de los macréfagos para inhibir la multipii
cacion de la mycobacteria, este efacto inhibitorio es el
resultado de la respuesta inmune del hospedador (Larsen.
19733 .

Rafyi y Entessar, en 1961, indican que la duracion de la
inmunidad no es bien conocida. pero es la suficiente para
proteger por el tiempo en que son mas susceptibles los ani
males, las vacunas que contienen celulas nuertas por caloer
causan un alto gradse de inmunidad y de hipersensibilidad a
la tuberculina y a la johnina (Gilmour y B8rotherston,
1966) .

En el case de la vacuna protoplasmatica desarrolla poca 6
nula hipersensibilidad a la tuberculina vy la johnina pero
la inmunidad gue desarrolla el individuo es pobre en compa
racién c¢on las vacunas de celulas del bacilo muertas por
calor en adyuvante olsosc (Gilmour y Brotherston,1866),

Larsen an 1973 informe que la vacuna ante un gran desafio
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provocd que un 28% de animales vacunados, 46% de animales
revacunados y un 60% de los controles enfermaran, la expli
cacibn que did el autor a estos resultados es en el senti-
de de que el desafio por via oral resulté ser mucho mayor
al desafio en condiciones naturales que se da en rebafios
donde la enfermedad est4 presente.

En cuanto a la respuesta inmunoldgica de la vacuna proto--
plasmatica liofilizada de la mycobacteria aplicada por via
oral, concluyen que la vacuna falld en proteger a los ovi-
nos desafiados en forma experimental con una cepa de campo
encontrandose en los animales vacunados lesiones de media-
na importancia a 1la necropsia, no lograndose aislar el
agente etioldgico de tejidos tres meses despuées de la vacu
nacion y de haber efectuado el desafio, en este mismo expe
rimento se sometid a todos los animales a la prueba de la
tuberculina resultando lco siguiente:

Dos de los 10 animales vacunados que no fueron desafiados
reaccionaron positivamente a la tuberculina y 9 de 10 ani-
males no vacunados resultaron positivos a la tuberculina.

2.6 Edad en gue se aplica la vacuna a los animales: La pri

mera regla en éste aspecto, es no aplicar la vacuna cuando
no se tiene el conocimiento del estado inmunolégico de un
rebafio, es decir, sl en cierta zona ¢ rebafic estd presente
la tuberculosis, no se aplica la vacuna, ya que la inter--
pretacién de la tuberculina se dificulta, ya que la vacuna

de tuberculosis presenta o desarrolla una alta respuesta a
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la tuberculina y a la johnina (Larsen.1973), si la vacuna
se aplica en la etapa preclinica de la enfermedad la reac-
cién local reportada por varios autores al utilizar la va-
cuna muerta por calor del bacilo, no se desarrolla y esto
25 un indicio de que el animal estd infectado (Rafyi y En-
tessar, 1961), Larsen y col,, en 1964, informan que la va-
cunacién entre dos y seis semanas de edad resulté ser me--
jor que a los seis meses, los autores explican lo anterior
indicande que las posibilidades de contagio son o pueden
darse a muy temprana edad por la via oral ya sea por la le
che de la madre, en el agua & alimento ingerido por el cor
dero con heces contaminadas,

Estos mismos autores mencionan que si el animal esta infec
tado al aplicar la vacuna ésta no protege. Thoen y Baun,
en 1988 recomiendan que la vacuna deberd de aplicarse en--
tre los primeros 35 dias de edad.

2.7 Efecto de la revacunacién: Las experiencias en este ag
pecto concuerdan en que no se Jjustifica la revacunacién
mientras la reaccién local en el sitio de inoculacidn este
presente y ademas estos granulomas en animales revacunados
son mas grandes sin presentarse un incremento en la inmuni
dad.

2.8 Ventajas y degventajas de las vacunas: Merkal y col.,
en 1970 informan que al utilizar 1la vacuna tradicional
muerta por caler en adyuvante olecso la infeccion &n los

animales persiste y séle permite que el numero de animales
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cen cuadro clinico sea menor, asi come el numero de baci--
los excretados en heces, esto aunado a una serie de medi--
das_de manejo dentro de las explotaciones positivas a la
paratuberculosis permiten ir disminuyende paulatinamente
el npumero de animales que enferman en la explotacion.
Palsson en 1962, indica que animales vacunados y que luego
fueron necropsiados pueden presentar lesiones que sugieren
paratuberculosis,

Otra desventaja d& la vacunacidén con el bacilo muerto por
caler en adyuvante coleosc es que en el sitio de inoccula--
cién se presenta una reaccién granulomatosa de tamafie va--
riable que va de unos 2 cm a 8 cm de diametro de consisten
cia firme, que perdura por & meses a dos afios y en ocasio-
nes debrida elimindndose un exudado casecso de ceolor blan-
co del cual se ha logrado recuperar después de varios me--

ses 2l bacilo del Mycobacterium paratuberculosis (Rafyi y

Entessar, 1961; Larsen y col., 1964; Merkal y col., 1870;
Larsen, 1873).

Se reporta también gque la utilizacién de la vacuna oleosa
da origen a reactores positivos a la tuberculina vy a la jo
hnina, pudiendo estar presente esta sensibilidad hasta por
tres aflos (Gilmour, 1976), lo anterior es una gran limitan
te en zonas donde estA presente la tuberculosis y sobre ta
do si estan desarrcllando control vy campafas de erradica--
cién contra esta enfermeéad va que la interpretacion de la

tuberculina se dificultard bajo estas condiciones dando un
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gran numero de animales falsos positivos (Gilmour y Bro-=-
therston, 1966; Huitema, 1968; Gilmour, 1976).

Merkal y col. en 1970 recomiendan que una vez que los ani-
males han sido vacunados. no efectuar diagnétstico mediante
pruebas alérgicas o serolégicas para monitorear el nivel
de infeccién del rebafio, va que estos no darian una infor-
macién real ya que los resultados cobtenidos se pueden de--
ber é la respuasta a la vacunacién. Con respecto a las des
ventajas 6 ventajas de la vacunacién de la fraccidn proto-

plasméatica del bacilo de Mycobacterium paratuberculosis se

informa que al ser utilizada con el adyuvante inconmpleto
de Freund's no se desarrolla en el sitio de inoculacién
una reaccidn palpable, siendo esto una ventaja cuando se
trata de animales de exposicién (Gilmour vy Brotherston,
1966) .

Con respecto a la utilizacién de la vacuna con la fraccién
protoplasmatica del bacilo liofilizada muerta por calor
utilizada poer via oral, se reporta como ventaja que no se
desarrolla el granuloma como en las vacunas subcutaneas,
sin embargo falld al desarrellar inmunidad en los animales

en los cuales se aplicéd (Gilmour y Angus. 1974).

3. TRATAMIENTO
Muchos compuestos quimicos han sido utilizados para el
tratamiento de la enfermedad con pobres resultados, los sig-

nos clinicos han sido temporalmente disminuidos, pero al sus-
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penderse el tratamiento estos se presentan de nuevo. En afios
recientes, los antibiéticos usados para el tratamiento de la
tuberculosis también han sido utilizados en la Enfermedad de
Johne, y asi tenemos que la hidracida del é&cide isonicotiniceo
en asociacién con la estreptomicina e€s uno de los mas comunes
(Rafyi y Entessar, 1961).

Anger en 1956 citado por East, en 1983 aplicd el medica-
mento anterior logrando un 50% de eéxito.

En otros experimentos se aplicé una combinacidén de es--
treptomicina, isoniacida y rifampin, estas drogas han sido u-
tilizadas en humanos en infecciones por mycobacterias, no dan
do buenbs resultades en el tratamiento de la paratuberculesis
{Slocombe, 1982).

Gilmour en 1966 al utilizar Rimofenacina, encontré que
es muy activa in vitro sobre 18 cepas de Mycobacterium para--

tuberculosis, y también inhibid el establecimiento experimen-

tal del desafio oral del bacilo en ratones y ademas redujo la
infecciédn intestinal en ovinos en los estados preclinicos de
la enfermedad.

£l sulfatc de amikacin, reduce el numero de microorganis
mos eliminados en heces, paro es una droga muy cara, la clofa
cimina elimina animales diseminadores, dicha droga esté en es
tudio y aun no se ha probado para su usc en los Estados Uni--
dos (Merkal, 1984).

Actualmente se sabe que los signos clinicos son el resul

tado de la respuesta histaminica, dando origen a una hipersen
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sibilidad de tipo inmediata, por 1o tanto si se aplican anti-
histaminicos podemos disminuir los signos clinicos sin curar
la enfermedad (Braun,1982).

En conclusién a la fecha no se cuenta con un medicamento
especifico para el tratamiento de la paratuberculosis ovina

(Julian, 197S5).
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I1. OBJETIVOS

II.1 Planteamiento del Objietivo General:

La revisién de reportes scbre la "Enfermedad de Johne”
en pequefios rumiantes (ovinos y caprinos) presentados ante--
riormente, enfatizan la importancia de su estudio sobre:

- Técnicas de diagnéstico

- Estudio del desarrollo de la respuesta inmune

- Comportamiento de las vacunas

por lo que se plante¢ como objetivo general del presente tra-
bajo. contribuir al conocimiento de la paratuberculosis ovina
a nivel de campo. en el area de diagnéstico y respuasta a la

vacunacion.

II.2 Objetivos particulares:

Para poder conocer el cemportamiento de la enfermedad a
nivel de campo, se plantearon los siguientes objetivos parti-
culiares:

2.1 Efectuar un diagnéstico inicial de la paratuberculo-

sis en un rebafio ovino comercial.

2.2 Peterminar la eficacia de una bacterina oral de My--
cobacterium paratuberculesis, en esa misma explotacion

comercial.
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II1. MATERIAL Y METODOLOGIA

I11.1 ETAPA 1. Diagnéstico inicial de la enfermedad

(>

en la explotacidn.

1.1. MATERIAL:

1.1.a. Localizacién y clima de la explotacidn:

El presente estudio se realizdé en una expletacién ovina
comercial "“Rancho La Palma'., ubicado en el perimetro urbano
del poblado de visitacién, Municipio de Melchor Ocampo, en el
Estado de México (19° 44°de latitud norte y 99° 10' de longi-
tud ceste en el meridiano de Grenwich}; zona de ¢lima templa-
do seco, con lluvias en Verano-Otefio y con una precipitacion
pluvial de 700 mm, correspondientes al "Cu"” de la clasifica--

cién de Képen.

1.1.b. Caracteristicas del rebafio:

La explotacién contaba con 250 ovinos, de raza indefini-
da, con diferentes grados de encaste con las razas Suffolk,
Corriedale y Rambouillet, siendo 1a estratificacioén por eda--
des la siguiente:

- 136 hembras adultas, entre unc y seis anos de edad.
- 110 corderos machos para abasto y corderas de reemplaczo.
- 4 semental=s: 2 de la raza Rambouillet, 1 Suffolk y 1 . co--

rriedale.
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1.1.c. Manejo general de la explotacién:

El rebafo se alimentaba principalmente de pastoreo en re
pelo de alfalfa, durante 4 horas por dia y en ocaziones se sy
plementaba a corral con rastrojo de maiz, paja de avena & en-
=ilado de maiz, suministrando sales minerales y agua limpia
a libre acceso.

En cuanto al aspecto repfoductivo el sistema que se im--
plementd era de empadre continuo, de tal manera que los ma--
chos estan an contacto permanente con las hembras a lo large
de todo el afio, En el aspecto sanitario, se realizaren mues--
treos mensuales de heces para su anadlisis coproparasitoscoédpi-
co v en base a los resultados se establecia el tratamiento vy
control de las parasitosis internas.

No se efectud ningun tipo de vacunacién en el rebafic vy

en general las condiciones higienicas son deficientes.

1.1.d. Biologicos:

Antigenc protoplasmatico de Mycobacterium paratubercu-

losis. ( Proporcionade por el Dr. Richard S. Merkal,

del National Animal Disease Center, Ames Iowa, U.S5.A.)
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1.2 METODOLOGIA:

En la explotacién, desde hacia dos afies se venian presen
tando cascs clinicos sospechesos de paratuberculosis ¢ Enfer-
medad de Johne., ademas las condiciones higiénicas deficientes
{alimentc y agua contaminados con heces) y la presencia de
una serie de factoreg predisponentes (periodos de penuria alji
menticia, partos. lactancia e instalaciones deficientes) per-
mitian sospechar de que se podria tratar de la Enf. de Johne.

Con la finalidad de compreobar lo anterior y como primera
etapa de éste estudio, se procedioc al diagnostico de la enfer
medad mediante las siguientes pruebas:

1.2.a. Pruebas serologicas.

1.2.b. Necropsia para el estudio de las lesiones macro y mi--
croscépicas.

1.2.c. Improntas de la mucosa intestinal para la identifica--

cién del microorganismo.

1.2.a. Pruebas gerolégicas:

A la totalidad de hembras adultas y sementales del reba-
fic (140), se obtuvieron por medio de puncién yugular
aproximadaménte 7 ml. de sangre en tubos vaucountainer.
estos eran centrifugados a 1500 rpm. durante 5 minutos
para la obtencién de suero, el cual fué congelado a
-10°C para llavar a cabo peosteriormente las pruabas serg
l6gicas de Contrainmunoelectroforesis (CIEF) y Dobleinmu

nodifusion en gel (DIDG), de acuerdo al método propueste



por Cervantes 1983 (Anexo 1).

1.2.b. Necropsia:

Los animales que presentaron cuadro clinico de paratuber
culosis en el rebafic y serclogia positiva a CIEF Y DIDG
se sacrificaban con el fin de realizar el estudio macro
y microscopico a nivel de aparato digestivo (intestinos)
y nodulos linfaticos mesentericos, para el estudio histo
l6gico, las muestras fueron cortadas y tefiidas mediante
la técnica de Hematoxilina-Eosina, con objeto de obser--

var las lesiones.

1.2.¢c. Identificacitdn del agente:

De los animales sacrificados para su estudio macro y mi-
croscopico, se realizaron improntas de mucosa intestinal
las cuales fueron tefildas con la técnica de Ziehl-Neel--
sen para tratar de identificar al agente etioldgico de

la enfermedad.
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I111.2 ETAPA 2. Eficacia de la vacunacion oral.

2.1 MATERIAL:
2.1.a. Animales:
D2 las corderas nacidas en la explotacién en los nmeses
de octubre a diciembre de 1985 y enero a junio de 1984,
se seleccionaron 40 en buen estado de salud, las cuales
fueron perfectamente identificadas mediante tatuaje en
la oreja, placa metadlica grabada con numeros progresivos
al cuello y arete de plastico en la oreja contraria a la
del tatuaije.
Todas las corderas tenian una edad entre uno y treinta

dias de nacidas.

2.1.b. Biolégicos:

- Antigeno protoplasmatico de Mycobacterium paratubercu-
losis.

- Bacterina para aplicacién oral muerta por calor liofi-
lizada conteniende en base seca 1 g. de la fraccion
protoplasmatica del Myvcobacterium paratuberculosis por
dosis (capsula).

- Tuberculina mamifera.
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II.2 METODOLOGIA:

II.2.a. Disgefio experimental:

De las 40 corderas seleccionadas por tener un buen esta-
do de salud clinico v edad similar (1 a 30 dias de naci-
das), se formaron a3l azar dos grupocs experimentales de
20 animales <¢ada uno. El primer grupo representd a los
animales control, los cuales no se les aplicoé vacuna, el
segundo grupo de corderas fueron vacunadas dentro del
primer mes de wvida por via oral, haciendeoles tragar una
cépsula con un gramo de la bacterina muerta por calor
liofilizada conteniendo la fraccién protoplasmatica del

Mvecobacterium paratuberculesis.

I1.2.b. Seguimiento serologico:

Con la finalidad de establecer ¢l estado inmunolégice de
las 40 corderas de los dos grupos experimentales., previe
al inicio del ensayo, se realizd por puncién yugular la
extraccion de sangre de cada una de las corderas con =1
proposito de obtener suero y efectuar las pruebas serold
gicas de Dobleinmuncdifusién en gel (DIBG) y Contrainmu-
noelectroforesis {(CIEF), de acuerdo al método propuesto
por Cervantes, 1983. (Anexo 1}

Posterior a éste primer muestreo. se aplicéd la bacterina
oral al grupo de corderas correspondiente (n=20) v a los
30, $0, 120, 180 vy 360 dias posteriores a la fecha en

que se administro la bacterina, al igual ,ju= a las corde



41

ras control, (n=20) se obtuve sangre por puncién yugular,
de la cual se separo el suero por centrifugacién a 1500
rpm. ¥y con estos se efectuaron las pruebas serolégicas

antes mencionadas.

II.2.c. Seguimiento Clinico:

Las corderas de cada grupo ({(Vacunadas y Controles), fue
ron vigiladas clinicamente cada 8 dias, hasta los dos
afios postvacunales, para determinar =i presentaban el
cuadro clinico caracteristico de la enfermedad ant= el
desafio natural, vya que dichas corderas permanecieron en
@l rebafo junto con los animales adultos. bajo las mis--

mas condiciones de maneijo.

II.2.d. Pruebas de la Tuberculina:

A 10 corderas del grupoe control (no vacunadas). y a 10
corderas del grupo vacunado, a los tres afios postvacupa-
les, se les efectud la prueba de la tuberculina mamifera
para ellc se aplicéd 0.1 ml. de la tuberculina por via in
tradérmica, en el pliegue anal izquierdo, previa lectura
del grosor de la piel, el pliegue anal derecho se utili-
=4 como control negativo tomando la lectura 72 hrs. des-

pués de la aplicacion de la tuberculina, dando como posi

[\

tivoe aquella reaccion que tuviera <l doble del tamano

del pliegue control.
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II.2.e. Estudio a la necropsia:

A una oveia de cada grupo experimental, que resultara pg
sitiva a la prueba de la tuberculina., se le realizoé la
necropsia con la finalidad de determinar si existian le-
siones caracteristicas de la Enfermedad de Jchne, a ni--
vel macro y microscépico. Para =1 estudio microscépico
se efectuaron cortes histologicos utilizando las tincio-
nes de rutina Hematoxilina-Eosina vy 1la tincidén de Ziehl-

Neelsen, para determinar la presencia de les baciles.

IT.2.f. Cultivos Bacterioldgicos:

Con la finalidad de establecer =1 diagnostico diferen--
cial con otras enfermedades que pudiesen presentar las
ovejas sacrificadas a los tres afios postvacunales, se in
tentd el aislamiento de bacterias del género Corynebac--

terium a partir de algunos tejidos.
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IV. RESULTADOS

ETAPA I. Diagnéstico inicial de la enfermedad en la

explotacién.

I.2.a. Pruebas seroldgicas al rebaiio:

De los 140 sueros que fueron evaluados del total de las
hembras adultas v sementales del rebafio, 13 de ellos resulta-
ron peositivos a las pruebas serolégicas de Dobleinmunodifu--
sion en gel (DIDG) ¥ Contrainmunoelectroforesis (CIEF).
(Figura 1 y 2).

Los sueros fueron corridos en tres ocasiones presentando
en las 3 oportunidades los mismos resultados. (Figura 3)

Dentro de los 13 sueros que resultaron positivos de los
animales adultos, sélo tres de ellos pertenecieron a ovejas
que presentaban cuadro clinico caracteristico de la paratuber
culosis en el momento de efectuar el muestreo serologico en
la explotacién, éstos animales fueron sacrificados para su eg
tudio peostmortenm.

I1.2.b. Necropsia:

Tres ovejas adultas de los 13 animales que resultaron po
sitivas serolégicamente a DIDG y CIEF, mostraron un cuadro
clinico de debilidad marcada, pérdida de peso progresiva,
constantes fisiolégicas normales, desprendimiento de lana con
facilidad, diarrea, una de ellas presenté® edema submandibular

caquexia y apetito normal. (Figuras &« ¥ S5).
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Estos animales fueron sacrificados en el laboratorio del
Centro Nacional de Referencia en Salud Animal en Santa Ana Te
camac, donde se realizé el estudioc macro y microscépico donde
se incluyeron improntas de la muceosa intestinal, siendo los
resultados los siguientes:

- Las canales presentaron pobre estado de carnes, sangre a--
cuosa, ascitis, hidretorax., dilatacion cardiaca derecha,
atrofia serosa. heces blandas, ausencia de parasitos gas--
trointestinales, engrosamiento de la mucosa del ileon y ye-
yune, les nédules linfaticos mesentericos se enceontraron
agrandados de tamafic y presentaban edema. (Figuras 6,7,8).

- Los hallazgos del estudio histopatolégico, indicaron una epn
teritis granulomatosa con proliferacion e infiltracion de
ceélulas gigantes que contenian bacilos que por medio de la
tincién de Zielh-Neelsen en esa porcion del intestino grue-
so, permitid la observacién de organismos 4cido resistentes
¥ a nivel de nodulos linfaticos se encontrd hiperplasia lin
foide.

El diagnéstico proporcionado en forma oficial por el la-
boratorio referido, fué de infeccién por Mycobacterium para--
tuberculosis. sin haberse efectuado el aislamiento del agen--

te.
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FIGURA 2.
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4.
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" FIGURA 5.




FIGURA 6.
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FIGURA 7.
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FIGURA 8.
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ETAPA 1I. Determinar la eficacias de la wvacunacién oral en l1a

explotacion.

II.2.b. Sepuimiento gergldgico:

En el primer muestreo serologico, es decir antes de sumi
nistrar la bacterina oral. las 40 corderas resultaron negati~
vas al correr los sueros con las técnicas serclégicas de DIDG
v CIEF.

En los sigulentes muestreos, tanto del grupo contrel co-
mo del grupo de corderas que se les suministro la bacterina
por via oral, efectuados a los 30, 90, 120, 180 y 360 dias
posteriores a 1a fecha de vacunacién, ninguna cordera dié re-

sultado positive a las tecnicas serolédgicas realizadas.

II.2.¢c. Beguimiento glinico:

Una cordera que representa el 5% de las 20 del grupo
contrel no vacunado, y dos corderas que representa el 10% de
las 20 del grupo a las que se les suministréd la bacterina o~
ral desarrollaron cuadro clinico despues de los dos afios de
edad, estos animales fueron sacrificados a nivel de la explo-~
tacion, encontréndose los siguientes hallazgos:

Pobre estado de carnes, sangre muy acuosa, hidrotérax, asci--~
tis, degeneracién serosa en el corazén, heces blandas y los

nodulos mesentéricos aumentados de tanmafio y edematosos, solo
una de ellas la del grupo control, presentd corrugaciodn de la

mucosa del intestino grueso, no se realizd estudio histopato-
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légico, pero al correr los sueros c¢on las pruebas seroloégicas

de DIDG y CIEF, los tres resultaron positivos.

II.2.d. Pruebas de la Tuberculina Mamifera:

De las 10 cordsras del grupo contrel (no vacunadas).tres
{30%)., resultaron positivas a la prueba de la tubarculina, la
cuél se realizd a los tres afios postvacunales. En el grupo de
corderas a las cuales se les suministrd la bacterina oral

(n=10), seis resultaron positivas a la prueba de la tuberculji

na (60%). (Cuadro III y Figuras 9. 10 y 11).

II.2.e. Estudio a la necropsia:

A una borrega del grupo control, v a una del grupo al
que se le suministré la bacterina oral. y que fueron positi--
vas a la prueba de la tubesrculina. se les realizé la necrop--
sia encontrando en la borrega vacunada, corrugaciéon intesti--
nal a nivel de ileon = hiperplasia linfoide en los nédulos
linfAticos mesentericos, al realizar la histopatologia, se re
portd una enteritis granulomatosa con gran cantidad de célu-~--
las gigantes.

En la borrega control, sélo se determinéd a nivel intesti
nal cerrugacién leve y nédulos linfaticos mesentéricos aumen-
tados de tamafio y =n 2l estudio histopatologico, se detectd
hiperplasia linfoide vy una enteritis leve que no permitio 1la

observacion de los bacilos acido resistentes.
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I1.2.f. Cultivos Bacteriologicos:

Con la finalidad de establecer el diagnostico diferen--
cial con otras enfermedades se realizé la necropsia de las
dos borregas de tres afios, se intentdéd =1 aislamiento de bacte
rias del geénero Corynebacterium de algunos tejidos como bazo,
higado, nédulos linfaticos y rifiéen, pero los resultados fue--~

ron negativos.
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CUADRO III

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE LA TUBERCULINA MAMIFERA

BORREGAS

. VACUNADAS NGO VACUNADAS
Grosor del pliegue Grosor del pliegue
anal en mm. anal en mm.

IGC CONTROL TESTIGO CONTROL
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* Animales positivos.
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FIGURA 10,
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FIGURA 11.
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V. DISCUSION

ETAPA I. Diagnéstico inicial de la enfermedad en la

explotacidn.

En diferentes paises la enfermedad ha sido reportada por
varios autores, la prevalencia de la misma se sefiala en ran--
gos que oscilan entre un 2% hasta un 21%, y ésta depende de
los diferentes factores que intervienen para la presentacion
de la enfermedad en los rebafios Hole vy Maclay, (1959); Fernap
dez y col.,(1981) y Merkal,({1984). La prevalencia serolégica
de 9.28% que fué encontrada en la explotacién comercial donde
se realiz¢ el presente trabajo, es indicativa de que la enfer
nedad de Johne se encuentra presente en el rebafio, no pudien-
do establecer comparaciones con algunos datos de autores ex--
tranjeros ¢ nacionales, ya que las condiciones en que se re--
portan son experimentales y las condiciones en las que se tra
bajd son naturales. Con respecto a la informacién nacional,
solo se han realizado prevalencias serolégicas a nivel de ras
tro,lo cudl no puede ser comparado porque al rastro concurren
animales de diferentes explotaciones y con ello hay gran va--
riedad de factores que influyen en ese tipo de dates, lo im--
portante que podria concluirse, es que la enfermedad esta di-
fundida en el Pais, tal como lo reportan en su trabajo Busta-

mante y Garibay, (1974) asi como Praxedis y col. (1983).
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De las pruebas seroldégicas utilizadas en el presente tra
baje (DIDG y CIEF), para establecer el diagnéstico inicial de
la enfermedad en el rebafio, tomando muestras de los animales
adultos, mostraron los mismos resultados despues de que los
sueros problema fueron corridos varias veces con ambas técni-
cas. Muhammed y c<ol. ( 1978 }, encontraron que la CIEF es méas
sensible que la DIDG, ademas de tener la ventaja de ser mas
rapida pues los resultadas se obtienen a los 45 minutos, con
respecto a este reporte, coincidimos, pues la CIEF siempre re
portd los resultados en menor tiempo que la DIDG, ya que la
lectura de ésta ulitima prueba se realizaba a las 24 hrs. com-
parando con la primera lectura de la CIEF realizada a los 45
minutes v en el aspecto de sensibilidad no se encontraron di-
ferencias entre ambas pruebas.

Una desventaja que se encontrd a la CIEF, es que requie-
re de equipo mas especializado y el gasto de antigeno es ma--
yor que en la DIDG.

Moser (1982) indica que el diagnéstico de la paratubercuy
losis por solo prusbas serolégicas tiene la desventaja de que
no se puede diferenciar entre animales inmunes y animales in-
fectados, de tal manera que si se intentara el control de la
enfermedad eliminando a los animales positivos serolégicamen-
te, se corre el riesgo de eliminar animales resistentes, por
ello la utilizaciébn de éstas técnicas serolégicas, si bien
nos permite determinar en una forma rapida en un rebafio si la

paratuberculosis est4 presente, no pueden ser utilizadas como
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unico criterio para establecer un programa de control o erra-
dicacion de la enfermedad dentro de las explotaciones, siendo
necesario complementar los resultados de dichas técnicas con
otras técnicas de diagnostico, tal y como lo recomienda Mer--
kal (1984), el cual indica que es necesario efectuar un mini-
mo de tres cultivos bacteriologicos de los animales adultos
ademas de las pruebas serolégicas de DIDG, CIEF 6 ELISA, para
poder eliminar a un animal & para poder establecer que un in-
dividuo esta libre de la enfermedad.

En cuanto al 9.28% de prevalencia serologica encontrada
en el rebafio corresponde a 13 animales adultos, de éstos 13
solo tres de ellos presentaban cuadro clinico sugerente a pa-
ratuberculosis, y los 10 animales restantes positiveos a las
pruebas serolégicas, no desarrollaron cuadro clinico durante
el tiempo en que se realizé el trabajo experimental. La expli
cacién a este hecho se fundamenta en lo que indican Larsen,
{1973) y Brugére {(1987), los cuales mencionan que en toda ex-
plotacidén afectada por HMycobacterium paratuberculosis se pue-
den identificar cuatro categorias de animales:

1.- Animales Clinicamente Enfermos, que eliminan bacilos en

las heces y éue pueden ser detectados por 2l cuadro clini
co, por pruebas serologicas y por cultivo de heces, éste
seria el caso de los tres animales (hembras), que mostra-
ron cuadro clinico y ademas serologia positiva en este

trabajo.
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Animales Infectados Asintomiticamente, éstos eliminan ba-

cilos en las heces en forma constante ¢ intermitente de
tal manera que ha pesar de no mostrar cuadro clinico pue-
den ser detectados por serologia o por cultivo de heces,
éste podria ser el caso de los 10 animales que dieron se-
roleogia positiva y no desarrollaron cuadro clinico carac-
teristico de la enfermedad, pero tambiéen cabe la posibilji
dad>que éste grupo de 10 animales entren dentro de la
cuarta categoria propuesta por Larsen ( 1973 ) y Brugére
(1987), descrita mas adelante.

Animales Infectados Asintomaticos No Excretores, no pre--
sentan cuadro clinico, ni eliminan baciles en heces.

Animales No Infectados, no presentan cuadro clinico, nega

tivos al cultivo de heces y tejidos que eventualmente pue
den reaccionar en forma positiva a pruebas intradérmicas
6 serolégicas, existiendo la posibilidad de que sean reag

tores recuperados de una leve infeccién.

En el presente trabajo no se realizé el cultivo de heces para

intentar el aislamiento del baciloc, lo que nos impide estable

cer

que

co.

a que categoria de animales pertenecen las 10 borregas

presentaron seroleogia positiva y ausencia de cuadro clini

En cuanto a las lesiones patolégicas macroscédpicas y mi-

croscépicas encontradas en las tres borregas adultas que fue-

ron sacrificadas para realizar la necropsia a nivel laborato-

rio,

que presentaron serologia positiva y ademéas desarrolla-
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ron cuadro clinico, concuerdan con las reportadas por Rafyi y
Entessar (1961); Rajya y Singh (1961); Nakamatsu y col,(1968)
Fodstad y Gunnarsson (1979); Newholme y Pletcher (1981), Prus
vi-Reddy y col.. (1984), si bien muchas de las lesiones no
son definitivas para el diagnéstico de l1la enfermedad ya que
pueden presentarse en otros trastornos patolédgicos, otras le-
siones como la corrugacién y engrosamiento de la mucosa intes
tinal con tinciones positivas de Ziehl-Neelsen, aumento de ta
mafic de los nodulos linfaticos mesentérices, ademas de la se
rologia positiva y el cuadro clinico caracteristico presenta-
de, indicaron gque los animales presentaban la enfermedad de
Johne, sin embarge, por limitantes de infraestructura no fué
posible realizar el aislamiento del bacilo de tejidos ¢ heces
pero los reportes de algunos autores sobre ésta técnica, indi
can que solo detecta a los animales excretores con 0 sin cua-
dro clinico que eliminan mas de 100 bacilos por gramo de he--
ces ¥y que se requiere de tres meses minimo para poder confir-
mar la lectura del cultivo, lo gue hace que la técnica sea un
método largo ¥y costoso ademds de que un resultado negativo a
un cultivo no es de significancia diagnéstica ya que el baci-
lo suele ser eliminade en forma intermitente s=gun lo propues
to por Hole y Maclay (1959), Brugére (1987) y Koh y col., en

{1988) .
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en condiciones de la explotacidn.

La informacién que existe sobre la bacterina oral es muy
limitada, Gilmour y Angus ( 1974 ), en un ensayo por via oral
concluyen que la vacuna falld en proteger a los ovinos desa--
fiados en forma experimental con una cepa de campo, encontrapn
dose en estudics postmortem de dichos animales, lesiones de
mediana importancia, no teniendeo é&xito en el aislamiento del
agente etioloégico de tejidos tres meses después de la vacuna-
cion y de haber efectuado el desafio.

En el presente trabajo, en lo referente al seguimiento
serologico que se realizé tanto en las corderas vacunadas co-
mo en las controles, en ninguna etapa de los muestreos se pre
sentaron resultados positivos a las pruebas serologicas utili
zadas (DIDG vy CIEF), é#stos resultados pueden explicarse en ba
se a lo que plantea Trigo (1979) y Brugére (1987), que indi--
can que un animal con paratuberculosis 6 vacunado pasa prime-
ro por una fase de hipersensibilidad retardada, donde se desa
rrolla principalmente inmunidad de tipo celular, 1la cual es
detectada con prﬁebas de inmunidad celular tales como la jo--
hnina 6 la tuberculina correspondiendoe a la fase preclinica
de la enfermedad, por otro lado la fase clinica corresponde a
la respuesta humoral, estas dos fases de la enfermedad pueden
entremezclarse en algunos animales siendo factible la demos--

tracion positiva de ambas pruebas de inmunidad ¢ su variabili
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dad durante todo el curso de la infeccion.

En cuanto al seguimiento clinico que se efectud durante
dos afios tanto al grupo de corderas a las culles se les sumi-
nistré la bacterina oral como al grupo control gque no recibio
la bacterina, perc se mantuvieron junto con el resto del reba
fio, {es decir ante el desafio permanente y natural), s encon
tré que una cordera del grupo ne vacunado {contrel). equiva--
lente ai S% v dos corderas del grupo vacunado eguivalente al
10%, desarrollaron el cwadro clinico caracteristico de la en-
fermedad, ademids de que también presentaron serologia positi-
va y con hallazgos a la necropsia sugerentes de paratuberculg
sis.

El hecho de tener una borrega mis que dosarrelld cuadro
clinico que el grupe control no es significativeo y pudo ser
aleatorio, por lo tanto el reflexionar en la posibilidad de
que la vacuna no solo no proteja al individuo, sino de alguna
manera predisponga a la enfermedad es una situacion dificil
da demostrar ya gue no se realizé el cultivo del bscilo en el
presente trabajo.

En relacién a la prueba de la Tuberculina efectuada a
los tres afios de edad de los animales del grupo control asi
como de los animales a los gue se les suministré la bacterina
oral los resultados indican que el 60% de los animales vacuna,
dos dieren una respuesta positiva a dicha prueba, y sélo el
30% de los animales control presentaron 1a reaccién positiva,

&sto nos puede indicar que en ambos casos se presenptd una res
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puesta de inmunidad de tipo celular, siendc mayor en el grupo
de animales vacunados que en el de animales no vacunados {(copn
troles), pero en ambos casos <on porcentajes muy bajos y no
significativos.

Sin embargo los trabajos de Julian (1975); Trigo (1979):
Brugére {( 1987 ); Camphauser y col., ( 1988 ) y Rumar y col.,
(1988), concuerdan en indicar que la inyeccion intradeéermica
de johnina 6 de tuberculina permite una deteczcidén precoz de
los animales infectados, pero dichas pruebas se consideran po
co confiables ya que pueden dar reactores falsos negativos
por anerpia ¢ falsos positivos por reacciones cruzadas con tu
berculosis u ctras micobacterias atipicas, por lo tanto en la
presente investigacién no fué posible establecer con plena se
guridad que los animales de ambos grupos que dieron respuesta
positiva a la tuberculina mamifera, se deba en el caso de las
vacunadas, a la actividad propia de la vacuna o en el caso de
la respuesta de las <controles a un desafio natural.

E)l estudio de las lesiones encontradas & la necropsia de
los dos animales que se sacrificaron por presentar resultados
positivos a la prueba de la tuberculina, indicaron que los a-
nimales vacunadoé presentaron lesiones mas graves de paratu--
berculosis que los hallazgos a la necropsia de la borrega no
vacunada {(control), sin embargo al no efectuar el aislamiento
del bacilo, no hay posibilidades de llegar a una conclusién
definitiva, pero el cultivo de tejidos (bazo, higado, nédulo

linfatice y rifivon) fué negative a2l crecimiento de microorga--
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nismos del género Corvnebacterium, lo que descarta una reac--

cioén cruzada.
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CONCLUSIONES

Tomando en cuenta la historia clinica. el cuadro clinico
los estudios serolégicos y los hallazgos a la necropsia,
asi como 2]l estudio histopatolégico que se efectud en
los animales adultos de la explotacién se concluye que

la paratuberculosis esti afectando a los animales del re
bafio, sin embarge no se efectud¢ el aislamiento del micro

organismo.

Con respecto a los metodos serolégicos utilizados en és-
te trabajoe {Contrainmuncelectroforesis CIEF y Dobleinmu-
nodifusién en gel DIDG), la primera mestrd mayor rapidez
pero el gasto de antigeno asi como la infraestructura pa
ra desarrollarla son mayores comparandose con la técnica

de DIDG.

Con respecto a las técnicas de diagnéstico utilizadas en
éste trabajo. se encontr¢ de gran valor diagnéstico sin
estar sujeto a resultados falsos negativos & positivos,
el estudio postmortem de los individuos, sin embargo las
técnicas serolégicas y alérgicas solo son de apoyo, no
pudiendo realizarlas en forma unica para proporcionar un

diagnéstico confiable de la Enfermedad de Johne.

La aplicacion de la bacterina oral, muerta por calor lio
filizada conteniendo la fracciéon protoplasmatica del My-

¢eobacterium paratuberculosis a corderas de un rebafio na-
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turalmente infectado de la enfermedad de Johne no pudo
demostrar su eficacia ¢ ineficacia y el hecﬁo de gque dos
animales del grupo vacunado y otro del grupo control de-
sarrollaran el cuadro clinice a los 2 afos postvacunales

no tiene signi ficancia estadistica.

Los resultados encontrados al realizar la prueba de la
Tuberculina Mamifera después de tres afios postvacunales
fué de 60% positivos del grupo "vacunado” y el 30% del
grupe “control®”, hecho que no demuestra la eficacia ¢

ineficacia de la bacterina cral administrada.
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TECNICA DE CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIEF)
MATERIAL Y REACTIVOS.

Material:

1. Aparato de electroforesis.

2. Placa de acrilico para electroforesis,

3. Cémara de electroforesis.

4. Potencidmetro.

5. Balanza analitica.

6. Horadador.

7. Micropipetas.

8. Laminillas y cristaleria.

Reactivos:

1. Agar noble purificado 6 agarosa, al 1%.

2. Buffer de boratos pH=8.6

3. Buffer de veronal pH=8.6

4. Agué destilada.

5. Sueros controles positivos y negativos.

6. Antigeno protoplasmatico de Mycobacterium para--

tuberculosis 10mg./ml.
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I.1I DESARROLLO DE LA TECNICA:

Se preparan en primer termino los buffers (boratos & ve-
ronal) a pH = 8.6, colocamos en la cémara de electreforesis
1.100 1lts. de cualquiera de los dos reactivos anteriores, en
100 ml de buffer se agrega 1 g de agar purificado, el cuail se
coloca en una estufa a S lbs. de presidon durante 10 minutos
para que>se disuelva la agarosa.

En la placa de acrilico, para electroforesis, se ponen S
ml. de agarosa ya disuelta, de tal manera que cubra toda la
superficie de 13 placa con una capa delgada, sobre ésta se cQ
locan ocho laminillas { portacbjetos ) y sobre ellos se ponen
45 ml. de agarosa (5.5 ml./laminilla), dejamos a temperatura
ambiente ¢ podemas meter la placa a una camara fria para que
la agarosa solidifique,despues de lo cudl con €l horadador se
hacen los pocitos que contendran el antigeno, los sueros con-
trol positivos, negativos y los problema.

Los pocitos tienen 3mm. de diametro y 5 mm. de altura,la
distancia vertical entre pozo y pozo es de S mm. Yy entre pozo
de una hilera con la otra es de 10 mm., en cada portaobjetos
& laminilla se establecen tres series de pozos de cuatro pa--
res c¢ada una de tal manera que en <ada laminilla, hay un to--
tal de 24 pocitos ¥ en toda la placa 192 pocitos.

En todos los pozos de las filas de la izquierda, se colg
ca €l antigeno, ¥y en los pozos de la derecha los sueros c¢on--

troles positivos, negativos y los problema.
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La cantidad de suerce control y suero problema es de 35

¥ la cantidad de antigens Gue Se coloca en cada pocito es

de 17 ’ﬂl., 21 total de sueros que se pueden correr en la
placa de e=lectroforesis =5 de 9&.

Una vez preparada la placa de electroforesis (es decir
ya con los suercs y antigene). se conecta al aparate de elec-
troforesis el cual le pasarad una corriente de 200 volts (2.5
ma/laninilla) durante 45 minutos. tiempe despues se toma lec-
tura de los r=sultados observando las lineas de precipitacion
formadas a la mitad del trayecte entre los pocitos de la fila
derecha con ics de la izquierda, las laminillas se retiran de
la placa de electroforesis, colocandelas en una camara humeda
para reaslizar deos lecturas postericres, una a las 12 hrs. y
la ultima a las Iu hrs. de haberse colocado en el aparato de
electroforesis, posterior a esto se pueden lavar con el reac-

tivo PBS y tefiirlas.
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II. TECNICA DE DOBLEINMUNODIFUSION EN GEL (DIDG}

II.1 MATERIAL Y REACTIVOS

I¥I.1.a. Material:
1. Cajas de petri.
2. Cristaleria.
I11.1.b. Reactivos:
1. Agar noble purificado ¢ agarosa.
2. Buffer de boratos pH=8.6
3. Agua destilada.

Sueros controles positivos y negativos

o

n

tuberculosis.

II.2 DESARROLLO DE LA TECNICA.

Antigeno protoplasmatico de Mycobacterium para--

Se mezcla 1 g. de agarcsa en 50 ml. de agua destilada,

para disolverla se coloca en una estufa durante 10
5 1bs de presién, al sacarla se le agrega 50 ml. de
boratos a pH = 8.6, se mexcla perfectamente, y en
de petri de 50 mm. de didmetro se colocan 6 ml. del

jando que solidifique a temperatura ambiente & bien

minutos a
buffer de
cada caja
agar de--

en una ci

mara fria, después de =s5to en cada caja se perforan dos se--

ries de 6 pocitos con uno al centro. Cada pocito tiene 3mm.
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de dismetro y 5 mm. de altura, la distancia entre ellos es de
5 mm. en el pozo central se coloca 35/41. de antigene y en
los pocitos que estdn a su alrededor, la misma <antidad de
suero control positivo, negativo y los preblema, la interpre-
tacién de los resultados se realiza a las 3. 24 y 48 hrs. dan
dose como positivos aquelles que presenten lineas de precipi-

tacion.



	Portada
	Índice
	Resumen
	Summary
	I. Introducción
	II. Objetivos
	III. Material y Metodología
	IV. Resultados
	V. Discusión
	VI. Conclusiones
	VII. Bibliografía
	Anexos



