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RESUMEN

Vélez Hernfindez Mayra Elizabeth. “ Comparactén de diferentes técnicas de diagnostico en
Paratuberculosis caprina (Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis)”. Bajo la direccion de tos
Doctores Gilberto Chavez Gris, Francisco Suarez Gilemes y Michael T. Collins.

Diversas técnicas de diagnéstica se han desarrcllado para identificar a los rumiantes infectados con
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map). Cadauna de éstas técnicas presentan defectos y
limitaciones, Aunado a lo anterior, Ia informacién acerca de la utilidad de éstas en caprinos es
limitada, lo que hace necesario identificar técnicas que detecten el mayor niimero de caprinos
infectados con Map. El presente estudio se realizé en 3 rebafios caprinos con antecedentes clinicos,
serolégicos, anatomopatolégicos y bacteriolégicos de paratuberculosis (ptb). En los 3 rebaiios se
tomaron muestras de sangre de los caprinos mayores de 1.5 ailos de edad, cada 3 meses. Todos los
sueros obtenidos fueron examinados a través del inmunoensayo enzimdtico (ELISA) y de la
inmunodifusion en gel de agar (IDGA). En el rebafio 1 se realizaron 7 tomas de muestras, en 110
caprinos aproximadamente, en las que se detectaron 47 caprinos positivos a ELISA y 45 a IDGA; en el
rebaiio II se realizaron $ tomas de muestras, en 100 anilmales aproximadamente, e¢n las que se

UETCCIArun 10 CAPrinus pusitivus @ LLion 5 6 posesvos & an wa; o= 28 rohafo T oo yoolizaran & tamas

de muestras, a 130 caprinos aproximadamente, en las que se identificaron 81 caprinos positivos a
ELISA y 42 positivos a IDGA. Los valores predictivos positive y negative de ambas técnicas de
diagnéstico fueron determinados con el Teorema de Bayes. Posteriormente se realizé el estudio
anatomopatoldgico de 13 cabras del rebailo I positivas a IDGA, en las que se observaron lesiones
macroscépicas y microscopicas compatibles con pth; asi también se estudiaron § caprinos con sospecha
clinica de ptb, énicamente 3 de estos presentaron lesiones sugestivas. En el rebaiio II se realizb el
estudio anatomopatolégico de 3 caprinos positivos a IDGA, en los 3 se observaron lesiones
macroscépicas y microscépicas discretas compatibles con pth; de igual forma se realizé este estudio a
un caprino positivo a ELISA y con manifestaciones clinicas de pth, ¢l cual también presenté lesiones
sugestivas. En el rebailo IIl se estudiaron 7 caprinos positives a IDGA, los 7 presentaron lesiones
macroscépicas compatibles con ptb; un caprino no presenté cambios microscépicos. Al momento de
realizar el estudio anatomopatolégico se tomaron Jas muestras necesarias para el cultivo bacteriolégico,
en ¢l que se utilizd el medio de Liwenstein —Jensen con y sin micobactina, obteniéndose resultados
positivos en el rebailo I entre la 4* y16® semanas de incubaciin a partir de diversos fragmentos
intestinales, linfonjdulos mesentéricos y heces, procedentes de 13 caprinos. En el rebafio IT se
obtuvieron aislamientos de Map entre la 12 y 16* semanas de incubacién a partir de diversos
fragmentos intestinales y linfonédulos mesentéricos procedentes de 2 caprinos. En el rebaiio III se
lograron 2 aislamientos del Map en la 12* semana de incubacién, a partir de diferentes fragmentos
intestinales procedentes de 2 caprinos. En los 3 rebafos los aislamientos se lograron en ¢! medio de
Liwenstein-Jensen con micobactina. Se intenté el aislamiento del Map a partir de beces utilizando el
cultive bacteriolégico convencional y el cultive radiométrico, obteniéndose 7 aistamientos con el cultivo
convencional y 4 con el radiométrico. Se adopté en los 3 rebaiios el programa “Probar y Eliminar” con
el que los caprinos que resultaron positivos a IDGA en cada una de las tomas de muestras fueron
separados y eliminados del resto del rebailo. Las variaciones de las prevalencias estimadas a través del
ELISA y Ia IDGA de cada una de las tomas de muestras foeron analizadas con el estadistico X%

Palabras clave: paratuberculosis, M. a. subsp. paratuberculosis, caprinos,




SUMMARY

Vélez Herndndez Mayra Elizabeth: “Comparison among different diagnosis techniques on caprine
paratuberculosis (Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis)”. Under the supervision of
Gilberto Chavez Gris MVZ, PhD. Francisco Suarez Giiemes MVZ, PhD. Michael T. Collins DVM,
PhD.

Several diagnosis techniques have been developed in order to identify ruminants infected with
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map). Each of these techniques shows limitations. On
this sense, information about usefulness of these techniques applied on caprines is scarce, and it is
necessary to look for alternate methods to detect the higher possible numbers of caprines infected with
Map. The present study was carrvied out on 3 caprine flocks with clinical, serological,
anatomopathological and bacteriological evidences of paratuberculosis (pth). Each three months, the
goat population from each flock older than 1.5 years old was sera sampled. The collected sera were
tested by enzyme linked immunoabsorbent assay (ELISA) and agar gel immunodifussion (AGID).
Seven sera samples were collected on flock I, 47 caprines were positive to ELISA ‘and 45 to AGID; on
flock I1, 5 sera samples were collected, 16 caprines were positive to ELISA and 8 to AGID; on flock 111,
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and negative predictive values of each diagnosis technigue were determined by the Baye’s Theorem.
Subsequently, the anatomopathological study was carried out on 13 positive to AGID goats, from flock
1, macroscopical and microscopical lesions suggestive of ptb were observed; also 5 goats with clinical
evidence of ptb were studied, only 3 goats showed lesions that suggested ptb. On flock II, the
posmortem study was carried out on 3 goats positive to AGID, the 3 goats showed discrete
macroscopical and microscopical ptb lesions; one goat with pth clinical evidence was necropsied, ptb
lesions were observed. On flock II1, 7 goats positive to AGID, were anatomopathologically studied, 7
goats macroscopically showed discrete paratuberculosis lesions; one goat did not show microscopical
changes. When necropsics were made the necessary samples for the bacteriological culture were
collected. The bacteriological cultivation was carricd out on Liwenstein-Jensen media with and
without mycobactin. On flock 1, positive growth was observed between the 4* and 16® incubation
weeks. The isolations were obtained from intestine, mesenteric lymph nodes and faeces from 13 pgoats.
On flock 11 Map growth was detected between the 12 and 16 incubation weeks. The isolations were
obtained from 2 intestines and a mesenteric lymph nodes. On flock IT1, positive growth was observed
on the 12" incubation week, the growth were detected on 2 intestines. Al isolations were observed on
Liwenstein-Jensen media with mycobactin. The Map isolation from faeces was carried out with the
conventional bacteriologic culture and the radiometric culture, 7 isolations were detected by the
conventional culture and 4 with the radiometric one. On the three flocks the *“Test and Cull” program
was adopted, the caprines which were positive to AGID on each sera sampling were separated and
eliminated from each flock. The different prevalences estimated through ELISA and AGID on each
sampling were analysed by the Chi square statistic method.,

Key words: paratuberculosis, M. a. subsp. paratuberculosis, caprines.



INTRODUCCION

1. Antecedentes histéricos

En 1895 el profesor aleman Heinrich Albert Johne y su asistente Langdon
Frothingham, describen un caso de enteritis cronica en una vaca que habia presentado
diarrea por un periodo prolongado; al realizar el examen posntortem encontraron bacilos
acido alcohol resistentes (baar) en la mucosa intestinal la cual estaba notablemente
engrosada ( Johne y Frothingham, 1895, citado en Bendixen et al, 1981). Johne y
Frothingham enviaron dicho material a R. Koch, quien al igual que Markus, afios mas tarde
(1903) penso que se trataba de una infeccion por el tipo aviar del bacilo tuberculoso. Sin
embargo, B. Bang en 1906, produjo una infeccion experimental en cuyes y becerros al
inocularlos con fragmentos intestinales de una vaca con “enfermedad de Johne” y demostrd
que se trataba de una nueva enfermedad. El bacilo pseudotuberculoso como fue llamado,
no era idéntico a ninguna de las tres micobacterias patogenas conocidas (M. tuberculosis,
M. bovis y M. avium). En 1912, los investigadores britanicos Tworth e Ingram logran el
primer aislamiento del bacilo pseudotuberculoso. Un afio mas tarde estos mismos
investigadores publicaran la primer monografia de la “enfermedad de Johne”, en la que
entre diversos temas se discuten las infecciones experimentales logradas con la inoculaci6n
intravenosa ¢ intraperitoneal de cultivos puros de M. johnei en becerros y cabras
(Goudsward ef al, 1972).

1.1. Antecedentes en México

En México la Paratuberculosis fue diagnosticada por primera vez en ganado bovino
lechero en el afio de 1936 por R.J. Unzueta, a través de la johnina y tuberculina aviar, y de
la observacién del bacilo en frotis de heces con la tincion de Ziehl Neelsen (Alemon, 1988;
Hernandez 1991; Oviedo, 1991; Praxedis, 1985; Trigo, 1979). Afios después, en 1974, X.
Bustamante y M. Garibay realizan fijaciéon de complemento y ia prueba doble comparativa
intradérmica para tuberculosis aviar y mamifero en ovinos (Alemén 1988, Hernandez,
1991; Oviedo, 1991; Praxedis, 1985). Posteriomente en 1979, Ramirez et al logran el
primer aislamiento de M. a. paratuberculosis en bovinos lecheros, a partir de linfonodulos

mesentéricos e intestino delgado (Ramirez ef al, 1979). En 1982, este mismo grupo de



investigadores logran el aislamiento de M. a. paratuberculosis en cabras de los estados de
Querétaro y Guanajuato (Alemon, 1988, Hernandez, 1991; Oviedo, 1991). En 1983,
Praxedis identifica el bacilo en heces de un ovino y en 1985 este mismo autor determina la
prevalencia de paratuberculosis en ovinos y caprinos sacrificados en cuatro rastros
periféricos al D.F., obteniendo valores que oscilan entre 1.2-8.4% en caprinos y 0.8 -4.4%
en ovinos (Praxedis, 1985). En el aiio de 1984, De Lucas informa sobre cuatro técnicas de
diagndstico de Paratuberculosis caprina (Hernandez 1991; Oviedo, 1991) y en 1988,
Alemén determina la prevalencia de la enfermedad en una explotacion comercial ovina
mediante las técnicas serologicas de contrainmunoelectroforesis y doble inmunodifusion en
gel (Alemon 1988).

En 1991, Hernandez Valle realiza un ensayo de inmunizacion subcutdnea con una
bacterina oleosa de M. a. paratuberculosis en un rebafio ovino infectado naturalmente. En
este mismo afio, Oviedo Fernindez desarrolla una prueba de una bacterina oral de M. a.
paratuberculosis en el mismo rebafio ovino. Ambos autores concluyen que no es posible
evaluar la proteccion que brindan las bacterinas ya que 2 borregos del grupo vacunado y
uno del grupo control enfermaron durante el desafio natural al que estuvieron expuestos
{Hemandez, 1991; Oviedo 1991).

Desafortunadamente, en la actualidad no se cuenta con informacion concerniente a
la distribucién de la enfermedad en el pais ni sobre las pérdidas econdomicas asociadas a
ésta, por lo que en 1995 el Consejo Técnico Consultivo de Salud Animal hace énfasis en la
necesidad de realizar un estudio seroepidemiolégico en la Republica Mexicana, para
establecer las dreas de mayor y menor seroprevalencia de Paratuberculosis en los ganados

bovino, ovino y caprino {(Anénimo, Conasa 1995).

2. Generalidades

Aunque la mayor atencion en la paratuberculosis se ha enfocado a los rumiantes
domésticos, esta también afecta a rumiantes silvestres como los venados, antilopes, cabras
montafiesas, bisontes , camellos y llamas (Anderson ef al/, 1993; Belknap et al, 1994;
Cocito et al, 1994; Johnson ef al, 1993, Kreeger, 1991; Trigo, 1979).




Esta enfermedad representa actualmente un grave problema para las explotaciones
de rumiantes domésticos teniendo un impacto econémico importante a nivel mundial
(Cocito et al, 1994; Julian 1975). Sin embargo, este impacto no ha sido bien documentado,
en parte por las dificultades para el diagnostico de los animales infectados por lo que en
muchos casos Unicamente se valoran las pérdidas ocurridas por mortalidad, la que en el
caso de los caprinos oscila entre el 8-10% anual asociada a paratuberculosis (Garcia Marin,
1993),

La paratuberculosis se disemina lentamente y requiere un periodo prolongado para
el desarrollo de signos clinicos, por lo que al momento de detectar a un individuo
clinicamente enfermo el 38-42% del hato pueden estar infectados y las muertes anuales
pueden ser hasta del 10% (Collins 1991). La presentacion clinica se asocia generaimente
con animales adultos mayores de 2 afos de edad, 1us buvinus aduiios 3¢ han legade 2
considerar resistentes a la enfermedad. En los caprinos la edad no es considerada como un
factor determinante en la susceptibilidad a la enfermedad ya que se han presentado signos

clinicos y lesiones en animales jovenes (Cocito ef al, 1994; Elsken et al, 1985).

3. Etiologia

El agente etiologico de la paratuberculosis, Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis  (Thorel et al, 1990), pertenece al grupo CMN ( Géneros:
Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia) el cual recientemente incluye también a
Rhodococcus (Cocito et al, 1994). Es un microorganismo Gram positivo, 4cido alcohol
resistente, que mide 0.5 a 1.5 um. Bioquimicamente esta micobacteria se caracteriza por
formar una catalasa termoestable, no reducir los nitratos, no producir niacina, ser negativa a
aril sulfatasa, B-glucosidasa y ureasa e hidrolizar el Tween en 10 dias. Sin embargo,
algunas cepas de M. a. paratuberculosis no presentan estas caracteristicas bioquimicas ya
que puede haber variacion entre cepas de M. a. paratuberculosis, ademas de que puede
haber coincidencias con las especies M. avium y M. wood pigeon (Nyange 1990). En los
medios de Herrold con yema de huevo y Lowenstein-Jensen con micobactina forma
colonias rugosas no pigmentadas, crece lentamente y requiere estrictamente micobactina

para su crecimiento (Lambrecht ef al, 1992), el cual tarda aproximadamente 4 meses.




Aunque es bien sabido que todas las bacterias dependen de los metales para su desarrollo,
las micobacterias patogénicas requieren en especial de una fuente organica de hierro para
su crecimiento. El hierro es quelado por sideroforos y de esta forma se transporta a través
de la membrana y se realiza el intercambio citoplasmico. Se conocen dos siderdforos: las
micobactinas y las exoquelinas, las primeras, agentes internos producidos por la propia
micobacteria bajo condiciones donde el hierro es limitado (Snow 1970, citado en
Lambrecht ef al, 1992), son compuestos liposolubles de alto peso molecular, formadas por
un corazéon de fierro y cadenas de diferentes longitudes con grupos alquilos, que se
presume estan asociados a la pared celular y cuya funcién es secuestrar al fierro (Macham
et al, 1975; Ratledge et al, 1982 citados en Lambrecht ef a/, 1992). Estas micobactinas son
unicas de las micobacterias y las nocardias, no han sido encontradas en otros actinomicetos
por lo que son de importancia taxonomica. Las exoquelinas son vectores externos de origen
proteinico presentes en los fluidos extracelulares las cuales se liberan en altas
concentraciones por la micobacteria cuando existen deficiencias de fierro. En los animales
el principal almacén del i6n férrico es la ferritina y las moléculas transportadoras de este
metal son la transferrina y la lactoferrina. Las exoquelinas micobacterianas remueven el
hierro de estos quelantes de origen animal y lo transportan a través de la pared
micobacteriana. Es importante mencionar que unicamente las micobacterias presentan
micobactinas y exoquelinas (Cocito ef al, 1994; Kreeger, 1991).

Se ha descrito la ausencia de micobactinas en algunos aislamientos de M. a.
paratuberculosis, esta observacion es interesante ya que estas bacterias requieren de la
micobactina Unicamente para su crecimiento in vitro, por lo que algunos autores consideran
que la dependencia a la micobactina no es determinante para la identificacion del M. a.
paratuberculosis (Cocito et al, 1994). Por su parte Lambrecht et al, mencionan que el
crecimiento del M. a. paratuberculosis in vitro, en ausencia de micobactina no existe y que
lo que sucede es que la micobacteria incorpora rapidamente a su pared a la micobactina, la
cual puede utilizar posteriormente cuando un cultivo no estd adicionado con ésta,
resultando asi en una aparente pérdida de la dependencia a la micobactina (Lambrecht et al,
1992).




La identificacion de M. a. paratuberculosis a través de tinciones para baar, se basa
en la union de la fucsina con los 4cidos en el interior de la micobacteria, asi como a la
unién con residuos de acidos micélicos localizados en las capas externas de lipidos de la
pared bacteriana, la cual impide la salida de la fucsina integrada durante la tincion
(Barksdale et al, 1977, citado en Condron et al, 1994). La importancia de una pared
bacteriana intacta para mantener la acido alcohol resistencia de las micobacterias ha sido
demostrada por la pérdida de esta propiedad al extraer los lipidos de superficie con KOH y
etanol o bien, interfiriendo la sintesis de acidos micélicos con tratamientos con acido

isonicotinico (Barksdale et al, 1977, citado en Condron et al, 1994).

4. Patogenia

La patogénesis de la paratuberculosis no se ha esclarecido completamente, sin
embargo a través del tiempo ha habido diversas propuestas de como este organismo
provoca signos y lesiones. En el periodo de 1967-1969 Patterson et al (citado en Julian,
1975), sugieren que las células inflamatorias que infiltran la mucosa y submucosa traen
como resultado aumento de la motilidad intestinal, tiempo de transito intestinal reducido,
disminucion en la absorcion intestinal con la consecuente pérdida de proteinas. Por su
parte, Merkal demostré que la diarrea es el resultado de una reaccioén antigeno-anticuerpo
que tiene lugar en el tejido intestinal y que va acompafiada de la liberacion de histamina
(Merkal, 1970 citado en Julian, 1975). En 1971, Merchant ef a/ (citado en Julian, 1975)
indica que los grupos de microorganismos que aparecen en la mucosa intestinal actGan
como cuerpos extrafios produciendo reaccion inflamatoria. En 1973, Merkal (citado en
Julian, 1975) sugiere que la inmunidad de tipo celular es la responsable de las reacciones
febriles, la emaciacion y la anemia que se presenta en algunos casos de paratuberculosis.
Asimismo, demostré que la hipersensibilidad a la johnina puede producir fiebre y diarrea
en becerros sensibilizados pasivamente con sangre completa de un bovino
hipersensibilizado anteriormente con M. a. paratuberculosis. En 1974, Bellamy et al
(citado en Julian, 1975) sugieren que el intestino puede resistir reacciones antigeno-
anticuerpo bajo condiciones normales, es decir, cuando los canales linfaticos no estan

obstruidos y el sistema vascular es capaz de eliminar las enzimas lisosomales liberadas por



los neutréfilos y prevenir la formacion de edema. Asi el infiltrado inflamatorio y la
linfangiectasia que se presentan en la paratuberculosis pueden invalidar estos mecanismos
provocando un estado de hipersensibilidad inmunomediado (tipo III) a nivel intestinal.
Actualmente se reconoce quela infeccion con M. a. paratuberculosis ocurre por la
via oral, generalmente al ingerir los organismos a través de leche o pastura contaminada
con heces. En el caso particular de los rumiantes jovenes la enfermedad puede transmitirse
de manera vertical al estar en contacto con el organismo a través de la ingestion leche
contaminada con heces de la madre. La transmisién in utero también se presenta, pero es
de menor importancia que la horizontal (Collins, 1994d; Gay ef al/, 1992; Kreeger, 1991;
Paliwal ef al, 1985). Posterior a la infeccion oral el primer sitio en que los organismos
pueden ser aislados y existen lesiones histolégicas son los linfonodulos suprafaringeos,
mesentéricos y las tonsilas, de manera casi inmediata se desarrollarin lesiones intestinales
y los organismos se estaran diseminando intermitentemente a través de las heces por largos
periodos. Se sugiere que el M. a paratuberculosis entra al intestino por medio de las
células M en las capulas del ileon y que posteriormente el organismo pasa de éstas células
M a los macréfagos subepiteliales donde se multiplica y es transportado a los linfonédulos
(Momotani et al, 1988). Tanto en los linfonédulos como en el intestino se observaran
lesiones caracterizadas por abundantes histiocitos, macrofagos epitelioides y areas de
necrosis [o que corresponderé a una enteritis y linfadenitis granulomatosa respectivamente.
Estas lesiones son similares y siguen el mismo espectro que las causadas por la lepra en los
humanos en la que se presenta el espectro tuberculoide con pocos organismos, abundantes
células gigantes tipo Langhans, necrosis y fibrosis, por otro lado se presenta el espectro
lepromatoso en el que se encuentran abundantes baar (multibacilar), pocas células gigantes,
abundantes histiocitos y macréfagos epitelioides; la necrosis y fibrosis son minimas (Cocito
et al, 1994; Weigand-Valentin 1992). No esta bien claro si estas diferencias histologicas en
las lesiones corresponden a diferentes estados inmunolégicos del rumiante, como se ha
establecido en la lepra humana (Cocito ef al, 1994). En el caso de los caprinos,
experimentalmente se ha comprobado que la mayor respuesta inmune (evaluada a través de
medicién de anticuerpos y de prueba intradérmica), corresponde a los estadios subclinicos

de la enfermedad y que cuando la enfermedad se manifiesta clinicamente ambas respuestas



humoral y celular disminuiran progresivamente (Paliwal et al, 1985). El papel del fierro en
la patogénesis de la paratuberculosis es importante y como se menciond anteriormente el
M. a. paratuberculosis requiere el fierro para su crecimiento, por lo que la presencia de
grandes cantidades de fierro en el interior de la célula asi como la presencia del M. a.
paratuberculosis también intracelular aporta una correlacion positiva en las lesiones. La
hipoferremia asi como el incremento del hierro en los tejidos afectados es también una
correlacion positiva con la eliminacion del M. a. paratuberculosis en las heces de los

rumiantes infectados (Kreeger 1991).

5. Aspectos anatomopatolégicos

Existe poca correlacion entre la gravedad del sindrome clinico y la severidad de las
lesiones. Muchos animales que llegan clinicamente a estadios terminales de la enfermedad
presentan lesiones macroscopicas y microscopicas tan discretas que podrian pasar
desapercibidas (Barker ef al, 1993; Berbanabé ef a/, 1991, Sherman ef al, 1980); por otro
lado, las lesiones severas pueden encontrarse en animales aparentemente saludables
(Barker et al, 1993).

En los ovinos y caprinos la paratuberculosis se caracteriza por un desgaste cronico
en el que se presenta pelo y lana quebradizos y edema submandibular debido a la
hipoproteinemia. Generalmente, la heces son normales, aunque pueden estar un poco mas
suaves y perder su forma caracteristica, los cuadros de diarrea son raros, excepto en los
estadios terminales donde se pueden presentar episodios intermitentes (Barker ef al, 1993;
Juste, 1994). En el estudio posmortem el intestino de los ovinos y caprinos esta
marcadamente engrosado, y los vasos linfaticos pueden dar la apariencia de pequeiios
nudos y cordones, correspondiendo estas estructuras a reacciones granulomatosas focales
formadas por células epitelioides y linfocitos. En los caprinos y en algunos ovinos, se
desarrollan focos de caseificacion en la mucosa y submucosa intestinal, asi como en la
superficie peritoneal y los vasos linfaticos similares a los tuberculosos. Estos focos
macroscopicamente son de color blanco y tienen de 1 a 4 mm de didmetro, y presentan
escasa fibrosis rodeandolos. Los tubérculos en los linfonddulos de las cabras y venados se

pueden mineralizar y ser lo suficientemente grandes para sustituir al tejido (Barker ez a,



1993). En las cabras y borregos se ha observado que diversos linfonddulos del organismo,
el higado, el bazo y el pulmén pueden presentar focos granulomatosos, algunos de estos
mineralizados. Asimismo, se han descrito en caprinos lesiones similares a las de la lepra
lepromatosa, como la degeneracion axonal de los nervios ciaticos y del plexo braquial y
amiloidosis del glomérulo renal (Barker et al, 1993; Cocito ef al 1994).

En los venados la paratuberculosis es clinicamente similar a la de los ovinos y
caprinos, pero puede presentarse en animales menores a 1 afio de edad (Barker ef al, 1993).
El cuadro posntortem es el de un animal emaciado con el pelo seco, areas alopécicas, piel
seca, atrofia serosa de la grasa y efusiones serosas en las cavidades corporales; en los casos
mas severos se puede observar edema subseroso en el intestino delgado y el mesenterio
(Burgeois, 1940; Vance 1961; Libke y Walton, 1975; Williams ef al, 1983; Gumbrell,
1987, citados en Nyange 1990). La mucosa intestinal puede estar ligeramente engrosada
(Barker ef al 1993; Vance 1961 citado en Nyange 1990) y enrojecida, también se han
descrito petequias y erosiones extensas de la mucosa (Vance 1961 citado en Nyange 1990).
Los linfonddulos mesentéricos y los vasos linfiticos pueden presentar aumento de tamafio
(Bourgeois, 1940; Vance, 1961 citados en Nyange 1990). Las lesiones microscOpicas son
inconsistentes posiblemente debido a la variacion en las caracteristicas de las cepas
infectantes o bien a la susceptibilidad de cada individuo a la infeccién (Nyange 1990). Sin
embargo, los cambios mas notables son enteritis, linfadenitis y linfangitis granulomatosas
(Libke y Walton 1975 citados en Nyange 1990), aunque también se han descrito necrosis y
mineralizacion (Williams et al, 1983; Jorgensen ef al, 1987 citados en Nyange 1990).

Con el objetivo de ampliar el conocimiento de las lesiones asociadas a los diferentes
estados de la infeccién Pérez er al (1993) presentan 3 tipos de lesiones microscopicas en
paratuberculosis ovina (Cuadro no. 1), en la lesion tipo I se incluyen las lesiones en las que
se observan pequefios granulomas, localizados en el 4rea interfolicular de la placa de Peyer,
en los que no se observan micobacterias.y sugieren que los ovinos que presentan este tipo
de lesion son siempre negativos a la IDGA. En el tipo Il se observan lesiones
granulomatosas focales, localizadas tanto en la placa de Peyer como en la mucosa
relacionada con la misma; algunos de los ovinos con este tipo de lesion seran positivos a la

IDGA. En el tipo III las lesiones afectan a la mucosa no asociada a placas de Peyer y
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existen 3 subtipos, subtipo IlIa son las lesiones que presentan pequefios granulomas en la
mucosa no asociada a las placas de Peyer; algunos de los ovinos con este tipo de lesion
seran positivos a la IDGA. Subtipo IIIb es una enteritis granulomatosa difusa conformada
por abundantes macréfagos en la mucosa que provocan la alteracion de ésta y poseen
abundantes micobacterias; los ovinos que presentan este tipo de lesion se presume que
seran claramente positivos a la IDGA. Subtipo Illc conformadas por una enteritis
granulomatosa difusa acompafiada con infiltrado de abundantes linfocitos y células
gigantes, se observan escasas micobacterias; los ovinos que presentan este tipo de lesion
seran siempre negativos a IDGA. La clasificacion de las lesiones bajo el criterio
anteriormente descrito es similar substancialmente a otras clasificaciones realizadas
anteriormente para lesiones intestinales provocadas por M. a. paratuberculosis (Stamp y
Watt, 1954; Rajya y Singh , 1961; Reddy ef al, 1984 citados en Clarke ef al, 1994 y Clarke
1997).

Cuadro no. 1: Lesiones asociadas a los diferentes estados de la infeccién por M. a
paratuberculosis. (Pérez et al, 1993).

TIPO DE DESCRIPCION BACILOS ACIDO ALCOHOL | RESPUESTA A LA
LESION RESISTENTES IDGA
I Pequefios granulomas en drea No se observan Negativa
interfolicular de la placa de
Pever
II Lesiones granulomatosas | Se observan escasos bacilos en | Algunos serdn positivos
focales en la placa de Peyer y algunas lesiones
en la mucosa asociada con la
misma
Illa Pequefios  granulomas  en| Se pueden observan en algunas | Algunos seran positivos
mucosa no asociada a placa de lesiones
Peyer
1Ib Enteritis granulomatosa difusa Abundantes Claramente positivos
Hlc Enteritis granulomatosa difusa, No se observan Negativa
con abundantes linfocitos ¥
células gigantes.

6. Aspectos inmunolégicos
Después de la infeccidn oral con M. a. paratuberculosis, el animal infectado puede
eliminar al organismo del intestino o, después de una fase subclinica prolongada o una

infeccion persistente puede convertirse en un animal hipersensible o tolerante (Gilmour et
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al., 1978 citado en Clarke, 1997) El espectro de inmunidad esta relacionado con las
manifestaciones de la enfermedad: resistencia, infeccion sublcinica, control parcial con
eliminacién fecal intermitente de la micobacteria y enfermedad clinica con una
pronunciada eliminacion fecal (Bendixen, 1978 citado en Chiodini et al, 1992).

Inmunolégicamente existen similitudes entre la paratuberculosis y la lepra humana,
ya que ambas presentan formas hiperreactivas y anérgicas. En la forma hiperreactiva, la
cual es caracteristica de los estadios tempranos de la enfermedad, hay una respuesta celular
muy marcada lo que limita la proliferacion del M. a. paratuberculosis; este estadio semeja
a la forma tuberculoide de la lepra humana y es en esta etapa temprana de la infeccion
cuando las pruebas cutaneas con johnina o con tuberculina aviar y y-interferén arrojan una
respuesta positiva (Kreeger 1991) . La forma anérgica se presenta en la fase terminal de la
paratuberculosis y semeja a la fase lepromatosa de la lepra humana (ﬁendixen et al, 1978,
citado en Cocito et al, 1994; Chiodini et al, 1992; Elsken et al, 1985, Nyange 1990). Entre
estas dos formas existe un estadio intermedio correspondiente al limite en la lepra humana,
el cual esta caracterizado por debilitamiento progresivo de la respuesta celular e incremento
de los niveles sanguineos de anticuerpos antimicobacterianos (Cocito ef al, 1994).

6.1. Inmunidad celular

En la paratuberculosis, igual que en otras micobacteriosis, la respuesta inmune
celular estd considerada como el principal mecanismo para controlar la infeccion. Los
anticuerpos se consideran de poca ayuda en contra de la micobacteria intracelular y las altas
concentraciones séricas de anticuerpos son a menudo observadas en la presencia de
enfermedad clinica avanzada (Bendixen , 1978 citado en Clarke, 1997; Chiodini ef al,
1984). Una relacion reciproca es reconocida entre la respuesta inmune humoral y la celular
en los estadios subclinicos y clinicos de las enfermedades micobacterianas, incluyendo la
paratuberculosis (Chiodini ef al., 1984; Chiodini et al, 1992; Lepper et al., 1989).

La respuesta inmune celular se desarrolla relativamente temprano en la infeccién y,
si es efectiva eliminara al organismo y evitard un estado de resistencia (Brotherson et al,,
1961, citado en Clarke,1997). Esta respuesta puede decaer a lo largo del prolongado
periodo de una infeccidn persistente, dando lugar a la proliferacion micobacteriana y a la

enfermedad asociada con lesiones multibacilares. Sin embargo, una respuesta inmune
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celular excesiva, que puede desarrollarse en respuesta a una micobacteria resistente,
promueve una inflamacién constante asociada a un estado paucibacilar (Chiodini ef al,
1984).

Los linfocitos T que presentan TCR of (incluyendo las subpoblaciones CD4",
CD8" , CD4 y CD8 ) y TCR 5 son funcionalmente activos en las infecciones
micobacterianas (Chavez Gris, 1993). En los ovinos con lesiones paucibacilares sugestivas
de una intensa respuesta inmune celular, el intestino presenta una poblacion notablemente
mayor de linfocitos T CD4" y un ligero aumento en los ¥d (Little ef a/, 1996). En esta
misma especie la subpoblacién CD4" es la responsable de la respuesta principal hacia un
antigeno especifico indicando una respuesta inmune celular activa (Little, Clarke y Burrels
resultados no publicados, citados en Clarke 1997). Asimismo, se ha descrito que los casos
del tipo paucibacilar tienden a presentar una respuesta linfocitica intensa hacia un antigeno
especifico. Esta respuesta es tanto periférica como a nivel intestinal y va acompaifiada de
una manifestacion intensa de un patrén Thl en el que predominan los efectos de la IL-2 y
del interferon y; contrario a lo anterior, en los casos del tipo multibacilar las respuestas
linfocitica y la de las citocinas del patron Thl son débiles, favoreciendo la persistencia y
proliferacion micobacteriana (Little, Clarke y Burrels resultados no publicados, citados en
Clarke 1997).

En algunas infecciones micobacterianas los linfocitos T CD8" desempeitan un papel
defensivo importante dentro de la respuesta inmune celular y tienden a acumularse en la
periferia de las lesiones granulomatosas observadas en tuberculosis y lepra (Modlin et al,
1986, citado en Clarke 1997), sin embargo, este patron de distribucion no se ha observado
en la paratuberculosis ovina (Little ef al, 1996). Algunos estudios sugieren un papel mas
bien modulador o hasta supresivo de estos linfocitos en la lepra y paratuberculosis
(Chiodini et al, 1992).

Los linfocitos T yd se localizan en superficies epiteliales y pueden reaccionar con
antigenos presentados por el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase I y 11
asi como con antigenos no presentados por estas moléculas (Boom et al/, 1992 citado en
Clarke 1997). Las funciones efectoras de estos linfocitos incluyen citotoxicidad hacia

células infectadas con micobacterias, produccion de interferén y, IL-2 y factor de necrosis
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tumoral o (Munk ef al, 1990 citado en Clarke 1997). En los ovinos esta poblacion
linfocitaria puede reaccionar con las proteinas de choque térmico(hsp), como la 60-kDa de
M. a. paratuberculosis (Colston et al, 1994). Asi también esta poblacion linfocitaria se
incrementa en el intestino de ovinos con lesiones tuberculoides (Little ef al, 1996). Se ha
sugerido que estos linfocitos tienen una accion supresiva sobre la actividad de los linfocitos
T CD4" en la paratuberculosis asi como en otras infecciones micobacterianas (Chiodini et
al, 1992),

La funcidn de las células asesinas naturales (NK), no ha sido estudiada en animales
infectados con M. a. paratuberculosis (Clarke 1997).

6.2. Respuesta inmune humoral

T.a respuesta inmune humoral en la aratuberculosis parece mostrar una relacion
inversa con la respuesta inmune celular (Pérez et al, 1994b). La concentracién de
anticuerpos generalmente se incrementa posteriormente a la aparicién de la respuesta
inmune celular . Se presume que al decaer la respuesta inmune celular, las micobacterias
intracelulares proliferan y en este momento los anticuerpos se incrementan. Esta
observacion tiene lugar muchos meses después de la infeccion, cuando las células afectadas
han destruido y liberado al antigeno. Sin embargo, los mecanismos efectores de los
anticuerpos son de poca utilidad en contra de las micobacterias intracelulares. Asi, los
casos clinicos con lesiones multibacilares tienden a presentar una concentracion de
anticuerpos elevada (Merkal ef al, 1970 citado en Clarke 1997). En el suero de bovinos con
infeccion crénica por M. a. paratuberculosis se encuentran IgG, 1gM y escasas IgA (Abbas
y Riemann, 1988 citado en Clarke 1997). A través del marcaje inmunohistolégico de
intestinos de bovinos se mostro incremento unicamente en IgG ¢ IgM, la IgA no mostrd
incremento (Momotani e/ al, 1986). Algunos autores han sugerido que los anticuerpos
locales provocan reacciones de hipersensibilidad inmediata y liberacion de histamina, las
cuales son causantes de las lesiones entéricas (Buergelt ef al, 1978; Merkal et al, 1970
citado en Clarke 1997 y en Julian 1975). Actualmente, no existen estudios que sustenten lo

anterior, ni que muestren alteraciones en los mastocitos intestinales (Clarke, 1997).
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7. Diagnéstico

Dentro de un rebafio afectado por paratuberculosis los animales pueden ser
clasificados como clinicamente enfermos, subclinicamente infectados e infectados. Es
necesario distinguir entre la infeccion y la enfermedad; la infeccion no siempre resuita en
enfermedad. Los animales subclinicamente infectados son el reto mas grande para el
diagnostico, control y erradicacion de la paratuberculosis.

El diagnostico de paratuberculosis al igual que el de la mayoria de las enfermedades
infecciosas puede realizarse detectando al organismo o bien detectando la respuesta del
huésped hacia el organismo. En el caso particular de la paratuberculosis el diagnostico
cobra importancia debido a que se trata de una enfermedad cuyo desarrollo es tan lento que
el periodo de incubacion es medido en afios en lugar de dias (Collins, 1991; Collins 1994a).

Existen diversas técnicas de diagnoéstico utilizadas para identificar al M. a
paratuberculosis las cuales se describen a continuacion:

7.1. Estudio bacteriolégico

7.1.1. Cultivo convencional. Ha sido durante casi un siglo la prueba de excelencia
para el diagnostico de la paratuberculosis, debido a que es una prueba altamente especifica,
detecta a los animales que estan excretando la bacteria, se recobra al organismo y
técnicamente es una prueba simple, desafortunadamente esta prueba presenta algunos
inconvenientes como el hecho de que el resultado depende del desarrollo de la bacteria el
cual es lento, la sensibilidad del diagndstico depende de la habilidad del microbidlogo, baja
sensibilidad diagndstica cuando se realiza a partir de heces, ya que se detectarin
unicamente los animales que estén excretando al microorganismo, otra desventaja es su alto
costo, ademas de que puede requerir examenes adicionales para la completa identificacion
del M. a. paratuberculosis. (Collins 1991; Collins, 1994a).

7.1.2.Cultivo radiométrico. Aungue no es utilizado ampliamente en los laboratorios
de diagnostico veterinario presenta ciertas ventajas sobre el cultivo convencional, como
mayor sensibilidad, deteccion mas rapida del M. a. paratuberculosis (14-28 dias), al
realizarse en botellas selladas se evita la deshidratacién del medio, la deteccion del
crecimiento esta automatizada lo que le da una mayor objetividad. Desafortunadamente, se

requiere de equipo especializado y costoso para el desarrollo de esta técnica, ademas de que
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es necesario realizar eximenes complementarios y comparado con otras técnicas de
diagnéstico, el cultivo radiométrico es lento (Collins ef al, 1990; Collins 1991; Collins et
al, 1994b).

7.2. Diagnéstico a través de la deteccion de la respuesta inmune celular.

7.2.1. Intradermorreaccion. Entre las pruebas cuyo fundamento es la deteccion de la
activacion de la respuesta inmune celular de los animales infectados, la mas utilizada ha
sido la inoculacion intradérmica de johnina o paratuberculina. Se trata de un derivado
proteinico purificado (PPD), similar a la tuberculina que es capaz de provocar una reaccion
de hipersensibilidad del tipo IV en el punto de inoculacion cuando el animal estd
previamente sensibilizado. Debido a sus caracteristicas antigénicas similares se han
utilizado indistintamente johnina o tuberculina aviar con resultados bastante aceptables en
ambos casos, sin embargo, y aunque hay variacion segun las cepas utilizadas, la johnina
suele ofrecer mayor sensibilidad. La técnica de aplicacion es igual que la de las
tuberculinas, obteniéndose los mejores resultados con la inoculacién en el cuello y la
lectura a las 48 horas, interpretandose como positivos los aumentos de espesor de la piel de
3 mm o mayores. En el ganado caprino esta prueba produce falsos resultados positivos,
pero proporciona mejores resultados que algunas pmebaé serologicas como la fijacion de
complemento (Juste, 1994).

7.2.2 y-Interferén. Este ensayo fue desarrollado originalmente para el diagnostico
de tuberculosis bovina. Se utiliz por vez primera en paratuberculosis en 1983 por Wood ef
al. Posteriormente ha sufrido modificaciones que lo han transformado de un bioensayo a
un ensayo basado en la técnica de ELISA utilizando anticuerpos monoclonales contra y-
interferon. El ensayo se realiza con sangre completa heparinizada, la cual se separa en 3
tubos. Al primer tubo se le afiade PPD bovino, al segundo PPD aviar y el tercero es el
testigo. Después de incubar las muestras se determina la produccion de y-interferon
utilizando anticuerpos monoclonales marcados. La produccion o liberacion de y-
interferones es indicativa de que un animal esta infectado con M. a. paratuberculosis

(Collins et al, 1994b).
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7.3. Diagnostico a través de la deteccion de la respuesta inmune humoral

Otra opcion en el diagnostico de la paratuberculosis la ofrecen las pruebas
serologicas ; éstas pruebas en general tienen la ventaja de ser baratas y que se pueden
automatizar, aunque por otro lado tienen baja sensibilidad diagnostica en los estadios
subclinicos de las enfermedades.

7.3.1. Fijacién de Complemento (FC). Es la prueba serolégica mas antigua para el
diagnostico de la paratuberculosis, y fue reconocida internacionalmente (Collins, 1991;
Collins 1994a); sin embargo, se ha descrito que esta técnica presenta sensibilidad (36%)
muy baja en bovinos (Hietala , 1992), pero buena especificidad (96%). En los caprinos se
describe una sensibilidad del 77.5% vy especificidad del 80% (Sherman et al, 1980).

7.3.2. Inmunodifusion en gel de agar (IDGA). Es una técnica simple, barata, facil de
desarrollar y que no requiere de equipo especializado (Herbert, 1974), es altamente
especifica (99-9%) (Hietala, 1992), ademas de que se puede utilizar la misma técnica en
todos los rumiantes (Collins 1991; Collins, 1994a). Comparada con otras pruebas
serologicas en bovinos, es lenta, poco confiable y su sensibilidad es baja (29%) (Collins ef
al, 1989; Collins, 1996; Hietala, 1992)). Sin embargo, en ovinos y caprinos se considera
bastante adecuada (Juste 1994; Sherman ef al, 1980; Vélez Hernandez er al, 1995). Su
especificidad estimada en ovinos es del 97% (Hilbink et al, 1994) y en caprinos del 100% y
la sensibilidad del 73% (Milner ef al, 1989); por su parte Sherman cita una sensibilidad del
77.5% y especificidad del 80% en caprinos (Sherman et al, 1980). Se ha descrito que su
sensibilidad y especificidad es igual a la del aislamiento bacteriologico en el caso
particular de los caprinos; teniendo la IDGA la ventaja de ser mucho mas rapida y barata
que el cultivo bacteriolégico (Chiodini ef al, 1984; Sherman ef al, 1980). Asimismo, esta
prueba relaciona directamente la positividad con la presencia de elevados numeros de
bacilos en las lesiones, ademas de detectar a la mayoria de los enfermos, sospechosos
(Garcia Marin 1993) y subclinicos (Garcia Marin, 1993; Sherman ef a/, 1989).

7.3.3. Inmunoensayo enzimatico (ELISA). Esta técnica no habia sido considerada
como una prueba adecuada para el diagnostico de la paratuberculosis hasta que en 1985,
Yokomizo ef al, demostraron que a través de la preabsorcién de los sueros problema con

antigenos micobacterianos heterdlogos se incrementaba notablemente la especificidad de
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esta prueba (Collins, 1990; Yokomizo et al, 1985). Dentro de las ventajas que presenta la
técnica de ELISA se describe que es una técnica rapida, ficilmente reproducible y barata
(Harlow er al, 1988; Sanchez-Vizcaino, 1987), ademas los resultados son interpretados
objetivamente y estos mismos pueden ser utilizados para predecir la progresion de la
enfermedad, ya que la densidad optica esta directamente relacionada con la concentracion
de anticuerpos y éstos a su vez se relacionan directamente con el estadio de la infeccion y
el desarrollo de la respuesta inmunoldgica (Collins, 1994b). Como todas las pruebas de
diagnostico ELISA presenta algunas desventajas ya que la técnica es especifica para cada
especie, aunque los sistemas comerciales desarrollados para bovinos se pueden adaptar
facilmente a caprinos y ovinos (Burnside ef al 1994; Collins, 1996; Vélez Hernandez et al
1995). Milner et al describen que en el diagnostico de la paratuberculosis caprina ante
morten la técnica de ELISA es mucho mas sensible (87%) y especifica (100%) que la FC y
la IDGA, ya que al realizar la preabsorcion de los sueros con M. phlei, se reducen
notablemente las reacciones cruzadas principalmente con el género Actinomyces spp, asi
como los falsos positivos (Milner ef a/ 1989). Por su parte Garcia Marin ef al describen
una especificidad del 75% y sensibilidad del 64% en un ELISA disefiado para el
diagnostico de paratuberculosis en caprinos, utilizando el antigeno PPA-3 (Allied Lab.)* y
preabsorbiendo los sueros con M. phlei (Garcia Marin et al, 1991).

7.4. Estudio anatomopatologico

Dentro de las técnicas de diagnOstico se encuentran también el estudio de las
lesiones a través de la anatomia patologica, la histopatologia y la inmunohistoquimica.
Aunque en los rumiantes afectados el bacilo puede observarse en el citoplasma de
macrofagos y células gigantes presentes en las lesiones a través de la técnica de Ziehl
Neelsen, en algunos casos es necesario una busqueda exhaustiva para encontrar algin
macrofago con bacilos acido alcohol resistentes en su interior; en estos casos es
recomendable utilizar la inmunoperoxidasa, o bien tinciones fluorescentes, especialmente
en el ganado caprino donde esta técnica ha mostrado alta especificidad (Goudsward et af
1972; Paliwal ef al, 1984). En la paratuberculosis caprina se ha descrito una relacion
adecuada entre el cultivo convencional a partir de fragmentos intestinales y la técnica de

inmunohistoquimica, la cual da escasos falsos negativos (Navarro ef al, 1991; Thorensen ef
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al, 1994). Esta técnica generalmente, se realiza pos mortem y ofrece una sensibilidad y
especifticidad altamente confiables (Cocito ef al, 1994; Kreeger, 1991). También existe la
alternativa de realizar el diagnostico histopatologico ante mortem a través de una biopsia
intestinal, sin embargo esta técnica debe quedar limitada a animales con alto valor
productivo, genético o estimativo (Julian, 1975). Se recomienda que la biopsia sea tomada
de la porcion terminal del ileon (Hilbink ef al, 1994; Julian, 1975). El diagnostico de ésta
debe ser tomado con reserva, ya que existe la posibilidad de que el éarea intestinal
seleccionada para la biopsia no presente cambios patologicos compatibles con la
enfermedad.

7.5. Técnicas moleculares

7.3.1. Reaccion en cadena de ia poiimerasa (FCK). Esta técnica se Dasa 11 ia sinuesis
enzimitica de secuencias especificas de DNA, en la que se utilizan iniciadores
complementarios a un segmento del DNA. Esta reaccion requiere la enzima Taq
polimerasa para afiadir nucleotidos y lograr la sintesis del DNA, asi como cambios de
temperatura alternos que promuevan la separacion de la doble hélice del DNA y la unién de
los iniciadores complementarios (Sambrook ef al, 1989). En la paratuberculosis caprina la
PCR no es considerada una técnica de diagnostico de uso comun; sin embargo, se ha
sugerido la utilizacion para la confirmacion definitiva de la infeccion con M. a
paratuberculosis, diferenciandola de M. a. avium, cuando no es posible realizar el cultivo
(Collins, 1996). Asimismo, recientemente se ha destacado la versatilidad de esta técnica
que se puede realizar a partir de tejido intestinal, linfonodulos mesentéricos, fragmentos de
tejido embebidos en parafina o bien de heces, obteniendo resultados comparables en
sensibilidad y especificidad con los del cultivo bacteriologico (Guillou ef al, 1994; Pérez et
al, 1994a).

7.5.2. DNA print (huella de DNA). Esta técnica se ha utilizado como herramienta
epidemiologica en la Replblica Checa para determinar la prevalencia tanto de

paratuberculosis como de la enfermedad de Crohn (Pavlik et al, 1994).
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8. Control de la paratuberculosis

Considerando que la paratuberculosis es una enfermedad cronica, para la que no
existe en la actualidad una terapia curativa, el detectar y remover a los animales infectados,
asi como la prevencion de la infeccion de los animales susceptibles son las claves en el
control y erradicacion de la paratuberculosis en un rebafio infectado (Chiodini ef al, 1984;
Julian, 1975). Existen diversas recomendaciones para interrumpir el ciclo de la enfermedad
en un rebafio y prevenir la infeccion de los neonatos susceptibles. Sin embargo, la mayoria
de estas recomendaciones fueron hechas pensando en rebafios bovinos lecheros, aunque
también pueden resultar dtiles en rebaifios ovinos y caprinos. Su aplicacion practica en
rebafios caprinos puede tropezar con inconvenientes debido a los diferentes sistemas de
manejo, en este sentido, algunos resultados en rebaiios de cabras han sido poco alentadores,
por no conseguir eliminar la enfermedad en varios aflos (Juste, 1994). Aunque por otro
lado, también se ha descrito la erradicacién de paratuberculosis en rebafios caprinos
utilizando practicas de manejo (Gezon ef al, 1988). Por lo anterior es importante
considerar el tipo de explotacion ya sea intensiva o extensiva, la especie animal y la
prevalencia de paratuberculosis en el rebafio antes de adoptar un programa de control.

Asi los métodos de control se pueden dividir en 2 grupos (Garcia Marin, 1993):
e Aquellos que se basan en el intento de erradicar la infeccion mediante la eliminacion de

animales y practicas de manejo.

» Pricticas de manejo y vacunacion,

Las practicas de manejo que pueden ser adoptadas en los hatos de rumiantes para el
control de paratuberculosis, considerando las caracteristicas y necesidades de cada una de
las especies afectadas se describen a continuacion: proteccion de los animales jovenes de
cualquier material que haya estado en contacto con los adultos, asi como la separacion de
los recién nacidos de sus madres inmediatamente después del parto (Collins, 1994d;
Chiodini ef al, 1984; Gay et al, 1992, Julian 1975; Juste, 1994), alimentacion con calostro
pasteurizado que debe ser colectado de ubres limpias y desinfectadas (Collins, 1994:
Chicdini ef al, 1984; Gay et al 1994; Juste 1994), utilizaciéon de utensilios y materiales
limpios para acondicionar y alimentar a la recria (Juste, 1994), utilizaciéon de pastos sin

contaminar para los animales jévenes o de reposicion (Chiodini ef a/ 1984; Julian, 1975;
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Juste, 1994), eliminacién de cualquier cubierta innecesaria que impida llegar al sol a las areas
ocupadas por los animales (Juste, 1994), separacion inmediata de cualquier animal con signologia
digestiva hasta que se establezca un diagnostico (Collins, 1994a, Gay er al/, 1992; Julian, 1975),
envio al rastro de toda la descendencia de los animales que manifiesten diarrea crénica (Collins,
1994; Chiodini er al, 1984, Julian, 1975), realizacién de cultivos de heces cada seis meses de todos
los animales mayores de un aiio y sacrificio de todos los positivos (Collins, 1994a; Chiodini et a/,
1984; Gay er al, 1992; Juste, 1994; Wren, 1993), las heces deben desecharse en un area determinada
que sea inaccesible para los animales (Chiodini ef al, 1984).

A partir de 1936 en Canadi se establece un programa de control de paratuberculosis de
caracter voluntario.  Este programa proponia el sacrificio de los bovinos con manifestaciones
clinicas de paratuberculosis, asi como de los positivos al PPD aviar; asimismo, sugeria la limpicza y
desinfeccion de los locales. Este programa no imponia restricciones como cuarentenar, y los
animales que eran negativos a la intradermorreacion podian ser separados del hato o bien vendidos.
Algunos de los hatos que adoptaron este programa de control lograron erradicar la enfermedad
(Julian, 1975).

En 1984 Chiodini ef al, propone un programa de control para paratuberculosis en bovinos,
dicho programa considera las practicas de manejo descritas anteriormente, enfatizando la importancia
de evitar que los becerros se contaminen con heces de los bovinos adultos. Asimismo, este programa
sugiere que el hato debe subdividirse en 2 grupos, ¢l primero formado por los adultos y el segundo
por los bovinos jovenes los cuales deben permanecer estrictamente separados. Los bovinos jovencs
se integraran al grupo de bovinos adultos al alcanzar su edad reproductiva.

En 1988 Gezon ef al, disefiaron un estricto programa de control de paratuberculosis para un
rebafio caprino, dicho programa incluia practicas de manejo, pesaje mensual de las cabras,
diagnostico serologico cada cuatro meses a través de IDGA, cultivo de heces semianual, estudio
anatomopatologico de los caprinos seropositivos que morian o eran sacrificados, asi como la
separacion y climinacién de los caprinos que resultaban positivos a alguna técnica de diagnostico.
Siguicndo este programa durante 7 ailos se logro un rebaiio libre de paratuberculosis (Gezon et al,

1988).
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En 1991 Collins propone el programa de control de paratuberculosis para bovinos
“Diagnéstico y Eliminacién” (Collins, 1991)- En este programa se ofrecen diversas
estrategias para el control de la enfermedad; dichas estrategias comprenden en general la
realizacion del ELISA y cultivo de heces de todos los bovinos mayores de 20 meses de edad
y ¢l desecho inmediato de los positivos y sus crias. Posteriormente, este autos propone un
enfoque clinico para el control de la paratuberculosis (Colins, 1994c). De este modo es
fundamental considerar 3 preceptos:

+ La paratubercutosis como un problema de hato, el cual debe ser controlado para mejorar
la productividad del mismo.

e La paratuberculosis es una enfermedad infecciosa que con el tiempo ira incrementandose

..... A.
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» La paratuberculosis puede ser controlada. Una vez comprendidos y aceptados estos
preceptos se procederd a determinar el grado de infeccién dentro del hato a través del
cultivo de heces o de pruebas serologicas como el ELISA,; se evaluaran y mejorarn las
practicas de manejo y por ultimo se disefiara un programa de control que tienda a la
erradicacion de la paratuberculosis, de acuerdo a la capacidad econémica de cada hato.
Merkal proponia tres condiciones para considerar controlada la paratuberculosis en un

rebafio (Chiodini ef al, 1984; Juste, 1994).

» Que no haya habido ningin caso clinico en los ultimos tres afios.

* Que los resultados de tres cultivos de heces consecutivos sean negativos en la totalidad
del rebaiio.

» Que los resultados de la prueba intradérmica con johnina sean negativos dos veces
consecutivas en la totalidad de los animales mayores de seis meses de edad.
Posteriormente, afiadia a éstas la negatividad de todos los animales en la prueba de

ELISA (Juste, 1994).

En general, todas las practicas y controles mantenidos durante 5 a 7 afios (Chiodini ef a/,

1984), permitiran asegurar el control de la enfermedad, y aunque no quede exluida la

posibilidad de que reaparezca algiin caso, permitiran minimizar las pérdidas que de otra

forma serian insoportables (Juste, 1994).
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En el caso de los caprinos y ovinos donde la informacién sobre las técnicas de
diagnostico tanto serologicas como la hipersensibilidad es limitada (Elsken ef al, 1985; Juste
et al, 1993), el costo del diagnostico por individuo es elevado, y de igual forma la
eliminacion de los animales positivos es incosteable, se hace necesario el buscar otras
alternativas para el control de la paratuberculosis en un rebaiio afectado, asi la vacunacion se
presenta como una alternativa econémica que no exige una inversion importante al inicio, y
es de mayor utilidad en rebafios donde la prevalencia de paratuberculosis es elevada
(Cranwell, 1993; Juste e al, 1993). Aunque el beneficio de la vacunacién también se ha
hecho evidente en los bovinos (Kalis ef a/, 1994, Koérmendy, 1994).

Diversas cepas de M. a. paratuberculosis han sido utilizadas para prevenir la
disGiinauivn UG ia ufeuuin o tus 1cbalius.  Lad valuuas lian Sidu propaiadas Coii Lopas
virulentas como la 2E, 3&5 (Garcia Marin, 1993) y 316F (Garcia Marin, 1993, Molina ef a/,
1996), atenuadas e inactivadas (Garcia Marin, 1993).

La primera vacunacion contra la paratuberculosis fue desarrollada en 1926 por
Vallée y Rinjard; se trataba de una suspension de una cepa apatogena embebida en parafina
liquida a la que afiadian aceite4 de oliva y polvo de piedra pomez (Cocito ef al, 1994; Juste,
1994; Saxegaard et al, 1985). El principio de este método era el establecimiento de un
estado de sensibilidad el cual protegia al animal mientras la bacteria persistiera en el nédulo
fibrocaseoso que se formaba en el sitio de vacunacion. La seguridad de este método fue
enfatizada por Vallée y otros autores en 1934, y en 1945 Doyle lo confimé
experimentalmente, con estudios realizados en cabras, siendo éstos Gltimos los unicos
estudios experimentales de vacunacion sistematica contra paratuberculosis en cabras
(Saxegaard et al, 1985). Esta vacuna con ligeras modificaciones se sigue utilizando en Gran
Bretafia, Francia, Dinamarca y otros paises. En México se han realizado ensayos con
bacterinas aplicadas via subcutanea y oral en rebailos ovinos infectados naturalmente y en
ambos casos no fue posible determinar si dichas bacterias confieren proteccion adecuada

contra una posible infeccion (Hernandez, 1991; Oviedo, 1991).
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Los estudios experimentales y las pruebas de campo controladas mediante cultivos de
heces han demostrado que, si bien esta vacuna no es capaz de prevenir todos los casos de
infeccion, ésta se produce en menor grado, disminuyendo los eliminadores de bacterias asi
como la cantidad de bacterias eliminadas a través de las heces (Cocito et al, 1994; Chiodini
et al, 1984; Gay et al, 1992; Gilmour et al, 1976; Merkal, 1984), y los casos clinicos llegan'
a desaparecer de los rebafios al cabo de un tiempo (Juste, 1994), que en Gran Bretafia se ha
estimado en una media de 4 afios (Garcia Marin, 1993).

Con cualquier tipo de vacuna, la inmunizacién se realiza por via subcutanea, en las
tablas del cuello o en la babilla y es aplicada en animales menores de un mes de edad. En
la mayoria de los casos se forma un nédulo de hasta 30 cm de diametro que va aumentando
de tamafio durante varias semanas v disminuve posteriormente. En algunos sitios se tiene
la creencia de que el grado de proteccion esta directamente relacionado con la presencia y
el tamafio del granuloma (Stuart, 1989 citado en Gay ef al, 1992) y se recomienda la
revacunacion si el granuloma no aparece (Stuart, 1965 citado en Gay ef al, 1992).
Asimismo, se observa una elevacion de la temperatura que puede durar varios dias; al
mismo tiempo comienza una respuesta inmune que provoca titulos muy elevados y la
aparicion de hipersensibilidad retardada en la prueba intradérmica (Juste, 1994).

Se considera que la vacunacién es mas efectiva en ovinos y caprinos (Gay ef al,
1992), en los que la edad adecuada para su aplicacion es de 4 a 6 meses. Una sola
aplicacion de la vacuna, la eliminacion de los enfermos rdpidamente y una buena
alimentacion daran como resultado la disminuciéon notables de los casos clinicos de
paratuberculosis dentro del rebafio caprino, ya que se ha estimado que la vacuna reduce la
presencia de animales enfermos entre un 90 y 100%, independientemente del grado de
infeccién del rebafio (Garcia Marin, 1993).

Desafortunadamente la vacunaciéon presenta algunas limitantes, debido a que en
todas las especies afectadas interfiere con las pruebas serolégicas (Collins, 1994a). En el
caso de los ovinos y caprinos 200 dias posteriores a la vacunacion la positividad serologica
ira disminuyendo; a los 2 afios posvacunacion los valores son inferiores al 20% y a los 3
afios posvacunacion los valores son inferiores al 2-4% (Garcia Marin, 1993), Por otro lado,

los valores del ELISA son elevados durante varios afios. El PPD sera siempre positivo en

24



los caprinos vacunados, siendo esta positividad marcada hacia el PPD aviar (Garcia Marin,
1993). En los bovinos la serpositividad detectada con FC e IDGA, se incrementa durante
los primeros 3 affos, para declinar posteriormente (Kormendy, 1994). Dentro de un rebafio
infectado con M. a. paratuberculosis, los animales vacunados no deben ser considerados
como libres de la enfermedad, ya que eventualmente algunos pueden infectarse y estar
eliminando al organismo a través de las heces de forma intermitente (Chiodini ef a/, 1984;
Gilmour et al, 1976).

Es importante considerar que la vacunacion como medida de control debe utilizarse
con reserva en los paises donde se haya implantado un programa de erradicacion de
tuberculosis (Saxegaard ef al, 1985)ya que la inoculaci6n de la micobacteria completa o de
un extracto crudo induce hipersensibilidad retardada hacia las tuberculinas bovina y aviar,
asi como positividad a pruebas de diagndstico serologicas (Cocito ef al, 1994). Se ha
sugerido utilizar la vacuna anicamente en rebafios certificados como libres de tuberculosis,
donde el riesgo de que ésta aparezca es bajo (Saxegaard ef al, 1985).

Con el fin de evitar la limitacién de la vacunacion debido a que anula Ia utilizacién
de las técnicas de diagnédstico se ha sugerido utilizar proteinas diferentes en la vacunacion y
en las pruebas de diagnostico que detectan las respuestas inmunes tanto humoral como

celular (Cocito et al, 1994).

9. Paratuberculosis y enfermedad de Crohn

La enfermedad de Crohn fue descrita en 1960 como una enfermedad que afecta de
forma segmentaria el intestino delgado de los humanos y fue confundida en sus inicios con
la colitis ulcerativa (Chiodini, 1989). La enfermedad de Crohn se caracteriza por la
inflamacion del intestino delgado aunque, también afecta al intestino grueso incluyendo el
ano, al tracto digestivo alto, los musculos, los huesos y la piel (Kozarek, 1987). Su etiologia
es desconocida, sin embargo, se ha sugerido como posible agente etiolégico de ésta la
combinacién de factores genéticos, ambientales, inmunologicos y -microbiologicos. De
igual forma que en algunas lesiones del tipo pauctbacilar en la paratuberculosis (Condron ef
al, 1994) en los rumiantes, los baar no se observan con facilidad en las lesiones causadas

por la enfermedad de Crohn (Clarke, 1997). Sin embargo, se han detectado a través de
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microscopia electronica esferoplastos deficientes en su pared celular en algunas biopsias de
pacientes afectados por la enfermedad de Crohn (Chiodini, 1989).

La paratuberculosis y la enfermedad de Crohn coinciden en que ambas afectan
adultos jovenes, provocan lesiones granulomatosas en el ileon terminal y causan la
signologia clinica tipica de una enteritis y pérdida de peso. En la actualidad la asociacion
tanto fisica como causal del M. a. paratuberculosis con las lesiones intestinales observadas
en la enfermedad de Crohn provoca opiniones diversas, ya que si esta asociacion es cierta
la paratuberculosis seria considerada una zoonosis, y las implicaciones de este fenémeno
serian considerables (Clarke, 1997). Asi es importante considerar que en la actualidad no
existe una terapia curativa para la paratuberculosis, por lo que se hace necesario el estudio
y establecimiento en México, de técnicas de diagnostico confiables v rapidas para detectar
y remover a los animales infectados y de este modo controlar la paratuberculosis dentro de

los rebaifios afectados.
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OBJETIVOS

1. Comparar la eficiencia entre diferentes técnicas aplicadas en el diagndstico de

Paratuberculosis caprina.

1.1. Comparar la inmunodifusion en gel de agar IDGA y el inmunoensayo enzimatico
ELISA, en el diagnéstico de la paratuberculosis caprina.

1.2. Establecer la relacion entre la positividad serologica y la presencia de lesiones.

1.3. Identificar la mortalidad en los rebafios en estudio, asociada con infecciones por M.

avium subsp. paratuberculosis.

1.4. Comparar la eficiencia en la deteccion de Mycobacterium avium subsp.
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convencional con el radiométrico.

2. Determinar la variacion de las prevalencias obtenidas en cada una de las tomas de
muestras de cada rebafio al adoptar el programa “Probar y Eliminar”, con base en la prueba

de IDGA.
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MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se réalizo en 3 rebafios caprinos, cada uno de ellos cuenta con
una poblacion estimada en 100 animales aproximadamente mayores de 1.5 afios. En los 3
rebafios existen antecedentes clinicos, bacteriologicos, serologicos y anatomopatologicos de
paratuberculosis. Los rebafios estudiados se encuentran localizados geograficamente como
se indica a continuacion: rebafio I en el area de Topilejo, D.F., las actividades principales
de este rebafio son la docencia e investigacion, las pricticas de higiene y manejo son
limitadas. El rebafio II esta localizado en Tepotzotlan, Edo. de México, sus actividades
principales son la docencia, investigacion y produccion de quesos; las practicas de higiene
y manejo son estrictas v cuentan con un area de aislamiantn nara Ine ranrinng que nrecenten
alguna enfermedad contagiosa. El rebafio III se encuentra en Chalco, Edo. de México, sus
actividades principales son la docencia, desarrollo de programas de transplante de
embriones y la venta de caprinos; las practicas de higiene y manejo son estrictas. De estos
tres Centros de Produccion se obtuvieron las muestras necesarias para el desarrollo del

presente estudio.

1. Estudio serologico

En los 3 rebafios se tomaron muestras de sangre cada 3 meses de todos los caprinos
mayores de 1.5 afios de edad. Se obtuvieron aproximadamente 5 ml de sangre en tubos
vacutainer sin anticoagulante. Estas muestras se identificaron con el nombre del rebafio del
que procede cada caprino, asi como con su numero de registto y se procedid a
transportarlas al Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la FM.V.Z., UN AM.
Una vez en el laboratorio se separd el suero y se hicieron alicuotas de éste para la
realizacion de las pruebas serologicas de inmunodifusion en gel de agar (ID.GA) e
inmunoensayo enzimatico (EL1.S.A)).

1.1. Inmunodifusién en gel de agar (IDGA).- Se utilizaron placas de agarosa (Anexo
no. 1) en las que se enfrentaron los sueros obtenidos con el antigeno protoplasmico
purificado, PPA-3 de M. a. paratuberculosis (Allied Lab)y* , utilizando como testigo

positivo.
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sueros obtenidos de caprinos con lesiones compatibles con Paratuberculosis y aislamiento
bacteriologico. Las lecturas se realizaron a las 24 y 48 horas, (Fig. 1).

1.2. Inmunoensayo enzimatico (ELISA).- Se realiz6 una adaptacién del protocolo
del Servicio de Investigacion y Mejora Agraria (S.1.M.A)) del Gobierno Vasco, Espaila,
utilizando el antigeno PPA-3 de M. a. paratuberculosis (Allied Lab). Los reactivos y su
preparacion se describen en el Anexo no. 2. Para el desarrollo de esta técnica, se realizo
previamente la adsorcion del antigeno a los pocillos de la placa, depositandose 100ul de
antigeno (0.04 mg/ml de tampén carbonato) en cada pocillo siendo mantenida la placa a
4°C durante toda la noche. Posteriormente se lavaron las placas con solucion salina
(Anexo no. 2), conservandose a -20°C hasta la realizacion de la prueba. Previo al ensayo,
Ins suerns snenechnene fiiernn ahenrhidne con nna enenencidn de M nbloi (Aneve oo 232
la proporcion de 1:1, dejandose en agitacion constante a temperatura ambiente durante 2
horas, o bien, en refrigeracion toda la noche. A continuacion los sueros fueron
centrifugados a 2 000 r.p.m. durante 10 minutos. Se depositaron 100 pl del suero
sospechoso adsorbido, en los pocillos de las placas fijadas con una dilucién 1:100 de PBS-
TG. Cada una de las muestras sospechosas fueron depositadas por duplicado en las placas.
En cada una de las placas se colocé un testigo positivo, adsorbido con M. phlei, de la
misma manera que los sueros problema. EIl testigo positivo a utilizar procedi¢ de un
caprino afectado por paratuberculosis, positivo al cultivo bacteriologico. Las placas se
incubaron en una camara humeda a temperatura ambiente durante 2 horas vy,
posteriormente, se lavaron con PBS-TG 3 veces. Se afiadid en cada uno de los pocillos,
100 pul de suero de conejo anti-IgG de cabra marcado con peroxidasa de rabano a una
dilucién de 1:4500 y las placas se incubaron durante 2 horas en camara himeda a
temperatura ambiente. Al final de este periodo, las placas se lavaron 3 veces con la
solucion de lavado, se afiadieron 100 pl del sustrato ABTS, y se incubaron durante 15 a 20
minutos en agitacion constante y en oscuridad. Se procedi6é inmediatamente a su lectura a

través de un espectrofotometro, Biorad reader®, empleandose un filtro de 450 nm, (Fig. 2).

B: Biorad reader, mod. 3550, BIORAD. 29



Para determinar el punto de corte se obtuvo el cociente de la densidad optica del
suero sospechoso entre la densidad optica del testigo positivo; los cocientes mayores o

iguales a 0.800 fueron considerados positivos.

2. Estudio Anatomopatolégico

Se realizaron necropsias de la mortalidad sospechosa de paratuberculosis de los tres
rebafios caprinos estudiados. Una vez realizadas éstas se eligieron fragmentos de valvula
ileocecal (VIC), ileon, yeyuno y linfonodulos mesentéricos cercanos a la porcion que fue
tomada para el cultivo bacteriologico con el fin de obtener una relacion adecuada. Estas
secciones de tejido se fijaron en formalina amortiguada al 10%, se incluyeron en parafina y
se tifieron con la técnica de rutina, hematoxilina y eosina (H-E), asi como la técnica
histoquimica de Ziehl-Neelsen (Z-N) para hacer evidente la presencia de bacilos 4cido
alcohol resistentes (baar) en las lesiones. Se determiné la cantidad de baar, separando en
lesiones con escasas, moderadas y abundantes baar, a través del conteo de los baar en un
campo del microscopio observandolo a 40X, asi las lesiones que presentaron menos de 10
baar fueron consideradas como lesiones con escasos baar, las que presentaron mds de 10y
hasta 40 baar como moderadas y mas de 40 baar como abundantes.

Asimismo, las lesiones observadas microscopicamente se clasificaron en los tipos I,

11 y 11l atendiendo al estudio realizado por Pérez ef al, 1992.

3. Aislamiento Bacteriologico

Se realizo la inocuacion para el aislamiento de M. a. paratuberculosis, a partir de
fragmentos de yeyuno, ileon, valvula ileocecal, linfonédulo mesentérico y heces,
empleando los siguientes métodos:

3 1. Método convencional - €] medio utilizado fue Léwenstein-Jensen (Anexo no. 3)
con y sin micobactina, con glicerina y sin piruvato, adicionado con antibidticos, y se revisd
alas 4, 8, 12y 16 semanas (Chavez 1993; Juste 1994).

3.2. Aislamiento previa tripsinizacion de los tejidos.- el medio a utilizar fue también

¢l de Lowenstein-Jensen (Anexo no. 3), bajo las mismas caracteristicas descritas
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anteriormente. La tripsinizacion de los tejidos se hizo de acuerdo a la adaptacion del
método de Rathnamohan et al, descrita por Chavez Gris (Chavez Gris 1993).

3.3. Cultivo radiométrico.- se realizé a partir de heces. Se utilizaron botellas que
contienen acido palmitico marcado con C" y un medio compuesto por una mezcla de
antibiéticos (acido nalidixico, vancomicina, anfotericina B) y yema de huevo (Bactec 12B).
Las lecturas se realizaron semanalmente hasta la 8* semana a través del lector ( Bactec 460
B). Posteriormente, se procedio a la realizacion de una nueva siembra del cultivo en agar
sangre a partir de las botellas que fueron detectadas como positivas, esto con el fin de evitar
los falsos positivos por contaminacion . Asimismo, se realizaron frotis del cultivo
obtenido, los cuales fueron tefiidos con Z-N para hacer evidentes a las micobacterias. Esta
técnica fue realizada en el laboratorio de Ciencias Patobiolégicas de la Universidad de

Wisconsin, Madison.

4. Aislamiento y Eliminaci6n

En los tres rebafios se aislaron y eliminaron los caprinos serologicamente positivos
por la técnica de IDGA. Asimismo, se identificaron los nuevos casos de caprinos
seropositivos, que fueron apareciendo durante este periodo y se determiné la densidad de
incidencia (Hennekens, 1987) , asi como la prevalencia de paratuberculosis en cada uno de

los rebafios a través de las tomas de muestras realizadas.

5. Andlisis Estadistico.

Se determinaron los valores predictivos positivos y negativos (VPP, VPN) de la
IDGA vy del ELISA a través del Teorema de Bayes (Molina ef a/, 1990). Asimismo, se
calculd la variabilidad de las prevalencias estimadas a partir de la IDGA y el ELISA,
obtenidas durante las tomas de muestra en los 3 rebafios, a través del estadistico Xi’(Daniel,
1980).
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RESULTADOS

1. Estudio serolégico

De los muestreos realizados, se obtuvieron los siguientes resultados serologicos los
cuales se describen en forma individual para cada uno de los rebafios y separando cada una
de las tomas de muestras.

En el rebafio 1 se realizaron 7 muestreos serolégicos de caprinos mayores de 18
meses de edad. Las identificaciones de los caprinos seropositivos en cada una de las tomas
de muestras se citan en el Cuadro no. 2.1. La primer toma de muestras de sueros se realizo
en septiembre de 1995 colectandose 116 sueros de los que 8 fueron positivos por IDGA,
otros 8 positivos por ELISA, representando el 6.89% para ambas pruebas (Fig. 3). 4
sueros fueron positivos en ambas técnicas, generando una concordancia en el diagnostico
del 25%. La segunda toma de muestras se realizd en enero de 1996, colectandose 113
sueros de los que 5 resultaron IDGA positivos, definiendo el 4.42%; 8 positivos por
ELISA, significando el 7.07% (Fig. 3); y 4 sueros positivos por ambas técnicas, que
generaron una concordancia en el diagnostico del 30.76%. La tercer toma de muestras se
realizé en marzo de 1996, colectandose 115 sueros de los que un suero fue positivo a
IDGA, significando el 0.87% del rebafio; 8 ELISA positi\}os, mostrando el 6.95% (Fig. 3),
y 1 positivo en ambas técnicas lo que expresa una concordancia en el diagnéstico del
11.11%. La cuarta toma de muestras s¢ realizo en junio de 1996, colectandose 113 sueros
de los que se obtuvieron 15 positivos por IDGA, representando el 13.27%, 8 positivos a
ELISA, indicando el 12.38% (Fig. 3); y 5 positivos en ambas técnicas, lo que sefala una
concordancia en el diagnostico del 21.17% . La quinta toma de muestras se realizo en
septiembre de 1996, se colectaron 107 sueros y se obtuvieron 15 IDGA positivos,
constituyendo el 14.01%; 9 positivos por ELISA, sefialando el 8.41% (Fig. 3); y 4 sueros
positivos a ambas técnicas que generaron una coincidencia en el diagnostico del 16.6% . La
sexta toma de muestras se realizo en enero de 1997, se colectaron 103 sueros y se
obtuvieron 4 positivos a IDGA, mientras que 4 fueron positivos por ELISA, generando el

mismo porcentaje 3.88%, (Fig. 3) y un suero positivo en ambas técnicas, sefialando una
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coincidencia en el diagnostico del 12.95% . La tltima toma de muestras de este rebafio se

realizé en marzo de 1997, se colectaron 104 sueros y se obtuvieron 7 positives por IDGA,

representando el 6.73%; 16 ELISA positivos, que constituyen el 15.38% (Fig. 3), vy 4

sueros positivos en ambas técnicas, que expresan una concordancia en el diagnostico del

17.39%.

Cuadro no. 2.1. : Identificaciones de los caprinos positivos a IDGA y ELISA en cada uno
de los muestreos realizados en el rebafio 1.

FECHA DEL ANIMALES POR | CAPRINOS (+) IDGA. | CAPRINOS (+) ELISA | PREVALENCIA
MUESTREO MUESTREO. NO. IDENTIFICAC. NO. IDENTIFICAC. | IDGA/ELISA (%)
Septiembre 1995. | 116 caprinos 87, 143, 191, 195, S- |75, 126, 143, 155, 191, 6.89/6.89

01, S-04, S-06, §-23. S-04, 506, S-23.
Luciv 1770, 113 caprinos 13, 120, 124, 133, 5- ‘5, 126, 148, 155, 186, |4.42/7.07

0l. S-01, 509, §-26.
Marzo 1996. 115 caprinos S-26. 75, 113, 119, 125, 131, [0.87/6.95

154, 189, §5-26

Junio 1996. 113 caprinos 66,67, 104, 113, 126, 48 123, 138, 148,159, | 13.27/12.38

129. 159, 166, 186, 162, 166, 170, 186,

189. 208, 212, 647. 5- | 189, 207, 209, 5-18, S-

18, S8-26 26.
Septiembre 1996. | 107 caprinos 48, 112, 126, 136, 138, {48, 123, 138, 162, 170, | 14.01/8.4]

148, 162, 200,212, 209,212, 647 S-17.

231, 235, 295, 280, 8-

10, §-25.
Enero 1997, 103 caprinos 48, 199, 231, §-22. 48, 232, 267 Aldo. 388/0497
Marzo 1997, 104 caprinos 48. 131, 162. 231,259, |48, 112, 134, 136, 138, | 6.73/1538

267, 5-02.

141, 162. 200, 231,
232, 1456, 502, 5-21.
S-30, Aldo. Chori.
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Figura 3: Comparacion del porcentaje de caprinos positivos paratuberculosis detectados
por IDGA y ELISA en el rebafio I.

En el rebafio II se realizaron 5 muestreos serologicos de caprinos mayores de 18
meses de edad. Las identificaciones de los caprinos seropositivos en cada una de las tomas
de muestra se citan en el Cuadro no. 2.2. La primer toma de muestras se realizé en febrero
de 1996, colectandose 104 sueros de los que 5 fueron positivos a IDGA, definiendo el
4.8%; 6 positivos por ELISA, representando el 5.76% (Fig. 4); y un suero positivo en
ambas técnicas, generando una concordancia en el diagnéstico del 9.09%. La segunda
toma de muestras se realizé en julio de 1996, colectandose 96 sueros resultando todos
negativos a IDGA y ELISA(Fig. 4). La tercer toma de muestras se realizd en octubre de
1996, colectandose 92 sueros de los.que 2 fueron positivos por IDGA, mientras que otros
2 fueron positivos a ELISA, representando el 2.17% para ambas pruebas (Fig. 4); ningiin
suero resultd positivos a ambas técnicas. La cuarta toma de muestras se realizd en enero de
1997, se colectaron 83 sueros de los que 2 fueron positivos por IDGA, significando el 2.4%
. 6 ELISA positivos, lo que constituye el 7.22% (Fig. 4); v 2 positivos a ambas técnicas lo
gue expresa una concordancia en el diagnostico del 25%. La quinta toma de muestras se

realizo en abril de 1997, colectandose 2 sueros de los que un suero fue positivo por IDGA,



indicando el 0.82%; 4 positivos por ELISA, sefialando el 4.87% del rebaiio (Fig. 4); ningun

suero fue positivo a ambas técnicas.

Cuadro ne. 2.2.; Identificaciones de los caprinos positivos a IDGA y ELISA en cada uno
de los muestreos realizados en el rebafio 1.

FECHA DEL | NO. DE ANIMALES | CAPRINOS {+) IDGA | CAPRINOS (+) ELISA | PREVALENCIA
MUESTREQ |POR MUESTREQ | NO. , NO. ' IDGA / ELISA
IDENTIFICACION IDENTIFICACION (%)
Febrero 1996, | 104 caprinos 31.33.511.705.725. | XXL 4,31.518.693. [48/5.76
1455,
Julio 1996. 96 caprinos Todos son negativos. | Todos son negativos. [0 /0
Octubre 1996, | 92 caprinos 655,729, 036. 679, 2177217
Encro 1997. 83 caprinos 655, 729. 567. 631, 646, 655, 247722
658, 729.
Abrit 1997, 82 caprinos 724 379, 631, 6306. 646. 0.82 /487

8 - _—— e {

7
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Figura 4: Comparacion del porcentaje de caprinos positivos a paratuberculosis detectados
por IDGA y ELISA en el rebaiio 1L
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En el. rebaiio TII se realizaron 5 muestreos serologicos de caprinos mayores de 18
meses de edad. Las identificaciones de los caprinos seropositivos-en cada una de las tomas
de muestras se citan el Cuadro no.2.3. La primer toma de muestras se realizo en marzo de
1996, colectandose 124 sueros de los que 14 fueron positivos por IDGA, representando el
11.29%: 8 fueron ELISA positivos, significando el 6.45% (Fig. 5); y 3 fueron positivos en
ambas técnicas, generando una concordancia en el diagnastico del 13.6%. La segunda
toma de muestras se realizd en junio de 1996, colectandose 185 sueros de los que 10
fueron IDGA positivos, constituyendo el 5.4%; 31 fueron positivos por ELISA,
simbolizando el 16.75% (Fig. 5); y 3 sueros resultaron positivos en ambas técnicas lo que
expresa una coincidencia en el diagnostico del 7.31%. La tercer toma de muestras se
realizé en septiembre de 1996. colectandose 176 sueros de Ins ane 16 filernn nncitivae nor
IDGA, representando el 9.09%; 1 ELISA positivo, expresando el 0.56% del rebafio {Fig. 5),
ningan suero resultd positivo a ambas técnicas. La cuarta toma de muestras se realiz en
enero de 1997, colectandose 125 sueros de los que ninguno fue positivo por [DGA y 31
fueron positivos por ELISA, significando el 24.8% de concordancia en el diagnostico (Fig.
5). La dltima toma de muestras se realizd en marzo de 1997, colectandose 119 sueros, de
los que 3 fueron IDGA positivos, expresando el 2.52%; 27 positivos por ELISA,
representando el 22.68% (Fig. 5); 2 sueros resultaron positivos en ambas técnicas,

generando una concordancia en el diagnéstico del 6.66%
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Cuadro no. 2.3.: Identificaciones de los caprinos positivos a IDGA y ELISA en cada uno
de los muestreos realizados en el rebafio I11.

FECHA  DEL|NO. DE ANIMALES CAPRINOS (+) CAPRINOS (+) PREVALENCIA
MUESTREO POR MUESTREO IDGA ELISA NO. IDGA / ELISA
NO. IDENTIFICAC IDENTIFICAC (%)
Marzo 1996. 124 caprinos 8, 28, 32, 39, 51, 78,|51t. 591, 78t, 83t |11.29/645
81, 83, 97, 137, 144 |115¢, 137t. 6108,
186, 7075, SN, 74DRE6246.
Junio 1996. 185 caprinos 19aa, 48t, 65t, 66t,|30b, 281 39t 41t, 49, | 5.4/16.75
75t. 82¢, 83t, 881, 93t,| 55t, 68t, 701, T2t, T4,
106t. 75t, 80t, 81t, 88t, 90,
93t, 96t, 97t 98,
100t, 1031, 1041, 107,
132t 134t 137t, 149t
159t,  15an. 3dtn,
532a.
Septiembre 176 caprinos 12b, 25b, 30b, 31t,{74t 9.09/0.56
1996. 41t, 52t, 531, 59, 68t,
691, 80t, 99t 100t,
1071, 129¢, 132t
Enero 1997. 125 caprinos Todos son negativos | 341, 401, 42t, 47t, 641,10.0/24 8
73t, 77 84, 94,
105, 1111, 1121, 116,
117t 1191, 130t, 1334,
136t, 150t, 153t, 13a,
I4a, 17a. 20a, 24a,
27a, 29a, 121a, 155a,
2004, 2005.
Marzo 1997. 119 caprinos 94t, 136t 20b. 07b, 17b. 20b, 21b.|2.52/22.68

26b, 341, 42t 43¢, 46t,
57t, 61t, 64t. 77t 84,
1081, 1101, 1191, 125¢,
127¢, 1301, 1361.2005
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Figura 5: Comparacion del porcentaje de caprinos positivos a paratuberculosis

Gicuiauus put 1DGA ¥ ELISA en el rebafio 11

2. Estudio anatomepatolégico

Se realizaron 25 necropsias de caprinos positivos a IDGA, ELISA, o por ambas
pruebas serologicas, asi como de caprinos con signologia clinica de paratuberculosis
procedentes de los 3 rebafios. Los resultados de las necropsias se describen en forma
individual para cada uno de los rebaiios.

Rebafio |

Se realizaron 18 necropsias, observandose en 13 de ellas engrosamiento marcado de
la pared intestinal (Fig. 7), los vasos linfaticos de la serosa muy evidentes y con trayectos
tortuosos. Cuatro caprinos presentaban engrosamiento zonal moderado de la pared
intestinal (Fig. 8); una cabra presentaba avanzados cambios autoliticos. En todos los casos
se aprecio edema y linfoadenomegalia la cual iba de moderada a severa. Tres caprinos
presentaron puntos blancos de 1-2 mm de diametro en la superficie del higado.

Microscopicamente en 2 cabras se observd enteritis granulomatosa multifocal sin
bacilos acido alcohol resistentes (baar) por lo que se clasificaron como lesiones II {Cuadro
no. 3) (Pérez et al, 1993) (Fig. 11). En 3 cabras se observo enteritis granulomatosa
multifocal con escasos baar (Fig. 20), por lo que se clasificaron como I1la ( Cuadro no. 3 y

Fig. 12). En 8 cabras se observd ententis granulomatosa grave difusa, con abundantes
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bacilos acido alcohol resistentes (baar) (Fig. 19), por lo que se identificaron como lesiones
IIIb (Cuadro no. 3). Una cabra presentaba enteritis grave difusa con areas de necrosis y
abundantes baar, por lo que de igual forma corresponde a una lesion b (Cuadro no. 3 y
Fig. 13). Dos cabras presentaron enteritis granulomatosa grave difusa sin baar, por lo que
se clasificaron como lesiones ITlc ( Cuadro no. 3 y Fig. 14). En 2 cabras no se apreciaron
lesiones microscopicas aparentes. Una cabra presento avanzados cambios autoliticos por lo
que no fue posible evaluar el tejido intestinal.

En 8 cabras se observo linfadenitis granulomatosa grave difusa con abundantes baar,
4 de éstas con focos de mineralizacién (Fig. 15). Otras 6 cabras presentaron linfadenitis
moderada, en 3 cabras se apreciaron focos incipientes de macréfagos peritrabeculares. Una
cabra presenté autolisis imnortante

De las 5§ cabras con lesiones hepaticas, una presentd hepatitis granulomatosa
multifocal grave con abundantes baar (Fig. 16 y 17); las otras 4 presentaron pequenos focos
de células mononucleares (Fig. 18), y areas de mineralizacion subcapsulares no asociadas a
€stos.

Rebaiio 11

Se realizaron 4 necropsias. En 3 caprinos macroscopicamente se observo
engrosamiento moderado de la pared intestinal (Fig. 8), tejido linfoide asociado evidente,
asi como linfoadenomegalia moderada en 3 caprinos. En el otro caprino se observo
engrosamiento moderado difuso de la pared intestinal asi como linfoadenomegalia
moderada (Fig. 9). Microscopicamente 3 caprinos presentaron lesiones granulomatosas
focales discretas a nivel de la lamina propia de la submucosa en las que no se observaron
baar, estas lesiones se identificaron como lesiones tipo II (Cuadro no. 3 y Fig. 11). El otro
caprino presento enteritis multifocal moderada con escasos baar, por lo que fue clasificada
también como lesién tipo II (Cuadro no. 3), asi también presentd focos discretos de
mononucleares en el higado (Fig. 18). En los linfonodulos de los 4 caprinos se apreciaron
focos incipientes de macrofagos peritrabeculares. Con la tincion de Ziehl Neelsen no fue

posible observar baar en este tejido.



Rebaiio 111

Se realizaron necropsias de 7 caprinos. En 4 caprinos macroscopicamente se
observé engrosamiento zonal discreto de la pared intestinal (Fig. 8), tejido linfoide asociado
evidente, estructuras parasitarias compatibles con coccidias y los vasos linfaticos de la
serosa con trayectos tortuosos. Tres caprinos presentaron engrosamiento difuso moderado
de la pared intestinal con tejido linfoide asociado evidente. En 2 caprinos se apreciaron
sufusiones en la mucosa intestinal. Los 7 caprinos mostraron linfoadenomegalia (Fig. 9) y
edema moderados. Microscopicamente 5 caprinos presentaron lesiones granulomatosas
focales a nivel de la lamina propia de la submucosa intestinal, sin baar. En 2 de estos
caprinos las lesiones estaban asociadas a las placas de Peyer y la mucosa relacionada con la
misma por lo que se clasificaron como lesiones tino Tt (Coadro na 3} Fn lnc atrae 3
caprinos las lesiones se clasificaron como Illa (Cuadro no. 3 y Fig. 12). Los otros 2

caprinos no presentaron lesiones microscopicas.
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Cuadro no. 3: Comparacion entre la respuesta serologica, la presencia de baar y el tipo de
lesion en los caprinos procedentes de los 3 rebafios caprinos a los que se les realizo estudio

anatomopatologico.

Rebafio *  Identificacién Caprino E.LLS.A. LD.G.A. Ziehl Neelsen Tipo de lesitn
(§.LM.A) (**) (Pérez et al, 1993), ***

1 195 - + ++ IITb

1 S-04 + + ++ b

I S-06 + + ++ IIIb

I 143 + + ++ I

1 §-27 - - ++ 111

I S-23 + + + ilc

1 5-09 + - ++ 11Ib

I 5-26 + + + HIc

1 S-18 + + + 1lla

1 67 - + + IIIa

1 126 + + +++ 11Ib

1 3-20 - - - S/IESI01

1 S5-28 - - - s/lesion

I 191 + + - I

I 208 - + - 11

I 48 + + ++ b

I 190 - - + Illa

I S5-22 - + - Autolisis

Il 31 + + - 11

11 51 - + - 11

| 725 - + - 11

11 036 + - + 11

11} ) - + - 11

I 52 - + - 11

111 69 - + - la

11 97 - + - Illa

111 12b - + - s/lesion

I 25b - + - s/lesidn

1] 30b + + - 1a

(*) I: rebafio 1. 11: rebaiio 1L II: rebaiio 1.

(**) +: escasas micobacterias, ++; micobacterias en cantidad moderada, +++: abundantes micobacterias.

(***) tipo 1: pequefios granulomatosas en 4rca interfolicular de la P. de Peyer. no se observan micobacterias:
tipo II: lesiones granulomatosas focales en P. de Peyer y en la mucosa relacionada con la misma; tipo 1lla:
pequeiios granulomas en mucosa no asociada a P. de Peyer; Iilb: enteritis granulomatosa difusa con
abundantes micobacterias: Ill¢: enteritis granulomatosa difusa, abundantes linfocitos, células gigantes, no sc
observan micobacterias. '
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3. Estudio Bacteriologico

3.1y 3.2;: Método convencional y previa tripsinizacién

Se realizé el estudio bacteriologico a partir de fragmentos de yeyuno, ileon, valvula
ileocecal, linfonédulo mesentérico y heces de los 25 caprinos procedentes de los 3 rebafios
en los que se llevo a cabo el estudio posmortem.

Los tejidos y heces fueron descontaminados y.algunos de ellos tripsinizados como
se describio anteriormente. Posteriormente fueron sembrados en el medio de Lowenstein
Jensen con y sin micobactina J.

Se evalud el crecimiento de M. a. paratuberculosis a las 4, 8, 12 y 16 semanas (Fig.
21).

Rebaiio [

Se obtuvieron 63 aislamientos de M. a. paratuberculosis a partir de diferentes
tejidos procedentes de 12 caprinos. De estos aislamientos 8 fueron obtenidos a partir de
fragmentos de yeyuno de los que 3 se originaron de tejido tripsinizado. A partir de ileon se
obtuvieron 12 aislamientos de los que 5 provenian de tejido tripsinizado. A la valvula
ileocecal le correspondieron 20 aislamientos de los que 9 fueron de tejido tripsinizado. 4
aislamientos correspondieron a fragmentos intestinales no identificados, de los que 2 fueron
de tejido tripsinizado. De los linfonddulos mesentéricos se originaron 12 aislamientos de
los que 5 fueron de tejido tripsinizado. 7 aislamientos fueron a partir de heces. Los

resultados del estudio bacteriolégico de este rebafio se describen en el Cuadro no. 4.1

Cuadro no. 4.1.: Resultados del estudio bacteriologico correspondientes al Rebafio 1.

Identificacion Organo  Caracteristicas  Tiempo de crecimiento
{semanas)
S-06 Yeyuno Micobactina 4
5-06 Ileon Micobactina 4
S-06 VIC Micobactina ] 4
5-06 LNM Micobactina 4
143 Yeyuno Micobactina 12
143 VIC Micobactina 12
143 VIC Micobactina, tripsina 12
5-04 Yeyuno Micobactina 12
S-04 Yeyuno  Micobactina, tripsina 13
5-04 [leon Micobactina 16
S-04 VIC Micobactina 16
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S-04 VIC Micobactina, tripsina 16
5-04 LNM Micobactina 12
§-04 Heces Micobactina 12
523 Yeyuno Micobactina 12
5-23 Yeyuno  Micobactina, tripsina 8
S-23 [leon Micobactina 12
5-23 [leon Micobactina, tripsina 12
§8-23 VIC Micobactina 12
523 VIC Micobactina, tripsina 16
s-23 LNM Micobactina 12
S-23 LNM Micobactina, tripsina 8
523 Heces Micobactina 16
S-09 VIC Micobactina 6
S-09 VIC Micobactina, tripsina 12
S-09 LNM Micobactina 12
S-09 Heces Micobactina 16
§-26 lleon Micobactina 16
5-26 lleon Micobactina, tripsina 8
S-26 ViC Micobactina 8
S-26 VIC Micobactina, tripsina 12
5-26 LNM Micobactina 16
S-26 LNM Micobactina, tripsina 16
§-26 Heces Micobactina 8
195 Intestino Micobactina 16
195 Intestino  Micobactina, tripsina 16
189 Heces Micobactina 8
126 VIC Micobactina 12
126 VIC Micobactina, tripsina 12
126 Ileon Micobactina 16
126 Ileon Micobactina, tripsina 16
126 Heces Micobactina 8
67 Intestine Micobactina 12
67 Intestine  Micobactina, tripsina 12
67 VIC Micobactina 12
67 VIC Micobactina, tripsina 12
67 I.NM Micobactina 12
67 LNM Micobactina, tripsina 12
67 Heces Micobactina 16
5-18 Ileon Micobactina 16
5-18 Ileon Micobactina, tripsina 16
5-18 VIC Micobactina 14
518 VIC Micobactina, tripsina 16
S-18 LNM Micobactina, tripsina 10
48 Yeyuno Micobactina 12
48 Yeyuno  Micobacting, tripsina 12
48 Heon Micobactina, tripsina 12
48 Ileon Micobactina 12
48 VIC Micobactina . 12
48 VIC Micobacting, tripsina 12
48 LNM Micobactina - 12
48 LNM Micobactina, tripsina 12
S-28 VIC Micobacting 16

LNM = linfonédulo mesentérico, VIC = valvula ileccecal
Cuadro no. 4.1.: Resultados del estudio bacteriolégico correspondientes al Rebaiio 1
(continuacion).
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Rebaiio 11
Se obtuvieron 8 aislamientos de M. a. paratuberculosis a partir de diferentes tejidos

provenientes de 2 caprinos. De estos aislamientos 2 correspondieron a fragmentos de
yeyuno, 2 a fragmentos de ileon, de igual forma 2 a valvula ileocecal. Asimismo, otros 2
aislamientos se originaron de fragmentos de linfonédulos mesentéricos de los que uno fue
de tejido tripsinizado. Los resultados del estudio bacteriologico de este rebafio se describen

en el Cuadro no. 4.2.

Cuadro no. 4.2.: Resultados del estudio bacteriologico correspondientes al Rebaiio II.

Mdentificacién  Organo Caracteristicas Tiempo de crecimiento |
{semanas)
725 Yeyuno Micobactina 6
725 Ileon Micobactina 16
728 VIC Micobactina 16
646 Yeyuno Micobactina 12
646 Tleon Micobactina 12
646 VIC Micobactina 12
646 LNM Micobactina 12
646 LNM Micobactina,  tripsina 12

VIC = vilvula ileocecal, LNM = linfonédulo mesentérico.

Rebaiio I1I

Se obtuvieron 2 aislamientos de M. a. paratuberculosis del rebaiio III. Un
aislamiento se obtuvo a partir de un fragmento de ileon y el otro de valvula ileocecal. En
ambos aislamientos el tejido estaba tripsinizado. Los resultados del estudio bacteriologico
de este rebaiio se describen en el Cuadro no. 4.3.

Cuadro no. 4.3.: Resultados del estudio bacteriologico correspondientes al Rebafio II1.

Identificacion  Organo Caracteristicas Tiempo de crecimiento
(semanas)
12b VIC Micobactina, tripsina 12
25b Illeon  Micobactina, tripsina 12

VIC = valvula ileocecal.
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De los 3 rebafios se obtuvieron 73 aislamientos de M. a. paratuberculosis , de los
que 10 fueron a partir de yeyuno significando el 13.7%. Asimismo 15 fueron de ileon
significando el 20.5%. Se obtuvieron 23 aislamientos a partir de valvula ileocecal
significando un 31.5%. Se obtuvieron 4 aislamientos que correspondieron a tejido
intestinal en los que no se identifico el segmento y significaron 5.5%. Catorce aislamientos
se obtuvieron a partir de linfonédulos mesentéricos significando un 19.2%. Siete
aislamientos fueron obtenidos a partir de heces significando 9.6% (Ver Fig. 6). El 40.9% de

los aislamientos de M. a. paratuberculosis se originaron a partir de tejidos tripsinizados.

3

Figura 6: Tejidos de los que se obtuvieron los aislamientos de M .a. paratuberculosis.

A partir de heces de los 3 rebafios se obtuvieron 7 aislamientos de M. a
paratuberculosis. Los 7 aislamientos correspondieron a caprinos del rebafio I, de los que 6
fueron positivos a IDGA y 6 a ELISA. No existid concordancia en todos los casos. Las

identificaciones de los caprinos asi como su seropositividad se describen en el Cuadro no.
5.
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Cuadro no. 5: Respuesta serologica de los caprinos de los que se aislo M. a subsp.
paratuberculosis a partir de heces.

Identificacién LD.G.A, E.L.LS.A.
S-04 + +
§-23 + +
S-09 - +
S-26 + +

189 + +
126 + +
67 + -

3.3. Cultivo radiométrico

El cultivo radiométrico se realizé a partir de 26 muestras de heces de las que 15
provenian del rebafio I, 4 del rebafio 11 y 5 del rebafio ITIl. Las muestras de heces fueron
colectadas al momento de realizar 1a necropsia. >€ ODIUVIETON 4 AlSIANUCIUS US Vi
paratuberculosis a partir de muestras de heces de 4 caprinos del rebafio I. A continuacion
se comparan los aislamientos de M. a. paratuberculosis obtenidos con el cultivo

convencional con los obtenidos con el cultivo radiométrico (Cuadro no. 6
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Cuadro no. 6: Comparacion entre los aislamientos de M. a subsp.. paratuberculosis
obtenidos de-heces a partir de cultivo convencional y radiométrico.

Identificacién __ Cultivo Bacteriolégico Convencional Cultivo Radiométrico

Rebaiio 1

S-04 Contaminacién

$-23 T

S-09 "

§-26

189 Contaminacion

126

+| 4+ +]+]| ]|+

67

143 - +

208 - -

191 R .

S-28 - o -
S-06 - -

S-20 - -

S-18 - -

5-27 . -

Rebailo I1

511 - -

725 - -

646 - -

3 - -

Rebailo IIT

69 - -

52 - -

27 - -

9 - .

12B - -

25B - N

J0B - -

Total 7 _ 4

{(+) Positivo, (-) Negativo.

4. Aislamiento y Eliminaciéon

En los 3 rebaiios los caprinos que resultaron positivos a IDGA se aislaron para ser
eliminados posteriormente y de esta forma determinar los cambios en la densidad de
incidencia en cada una de las tomas de muestra realizadas en los 3 rebafios.

Rebaiio I
En el rebafio I se determindé una prevalencia inicial estimada por IDGA del 6.03% al

identificarse 7 caprinos positivos a Paratuberculosis por IDGA .En el segundo muestreo la
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densidad de incidencia fue del 3.5% con 4 caprinos IDGA positivos. En el tercer muestreo
disminuyé a 0.9% identificindose Gnicamente un caprino positivo por IDGA. En el cuarto
muestreo la densidad de incidencia incrementé a 11.5% con 13 caprinos positivos por
IDGA. En el quinto muestreo continuo el incremento hasta 12.14% con 13 caprinos
positivos por IDGA. En el sexto muestreo disminuy6 a 1.94% con 2 caprinos positivos por
IDGA, para finalizar en el séptimo muestreo con 3.84% significando 4 caprinos IDGA
positivos.

Rebaiio II

En el rebafio II se determind una prevalencia inicial estimada por IDGA del 4.8% al
identificar 5 caprinos positivos a Paratuberculosis por IDGA. En el segundo muestreo la
densidad de incidencia fue 0.0% al no detectaree ninmin conring positivg poi IDGA. Lo e
tercer muestreo la densidad de incidencia se incrementd a 2.1% al identificarse 2 caprinos
positivos por IDGA, para volver a decrecer hasta 0.0% en el cuarto muestreo y finalizar con
2.4% en el Gltimo muestreo con 2 caprinos positivos por IDGA.

Rebaiio Il . _

En el rebafio Il se determindé una prevalencia inicial estimada por IDGA del
11.29% al identificar 14 caprinos positivos a Paratuberculosis. En el segundo muestreo la
densidad de incidencia fue 4.8% al detectarse 9 caprinos positivos por IDGA. En el tercer
muestreo la densidad de incidencia se increment6 a 9% al identificarse.16 caprinos IDGA
positivos. En el cuarto muestreo no se detectd ningin caprino positivo por IDGA y
finalmente en el quinto muestreo se detectaron 3 caprinos positivos a IDGA representando
2.5%.

El comportamiento de la densidad de incidencia en cada uno de los rebafios se

describe en la Figura 7.
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Figura 7: Densidad de Incidencia en los 3 rebafios (R.1, R.2., R3.)
estimada por IDGA.

5. Andlisis Estadistico

Rebaiio |

A través del estadistico X° (0¢=0.01), se determin6 que evaluando las prevalencias
inicial y final obtenidas a través de la IDGA, no se logro una variacion significativa de esta.
Por otro lado utilizando este mismo estadistico s¢ determiné que al evaluar las prevalencias
inicial y final a través de ELISA hubo un incremento significativo (a=0.01).

Al comparar los porcentajes de caprinos positivos a IDGA obtenidos en cada uno
de los muestreos se observo que entre el primer y segundo muestreo hubo un decremento
significativo (@=0.01) de caprinos positivos a paratuberculosis por IDGA. De igual forma
entre el segundo y tercer muestreo hubo un decremento significativo (a=0.01). Sin
embargo, entre el tercer y cuarto muestreo se observd un incremento significativo (a=0.01)
de caprinos positivos a IDGA. Este incremento continué de manera significativa (¢=0.01)
entre el cuarto y quinto muestreo, para disminuir de forma significativa (¢=0.01) entre el
quinto y sexto muestreo. Finalmente entre el sexto y séptimo muestreo volvio a
incrementarse el porcentaje de caprinos positivos a IDGA de forma significativa (a=0.01).

Se observd que al comparar los porcentajes de caprinos positivos a paratuberculosis

por ELISA entre el primer y segundo muestreo hubo un decremento significativo (@=0.01)



de caprinos positivos a ELISA. Entre el segundo y tercer muestreo de igual forma hubo un
decremento significativo (¢=0.01). Sin embargo, entre el tercer y cuarto muestreo se
observé un incremento significativo (a=0.01) de caprinos positivos a ELISA. Entre el
cuarto y el quinto muestreo se pudo observar un decremento (x=0.01) significativo, el cual
continu6 significativamente (o=0.01) entre el quinto y sexto muestreo. Finalmente entre el
sexto y séptimo muestreo volvié a incrementarse significativamente (o=0.01) el porcentaje
de caprinos positivos a ELISA. Estas tendencias estan representadas en la Figura 3.
Utilizando el Teorema de Bayes se determind los valores predictivos tanto positivo
(VPN) como negativo (VPN), de la IDGA y ELISA (Cuadros no. 7.1. y 7.2.), los cuales
indican respectivamente la probabilidad de que un animal que sea detectado como positivo
por una técnica de diagnactica 2otd i5fciado, ast vomo ia probabilidad de que los animales
negativos a una prueba diagndstica no estén infectados. Estos valores fueron calculados
para cada una de la toma de muestras ya que en cada una de ellas la prevalencia de
paratuberculosis estimada por la IDGA y el ELISA fueron diferentes, como se muestra en
el cuadro no. 2.1. Asi en la primer toma de muestras la prevalencia estimada por el ELISA
y la IDGA fue la misma (6.89%), sin embargo el VPP de ia IDGA fue 97.14% mientras que
el de la ELISA fue apenas 13.34%,; los VPN de ambas técnicas fueron altos 96.43% vy
97.19% respectivamente. En la segunda toma de muestras la prevalencia determinada por
IDGA fue menor a la de la toma anterior (4.42%) y de igual forma el VPP bajo a 96.08% y
el VPN aumentd a 97.79%, por otro lado el ELISA arrojd una prevalencia de 7.07% con el
VPP ligeramente mayor al de la toma anterior (13.67%) y VPN escasamente menor
(97.12%). La tercer toma de muestras marcé una prevalencia baja calculada con la IDGA
(0.87%) la cual fue acompaiiada por una resta en el VPP que fue del 81.48%, nuevamente
el VPN aumento llegando a 99.57%; con el ELISA la prevalencia fue del 6.95% con un
VPP similar al de las tomas anteriores (13.46%), el VPN mejoré ligeramente alcanzando
97.17%. La cuarta toma de muestras refleja un incremento significativo en la prevalencia
evaluada i)or la IDGA, siendo esta del 13.27% con un VPN para esta técnica del 98.80% y
un VPN inferior a los obtenidos en los muestreos anteriores (92.89%); la prevalencia
estimada con el ELISA tuvo igualmente un incremento significativo y sus VPP y VPN

también fueron  mayores que los de las tomas anteriores, 22.73% y 99.77%
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respectivamente. En la quinta toma de muestras la prevalencia valorada por la IDGA siguid
incrementando para llegar al 14.01%, sin embargo, el VPP fue el mismo que el de la toma
anterior, por su parte el VPN presentd un ligero decremento (92.46%), contrario a lo
mostrado con la IDGA la prevalencia estimada con el ELISA fue menor a la de la toma
anterior (8.41%) y los VPP y VPN también se redujeron siendo 16.04% y 91.59%
respectivamente. La sexta toma de muestras refleja un decremento significativo en la
prevalencia evaluada por la IDGA siendo esta del 3.88%, el VPP también fue menor al de
la toma anterior (95.56%) y el VPN alcanzd el 98.01%; con el ELISA la prevalencia
calculada también decrecid significativamente llegando al 0.97% el VPP lleg6 a ser del
1.97% mientras que el VPN obtuvo 99.03% . En la dltima toma la prevalencia estimada
con la IDGA aumentd significativamente v fue del 6.73% el VPP iguaimenta fiae mavar gl
de la toma anterior (97.39%), el VPN presentd un valor menor al de la toma anterior
(96.51%); por su parte la ELISA arrojd una prevalencia de 15.38%, la cual fue
significativamente mayor a la obtenida en la toma anterior, el VPP, 27.45% fue también

mucho mayor que el VPP de la toma anterior, el VPN fue del 93.37%.

Cuadro no. 7.1. Valores Predictivos (VPP, VPN) de la IDGA en el rebafio 1.

MUESTREQO PREVALENCIA % VPP (%) VPN (%)
(IDGA)
1 6.89 97.14 96.43
2 4.42 96.08 97.79
3 0.87 81.48 99.57
4 13,27 98.80 92.39
5 14.01 98.80 92.46
6 3.88 95.56 98.01
7 6.73 97.39 96.51

VPP = valor predictivo positivo, VPN = valor predictivo negative
Cuadro no. 7.2.: Valores Predictivos (VPP, VPN) del ELISA en el rebafio L.

MUESTREO PREVALENCIA % VPP (%) VPN (%)
(ELISA)
1 6.89 ‘13.34 97.19
2 7.07 13.67 97.12
3 6.95 13.46 97.17
4 12.38 2273 99.77
5 8.41 16.04 91.59
6 0.97 1.97 99.03
7 15,38 27.45 93.37
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Rebaiio II

A través del estadistico X (x=0.01), se determin6 que al evaluar las prevalencias
inicial y final del rebafio II obtenidas a través de IDGA se logro una variacion significativa
(c=0.01), indicando un decremento en esta.

Por otro lado utilizando este mismo estadistico se determiné que al evaluar las
prevalencias inicial y final a través de ELISA no hubo una variacién significativa de esta
(2=0.01).

Al comparar el porcentaje de caprinos positivos a Paratuberculosis por IDGA
observados entre el primer y segundo muestreo se identifico un decremento significativo
(0=0.01) de este. Mientras que entre el segundo y tercer muestreo se apreciéo un
incrementn cignificativn {w=0 N1) de canrinae pocitivoe 2 TNGA este incrementa continud
de forma significativa (@=0.01) entre el tercer y cuarto muestreo. Finalmente entre el cuarto
y quinto muestreo hubo un decremento significativo (a=0.01) en el porcentaje de caprinos
positivos a IDGA. Este mismo comportamiento se observé al comparar los porcentajes de
caprinos positivos a Paratuberculosis obtenidos por ELISA («=0.01). Estas tendencias se
muestran en la Figura 4.

A través del Teorema de Bayes se determinaron los valores predictivos positivo
(VPP) y negativo (VPN) de la IDGA y ELISA (Cuadros 7.3. y 7.4.). Estos valores fueron
estimados para cada una de la toma de muestras ya que en cada una de ellas la prevalencia
de Paratuberculosis representada por la IDGA y el ELISA fue variable, como se puede
apreciar en el cuadro no. 4.2. La prevalencia inicial de Paratuberculosis determinada por la
IDGA fue del 4.8%, el VPP de la IDGA para esta toma de muestras fue 96.38% y el VPN
97.53%; con el ELISA la prevalencia inicial fue 5.76%, el VPP 11.29% y el VPN 97.66%.
En la segunda toma de muestras la prevalencia calculada por ambas técnicas fue del 0.0%
por lo que no se establecieron los VPP y VPN. En la tercer toma de muestras la
prevalencia estimada por ambas técnicas fue 2.17%, sin embargo los VPP de cada una de
ellas fueron muy distintos 91.68% para la IDGA y apenas 4.39% para el ELISA;
contrariamente los VPN fueron muy similares 98.9% de la IDGA y 99.14% del ELISA. En

la cuarta toma de muestras la prevalencia determinada por la IDGA fue 2.4%, el VPP
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92.3%, fue discretamente mayor que el de la toma de muestras anterior mientras, que el
VPN disminuy6 (98.78%); por su parte el ELISA atrojé una prevalencia de 7.22%, el VVP
mejord alcanzando 13.93%, mientras que el VPN fue menor que el de la toma anterior
{98.14%). En la Gltima toma de muestras la prevalencia estimada por la IDGA, 0.82%, fue
significativamente menor que la del muestreo anterior, el VPP, 82%, disminuyo con
respecto a todas las tomas anteriores, contrariamente el VPN aumentd y fue dei 99.58%; el
ELISA determind un decremento significativo en la prevalencia (4.87%), el VPP fue menor
que ¢l de la toma anterior (9.63%) y el VPN fue de 98.05%, lo que marca una discreta
diferencia con el VPN de la cuarta toma de muestras.

Cuadre no. 7.3.: Valores Predictivos (VPP, VPN) de la IDGA en el rebafio I1.

I MITEQSTREN PRETVAT TNOTA 0L ANV A) /D 70/ L7Onr oy |
A PREW AL N AV e s

oP e YRRy
1 4.8 96.38 97.53

2 0.0 == --

3 217 91.68 98.9

4 2.4 92.3 98.78

5 0.82 §2.00 59.58

VPP = valor predictivo positivo, VPN = valor predictivo negativo

Cuadro no. 7.4.: Valores Predictivos (VPP, VPN) del ELISA en el rebafio II.

MUESTREQ PREVALENCIA % (ELISA) VPP (%) VPN (%)
1 5.76 11.29 97.66
2 0.0 - 0.0
3 2,17 4.39 59.14
4 722 13.93 98.14
S 4.87 9.63 98.05

VPP = valor predictivo positivo, VPN = valor predictivo negativo

Rebaiio Il

A través del estadistico X° (=0.01), se determiné que al evaluar las prevalencias
inicial y final del rebaiio I obtenidas a través de IDGA se logré una variacion significativa
(o=0.01), indicando un decremento en ésta.

Por otro lado utilizando este mismo estadistico se determiné que al evaluar las
prevalencias inicial y final a través de ELISA hubo una variacion significativa indicando

un incremento de ésta (=0.01).
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Al comparar el porcentaje de caprinos positivos & paratuberculosis por IDGA
observados entre el primer y segundo muestreo se identificé un decremento significativo
(0=0.01) en el porcentaje de caprinos positivos a IDGA. Entre el segundo y tercer
muestreo el porcentaje de caprinos positivos a IDGA se increment6 de forma significativa
(@=0.01), mientras que entre el tercer y cuarto muestreo este porcentaje disminuyé
significativamente (0=0.01), para volver a aumentar de manera significativa (¢=0.01) entre
el cuarto y el quinto muestreo.

Se observo que al comparar el porcentaje de caprinos positives a paratuberculosis
por ELISA detectados entre el primer y segundo muestreo hubo un incremento significativo

(0=0.01) de éste. Por su parte entre el segundo y tercer muestreo se identificé un

darramentn cianificativa fe=0 N1 an sl nnrrantaia da ranrinne nacitivae a BT ICA FEntra al
Aecremento ngni oAl LN, nroentata anmnoc pociiiveg 2 20 S I s

P = - -—— -

tercer y cuarto muestreo hubo un incremento significativo (a=0.01) del porcentaje de
caprinos positivos por ELISA. Finalmente entre el cuarto y quinto muestreo hubo una
disminucién significativa (¢=0.01) en este porcentaje. En la Figura 4 estan representadas
estas tendencias.

Con el Teorema de Bayes se determinaron los valores predictivos tanto positivo
(VPP) como negativo (VPN) de la IDGA y ELISA (Cuadros no. 7.5. y 7.6.). Estos valores
fueron calculados para cada una de la toma de muestras considerando que en cada una de
ellas la prevalencia de paratuberculosis estimada por cada técnica de diagnostico fue
variable (Cuadro no. 2.3.). En la toma de muestras inicial la IDGA arroj6 una prevalencia
de 11.29%, el VPP estimado para esta técnica fue 98.45% y el VPN 94.01%; por su parte el
ELISA determin® una prevalencia de 6.45% con un VPP de 12.56% y un VPN 97.38%.
Para la segunda toma de muestras hubo un decremento signiﬁcativo en la prevalencia
evaluada por IDGA, siendo esta del 5.4%, el VPP de esta técnica fue menor (96.61%) vy el
VPN se incrementd (97.22%); el ELISA establecié una prevalencia de 16.75%, ésta
significativamente mayor a la de la toma de muestras anterior. El VPP fue también mas alto
(29.53%), mientras que el VPN 92.72%, fue mas bajo que el obtenido anteriormente. En
la tercer toma de muestras la prevalencia estimada a través de la IDGA fue del 9.09%, lo

que sefiala un incremento significativo de ésta, el VPP fue del 9.09% indicando un
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incremento con respecto a la toma de muestras anterior, el VPN 95.23%, disminuyd con
respecto a la toma de muestras precedente. En la cuarta toma de muestras en la IDGA no se
detectd ningn caprino positivo, mientras que con el ELISA se observé un incremento
significativo de la prevalencia llegando ésta al 24.8%, el VPP determinado fue 40.72%, lo
que muestra un incremento notable de este valor, el VPN disminuy6 hasta 88.58%. En la
altima toma de muestras la prevalencia estimada por IDGA fue del 2.52%, el VPP de esta
técnica fue 94.39%, siendo este el porcentaje mas bajo obtenido para éste valor, el VPN fue
98.72%, el cual fue el porcentaje mas alto alcanzado por este valor dentro del rebaiio III.
Finalmente hubo una disminucién significativa de la prevalencia calculada con el ELISA
(22.68%), los VPP y VPN fueron mis bajos que Jos de la toma de muestras anterior

representando 37.93% y 89.71% respectivamente.

Cuadro no. 7.5.: Valores Predictivos (VPP, VPN) de la IDGA en el rebafio IIL

MUESTREQ PREVALENCIA % VPP (%) VPN (%0)
(IDGA)
1 11.29 98.45 94.01
2 5.4 96.61 97.22
3 9.09 98.03 95.23
4 0.0 -- -
5 2.52 94.39 98.72

VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo

Cuadro no. 7.6.: Valores Predictivos (VPP, VPN) del ELISA en el rebaifio 1IL

MUESTREO PREVALENCIA % (ELISA) VPP (%) VPN (%)
1 6.45 12.56 97.38
2 16.75 29.53 92,72
3 0.56 1.15 99.78
4 248 40,72 88.58
5 22.68 37.93 89.71

VPP = valor predictivo positivo, VPN = valor predictivo negativo
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DISCUSION

Los resultados serologicos observados en el presente estudio, reflejan variaciones en
la respuesta hacia las diferentes técnicas diagndsticas utilizadas.

En el rebafio 1 mediante la técnica de IDGA se obtuvieron resultados positivos, los
cuales pudieron ser corroborados a través del estudio anatomopatologico y el
bacteriologico, por lo que en este rebafio la IDGA se muestra como una herramienta
diagnostica util para detectar caprinos infectados con M. a. paratuberculosis, (Sherman et
al, 1980; Juste, 1994, Thomas, 1983). Esta prueba se ha considerado 100% especifica en
los bovinos, por lo que un resultado positivo por IDGA es altamente confiable (Collins
1996). Es importante mencionar ane la TNGA detecta caprincs con y Sin maniftstacionds
clinicas de paratuberculosis, contrario a lo descrito por otros autores quienes citan que esta
técnica en el caso de los bovinos se usa para confirmar casos clinicos de paratuberculosis
(Collins, 1991; Juste, 1994). Sin embargo, otros autores no coinciden con esta afirmacion
ya que mencionan que la IDGA es util para el diagnéstico subclinico de paratuberculosis
(Sherman, 1989). Por su parte Chiodini et al (1984) mencionan que aunque la IDGA tiene
poca sensibilidad es preferible su utilizacién antes que esperar semanas para que crezca el
microorganismo a partir de heces.

Los caprinos que resultaron positivos a IDGA y que no fueron eliminados del
rebafio, para la siguiente toma de muestras resultaron nuevamente positivos, lo que muestra
que la IDGA tiene repetibilidad.

En la primer toma de muestras del rebaiio II se identificaron 5 caprinos positivos a
IDGA. A 3 de ellos, clinicamente sanos, se les realizo el estudio posmortem observandose
lesiones discretas tanto macro como microscopicamente que sugerian un cuadro de
paratuberculosis, lo que confirma la relacion entre positividad a TDGA y presencia de
lesiones (Pérez et al, 1992, Pérez et al, 1996), asi como que IDGA detecta caprinos
infectados con M. a. paratuberculosis sin importar si presentan o no signos clinicos
(Sherman et al, 1980). En uno de estos 3 caprinos se logré el aislamiento de M. a.
paratuberculosis;  de los otros dos no fue posible obtener aislamientos de M. a.

paratuberculosis . Los otros 2 caprinos positivos a IDGA a los que no se les practico el
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estudio posmortem murieron en el intervalo comprendido entre el primer y segundo
muestreo, por lo que en ¢l segundo muestreo no se detect6 ningun caprino positivo a IDGA,
lo que sugeriria que la IDGA fue efectiva para detectar a todos los caprinos infectados con
M. a paratuberculosis. Desafortunadamente no fue posible realizar estudios
anatomopatologico y bacteriologico de todos los caprinos positivos a IDGA. Los caprinos
positivas a IDGA que se detectaron en los siguientes 3 muestreos fueron oportunamente
separados del resto del rebafio con lo que se logré que el nimero de caprinos seropositivos
no fuera aumentando en cada una de las siguientes tomas de muestras , lo que coincide con
lo descrito por otros autores (Gezon et al, 1988).

En el rebaiio ITl en los primeros tres muestreos, [DGA detecto porcentajes mayores
al 10% de caprinos posiblemente infectados con M. a naratuberculosis 1.2 mayaria Ae Ine
caprinos detectados por [DGA en los primeros dos muestreos fueron eliminados
oportunamente del rebaiio, sin embargo, el estudio pos mortem de éstos no fue realizado ya
que todos fueron vendidos y no fue posible establecer su destino. Con lo anterior se perdio
la oportunidad de conocer si habia relacion entre la positividad a IDGA, la presencia de
lesiones asi como el aislamiento bacteriolégico para confirmar la infecciéon con M. a
paratuberculosis. Estos caprinos presentaban manifestaciones clinicas propias de
paratuberculosis, ya que su condicién corporal era pobre. La pérdida progresiva de peso la
han descrito autores como evidencia para sospechar la presencia de paratuberculosis dentro
de un rebafio (Gezon et al, 1988). De los caprinos que resultaron positivos a IDGA después
del tercer muestreo se realizo el estudio anatomopatologico y bacteriologico de 7 de ellos,
en S animales se encontraron lesiones microscopicas discretas compatibles con
paratuberculosis y a partir de tejidos de los otros dos caprinos, que no presentaron lesiones
microscopicas se logré el aislamiento de M. a. paratuberculosis. Es posible que esta ltima
observacion se pueda explicar considerando que al realizar la coleccion del material
bioldgico se haya elegido una zona con lesion para el estudio histopatologico y que la zona
adyacente elegida para el estudio bacteriologico no haya presentado lesiones, por lo que no
seria posible obtener el aislamiento de éstay lo opuesto para el caso en el que se obtuvo el
aislamiento y no se observaron lesiones microscopicas. En el cuarto muestreo todos los

caprinos resultaron negativos a IDGA, finalmente en el quinto muestreo se detectaron dos
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caprinos positivos a IDGA en los que no se practicaron estudios posmortem ni
bacteriologicos, ya que hubo cierta incredulidad de los médicos del rebafio hacia este
diagnoéstico porque consideraron el rebafio caprino libre de paratuberculosis por la
prevalencia de 0% obtenida en la toma de muestras anterior, ademas de que los caprinos
que resultaron positivos en este (ltimo muestreo no presentaban signos clinicos que
sugirieran un cuadro de esta enfermedad.

Al analizar el comportamiento de la IDGA en los tres rebafios, se observo que esta
prueba detecto a los caprinos tanto en un estado subclinico como dlinico de la enfermedad.
Ademas, la mayoria de los caprinos que esta técnica detectd como posmvos presentaron
lesiones y fueron positivos al aislamiento bacteriologico, por lo que la IDGA se presenta
como una alternativa util, confiable y econdémica para el diagnostico de la paratuberculosis
caprina.

En relacion al ELISA en el rebafio I los resultados obtenidos fueron alentadores ya
que como se puede apreciar en el Cuadro no. 2.1. detecté a los caprinos infectados con M.
a. paratuberculosis 3 o 6 meses antes que fa IDGA. El hecho de que los caprinos que
detecté ELISA como positivos hayan sido diagnosticados posteriormente por IDGA brinda
cierta confiabilidad a la prueba y confirma lo descrito por algunos autores en relacion a que
el ELISA es una prueba altamente sensible y especifica, capaz de detectar la respuesta
inmune humoral temprana (Kreeger, 1991; Molina ef al, 1989; Molina et al 1990), por la
escasa cantidad de anticuerpos que puede detectar (Harlow, 1988). En el caso particular de
este rebafio el ELISA parece ser una mejor alternativa para el diagndstico temprano de los
caprinos infectados con M. a. paratuberculosis, hecho que coincide con lo descrito por
algunos autores quienes mencionan que el ELISA deberia ser la prueba de eleccion en el
diagnostico de paratuberculosis caprina ( Milner ef @/ 1989; Molina e/ al 1990). Por otro
lado Burnside y Collins sugieren la utilizacién de sistemas comerciales de ELISA para el
diagnostico de Paratuberculosis (Burnside ef al 1994; Collins 1991), argumentando la
simplicidad de la técnica, su relativo bajo costo y rapidez (Collins, 1991).

En el rebafio I a lo largo de los $ muestreos ¢l ELISA detect6 un mayor nomero de
caprinos positivos que la IDGA. Es posible que esto se haya debido a la capacidad del

ELISA para detectar la respuesta inmune humoral temprana (Kreeger, 1991; Molina et af
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1990), ya que posteriormente por otros métodos diagndsticos como histopatologia y
bacteriologia se confirmé la infeccion por M. a paratuberculosis dentro del rebafio.
Asimismo esta técnica mostré una repetibilidad aceptable.

En el rebafio III los resultados obtenidos con ELISA fueron desalentadores, ya que
la técnica presenté repetibilidad muy pobre, ademas de que como se puede apreciar en el
Cuadro no. 2.3. en el segundo y cuarto muestreos ELISA detecta 31 caprinos positivos,
mientras que en el tercer muestreo detecta unicamente uno. Es posible que la razon de esta
observacion sean las reacciones cruzadas con otros microorganismos de este mismo género
o bien con los de otros como Actinomyces spp, Dermatophilus spp, Nocardia spp,

Streptomyces spp, asi como Corynebacterium spp (Chiodini ef al, 1984). Aunque cabe

preabsorcién de los sueros con M. phiei, esto con el objetivo de reducir la maximo las
reacciones cruzadas ( Yokomizo ef al, 1985). Aunque por su parte Hilbink et al, afirman
que preabsotber los sueros con M. phlei no aporta ninguna ventaja en el diagnostico a
través del ELISA de la paratuberculosis ovina (Hilbink et al, 1994). Es importante
mencionar que al igual que en los otros dos rebafios la presencia de la infeccion con M. a.
paratuberculosis se confirmé en este rebafio a partir de los estudios anatomopatolégico y
bacteriologico.

Aunque e} ELISA tiene la capacidad de detectar la respuesta inmune humoral
temprana y se ha descrito como una técnica altamente sensible y especifica, en el presente
estudio se obtuvieron resultados alentadores Unicamente en los rebafios Iy II, ya que en el
rebafio I esta técnica presentd una repetibilidad muy baja y sus resultados fueron muy
variables, por lo que seria recomendable confirmar la infeccion por M. a. paratuberculosis
a través de otros métodos diagnosticos como los estudios bacteriologico y
anatomopatologico.

Al comparar los resultados obtenidos con la IDGA con los obtenidos con ELISA
en el rebafio 1 se observa que al inicio del presente estudio ambas técnicas detectaron el
mismo nimero de caprinos con un porcentaje de coincidencia del 62.5%, asi también que al
progresar ¢l estudio, el namero de caprinos que detectaba cada una de las técnicas variaba

siendo en algunos muestreos mas alto el nimero de caprinos que detectaba la IDGA,
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mientras que en otros era mayor los que detectaba ELISA (Cuadro no. 2.1 y Figura 3). Es
posible que esto se haya debido a que el ELISA detectaba a los caprinos positivos antes que
IDGA, de esta manera los caprinos que aparecian como positivos a ELISA en un muestreo
determinado, los detectaria IDGA uno o dos muestreos mis tarde. Esta explicacion se
adapta a lo observado en la Gltima toma de muestras donde IDGA detecta 7 caprinos
positivos y ELISA 16. Asimismo, este resultado reforzaria lo expuesto por algunos autores
en el sentido de que ELISA detecta la respuesta inmune temprana (Kreeger, 1991; Molina
et al, 1990). Sin embargo, como se puede apreciar en el Cuadro no. 2.1. hubo algunos
casos en que ambas técnicas detectaron al mismo caprino en el mismo muestreo 0 bien

hubo caprinos que solo fueron detectados por una sola prueba, lo que sefialaria la necesidad
da nruchas carplamicas altamente confiahlec nara el diagnistico de naratuhereningis canrina
(Cocito ef al, 1994).

En el primer muestreo del rebafio II, la IDGA detectd 5 caprinos mientras que
ELISA detectd 6 por lo que aparentemente ambas pruebas funcionaron igual, sin embargo
no fueron los mismos caprinos los que detectaron ambas técnicas (Cuadro no. 2.2. y Figura
4). Por otro lado, en el segundo muestreo ambas técnicas coincidieron al no detectar ningun
caprino positivo. De igual forma en el tercer muestreo ambas técnicas detectan el mismo
nimero de caprinos positivos, lo que sefiala que ambas arrojan el mismo resultado en el
diagnostico de rebaiio, pero al evaluar el diagnostico individual no hay coincidencia en los
resultados (Cuadro no. 2.2.). Finalmente en los ultimos dos muestreos es notable el
incremento de caprinos que detecta ELISA al compararla con IDGA, la razon de este
incremento podria atribuirse por una parte a que los caprinos detectados por ELISA fueron
infectados recientemente con M. a. paratuberculosis y que la ELISA esta detectando una
respuesta inmune humoral temprana (Kreeger, 1991; Molina ef al, 1990), esto se podria
atribuir a reacciones cruzadas o bien caprinos que estuvieron expuestos a M a.
paratuberculosis pero que se recuperaron (Chiodini et al, 1984).

En el rebafio III se observd que en el primer muestreo, la IDGA detectd mas
caprinos positivos que el ELISA (Cuadro no. 2.3. y Figura 5), sin embargo en el segundo
muestreo ELISA detectd mas caprinos positivos que IDGA, en el tercer muestreo esta

tendencia vuelve a invertirse y para el cuarto muestreo IDGA no detecta ningin caprino
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mientras que ELISA detecta 31 caprinos. En el ultimo muestreo IDGA detecta 3 caprinos y
ELISA 27. Lo anterior indica que ninguna de los técnicas fue lo suficientemente sensible y
especifica para poder descartar los falsos positivos y asimismo, ninguna de ellas tuvo
repetibilidad ni un comportamiento coherente a lo largo de los muestreos como se puede
apreciar en el Cuadro no. 2.3., ademas de que fueron muy pocos los caprinos detectados en
que coincidieron ambas técnicas. Cuando los resultados de las pruebas serologicas son tan
variables como en este rebafio es recomendable confirmar la infeccion a través de otros
métodos diagnosticos como el estudio bacteriologico y el anatomopatologico.

El estudio anatomopatologico en el presente estudio comprendi6 la realizacion de
necropsias de algunos de los caprinos positivos a IDGA, ELISA o ambas, asi como de
alminae canrinae can enenecha clinica de naratuberculosis. En el rebafio 1 las necrovsias
fueron de gran ayuda ya que se observaron lesiones intestinales y linfaticas caracteristicas
de paratuberculosis en la mayoria de ellas, este hallazgo no concuerda con lo descrito por
Godu et al 1980 (citado en Juste 1994), quien describe que en esta especie no se observa
engrosamiento de la mucosa intestinal. Por su parte otros autores describen que las lesiones
macroscopicas intestinales en los venados, cabras y borregos son discretas y consisten en
un ligero engrosamiento de la pared intestinal ( Eamons ef al, 1988 citado en Hietala 1992;
Morin, 1982; Nyange 1990), sin embargo en el presente estudio se observaron lesiones tan
graves como las descritas en los bovinos (Buergelt e al, 1978). Esto posiblemente
dependa de la evolucion del proceso de infeccion por M. a. paratuberculosis dentro del
rebafio, y del tipo de respuesta inmunologica, ya que se ha descrito que las lesiones mas
discretas se encuentran en animales cuya respuesta inmune es del tipo celular, mientras que
las lesiones mas graves son propias de los que presentan una respuesta del tipo humoral
(Clarke, 1997). Al realizar el estudio histopatologico de tejido intestinal y linfoide se
observaron lesiones granulomatosas que iban de focos discretos hasta lesiones graves y
difusas, notandose que en las lesiones mas discretas se observaron menos baar, mientras
que en las lesiones difusas la cantidad de baar iba de moderada a abundante. Asimismo, s€
confirmé la relacion propuesta por Pérez (Pérez et al, 1992), donde sugiere que los ovinos
con lesiones granulomatosas difusas con abundantes baar (tipo IIIb) seran claramente

positivas a IDGA, mientras que los ovinos con lesiones tipo Il y Ilia pueden ser positivos a

6l




IDGA, en el rebafio I todos los caprinos que presentaron estas ultimas lesiones fueron
positivos a IDGA. Se ha descrito que los pequefios rumiantes pueden presentar focos
granulomatosos, algunos de estos mineralizados (Morin 1982) en diversos linfonodulos del
organismo, asi como en higado, bazo y pulmén. En el presente estudio 4 caprinos
presentaron focos periportales discretos de mononucleares en el higado, y un quinto
presentd hepatitis granulomatosa multifocal grave con abundantes baar. Se ha descrito la
presencia de lesiones granulomatosas en el higado de animales infectados con M. a
paratuberculosis, en las que se observan eventualmente escasos baar (Morin 1982). En el
presente estudio se apreciaron abundantes baar en el higado de uno de los caprinos, lo que
sefialaria una grave diseminacion de la infeccion con M. a. paratuberculosis en este
caprino. En este mismo rebaiiv s¢ icaizo 1 nccropsiz de d ranrinos con sospecha clinica
de paratuberculosis (Cuadro no. 5) unicamente en 2 de ellos se confirmd este diagndstico a
través del estudio anatomopatolégico y en uno de ellos por bacterioldgico, en el otro
caprino después de 20 semanas de incubacion no fue posible obtener un aislamiento de M.
a. paratuberculosis.

En el rebaiio II las lesiones macroscopicas observadas a nivel intestinal y linfoide
eran mas discretas que las observadas en el rebafio I, sin embargo si sugerian un cuadro de
paratuberculosis. Este tipo de lesiones posiblemente serian mas representativas de lo
descrito por algunos autores ( Hietala 1992; Morin 1982; Nyange 1990). Las lesiones
microscopicas eran de igual forma focales asi como discretas y sélo en un caprino se
apreciaron baar. Lo anterior coincide con la clasificacion hecha por Pérez (Pérez et al,
1992: Pérez et al, 1996), ya que los 4 caprinos presentaron lesiones tipo Il y 3 de ellos
fueron positivos a IDGA.

Las lesiones macroscopicas observadas en el rebafio III son similares en gravedad y
distribucién a las observadas en el rebaiio II por lo que corresponderian a lo descrito por
algunos autores ( Hietala 1992; Morin 1982; Nyange 1990). Asi también 2 caprinos de este
rebafio presentaron sufusiones en la mucosa intestinal, esta lesion ha sido asociada a
paratuberculosis en pequefios rumiantes (Hietala 1992). Con respecto a la relacion
establecida por Pérez (Pérez et al, 1993), las cabras cuyas lesiones fueron clasificadas como

I1 y llla fueron positivas a IDGA. Se ha descrito que en las lesiones microscopicas
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asociadas con paratuberculosis se pueden encontrar eosinofilos, en el presente estudio se
apreciaron eosinéfilos en algunas de las lesiones microscopicas de este rebafio, sin embargo
estos fueron asociados a la presencia de estructuras parasitarias compatibles con Eimeria
spp. En este sentido se ha descrito que en algunos ovinos afectados con paratuberculosis
ademas de presentar las lesiones propias de esta enfermedad se han observado también
eosinéfilos, células gigantes de cuerpo extrafio y restos parasitarios encapsulados por tejido
conectivo por lo que esta lesiones deberan asociarse con agentes parasitarios y no con M.
a. paratuberculosis (Condron ef al, 1994). En este mismo rebafio se realizo la necropsia
de una cabra con sospecha clinica de paratuberculosis debido su pobre estado corporal, en
la cual no se apreciaron cambios patoldgicos aparentes ni fue posible confirmar el
diagnostico de paratubercuiosis a través usi esiudic bactiriclégics; sungue la pérdida
progresiva de peso ha sido considerada en los caprinos como indicio de la enfermedad
(Gezon et al, 1988) no debe asociarse siempre con ésta, ya que existen otros procesos de
origen parasitario que producen también pérdida progresiva de peso.

En los 3 rebafios se apreciaron lesiones microscopicas focales y muy discretas
algunas con escasos baar mientras que en otras estaban ausentes. Este tipo de lesiones se
han asociado a la fase preclinica o subclinica de la enfermedad, donde las lesiones estan
localizadas (focales) y los baar son escasos y por tanto dificiles de detectar. Aunque se
considera que este tipo de lesiones se asocia con mayor frecuencia a agentes parasitarios,
no debe descartarse que se trate de una infeccion por M. a. paratuberculosis ya que esta
micobacteria puede presentar ultraestructuralmente deficiencia en la formacion de su pared
lo que traeria como consecuencia la negatividad al Ziehl Neelsen (Bendixen ef al, 1981,
Condron et al, 1994). También Pérez en su clasificacion incluye como positivos a ovinos
con lesiones granulomatosas sin baar (Pérez ef al, 1992; Pérez et al, 1996).

Las lesiones microscopicas observadas en el presente estudio caerian dentro del
espectro lepromatoso de la respuesta inflamatoria provocada por las micobacterias, lo que
coincide con lo que se ha descrito en otros trabajos (Cocito ef al, 1994; Kreeger 1991).

Aunque se ha mencionado que la paratuberculosis en los borregos y especialmente
en las cabras, recuerda la tuberculosis (Hietala 1992; Barker ef al, 1993) debido a la

presencia de caseificacién y mineralizacion de las lesiones entéricas y linfaticas, en el
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presente estudio no se observé caseificacion en ningin tejido y la presencia de
mineralizacion fue muy discreta y escasa. Se han descrito casos donde ambas infecciones
estan presentes en el mismo caprino (Bernabé et al, 1991).

En el presente estudio los caprinos de los rebafios II y III presentaron lesiones
discretas y focales las cuales pudieron ser identificadas macroscopicamente a través de una
revision minuciosa del yeyuno, ileon, valvula ileocecal, asi como de los linfonddulos
regionales. Considerando lo anterior, se piensa que no hubiera sido posible identificar estos
casos utilizando biopsias intestinales, ya que por una parte estas biopsias en algunas
ocasiones se realizan a partir del recto, sitio donde unicamente 25% de los animales
infectados con M. a. paratuberculosis presentan lesiones, aunque este porcentaje puede
verse atectado Por ei gradv y ia caicnsivn oc 1a infoccidn, Acimiema, el recto renresenta
unicamente la Gltima parte de todo el tracto intestinal, el cual no es de eleccion para
encontrar lesiones ocasionadas por el M. a. paratuberculosis (Chiodini et al, 1984). Por
otra parte, algunos autores recomiendan realizar biopsias del ileon terminal y del
linfonodulo ileocecal para confirmar casos seroldgicamente positivos a paratuberculosis y
sugieren que si un animal seropositivo no se confirma con la biopsia éste debe ser
considerado como falso positivo (Collins 1996; Julian 1975), lo que en un momento dado
restaria especificidad al ELISA, siendo que posiblemente el estudio histopatologico fue el
que arrojo un falso negativo por no haberse elegido un area con lesiones representativas. En
este sentido Juste sugiere que si se obtiene un resultado negativo del examen
histopatologico se debera esperar a obtener el resultado del cultivo a partir de este mismo
tejido. Asi también menciona que aunque en algunos casos el examen histopatologico y
bacteriologico de biopsias de porciones finales del ileon o del linfonédulo ileocecal, se han
utilizado en algunos casos como medio de diagnostico especialmente seguro, este método
debe ser reservado unicamente cuando se investiguen animales de gran valor (Juste 1994).

En el presente estudio la realizacion de necropsias y examenes histopatolégicos
resulto confiable para el diagnostico de paratuberculosis en caprinos, lo que coincide con lo
descrito por Eamons, quien a través del estudio histopatologico logro identificar al 54% vy
82% de animales infectados con M. a. paratuberculosis, en 2 estudios diferentes (Eamons

1988 citado en Hietala 1992). Por su parte Condron ef al, sostienen que la histopatologia es
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la técnica mas sensible para la confirmacion de enfermedad de Johne, particularmente
cuando ésta es realizada por patologos expertos que examinen minuciosamente diversos
fragmentos de tejido intestinal, elegidos considerando las regiones intestinales donde las
lesiones de paratuberculosis inician como son las placas de Peyer (Chavez Gris ef al,
1992), o bien los sitios donde estas lesiones se localizan con mayor frecuencia como son el
ileon terminal y la valvula ileocecal (Buergelt ef al, 1978; Juste 1994). Asi también, se ha
descrito que el cultivo bacteriologico de los tejidos es util en conjunto con la histologia ya
que se pueden identificar infecciones cuando las lesiones no son concluyentes o cuando la
seccidn de tejido estudiada histologicamente no presenta lesiones, o bien cuando los
organismos acido alcohol resistentes son dificiles de identificar en las lesiones
glanuivinaivsas (Coindion < oa 1904} dobids o la aucencia total o narcial de la pared
micobacteriana (Bendixen et al, 1981).

En el presente estudio las necropsias y el estudio histopatologico realizados en los 3
rebafios resultaron confiables en la confirmacion de los diagnosticos serologicos de
paratuberculosis. Asi también se observé que el elegir las placas de Peyer, el ileon terminal
y la valvula ileocecal para el estudio histopatologico facilita el diagnostico cuando no
existen lesiones macroscopicas aparentes.

En el estudio bacteriologico el mayor nimero de aislamientos de M a.
paratuberculosis fueron obtenidos a partir de la valvula ileocecal y del linfonddulo
mesentérico, estas observaciones coinciden con lo descrito por algunos autores (Collins
1996; Julian 1975).

La mayor parte de los aislamientos se obtuvieron de tejido que no fue tripsinizado
por lo que la tripsinizacion, cuya utilidad en la purificacion de M. a. paratuberculosis es
evidente (Ratnamohan ef al, 1986), no fue de gran ayuda para la obtencion de los
aislamientos en el presente estudio. Es posible que la explicacion de esta observacion sea
que la tripsina afecto a la micobacteria alterando su estructura antes de poderse adaptar al
medio de cultivo o bien, que la tripsina no causé ningun efecto favorable en la purificacion
de las micobacterias y por esto tardaron en crecer lo mismo que el cultivo sin tripsinizar.

Con el aislamiento y la eliminacion en los 3 rebafios de los caprinos que resultaron

positivos a [IDGA se pretendia seguir un control de la enfermedad bajo la estrategia “Probar
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y Eliminar”, misma que ha sido descrita bajo diferentes normas por varios.autores { Collins,
1994a; Chiodini ef al, 1984; Gay et al, 1992; Gezon et al, 1988, Juste 1994). Se eligi6
aislar y eliminar a los caprinos que resultaban positivos en primera instancia a [IDGA ya
que esta técnica ha mostrado alta confiabilidad en el diagnéstico de paratuberculosis en
caprinos (Collins 1996; Sherman ef al, 1980). Como se menciond anteriormente en el
rebafio 1 no fue posible eliminar oportunamente a los caprinos que resultaban positivos a
IDGA en cada uno de los muestreos. La mayoria de los caprinos que resultaron positivos
en los primeros tres muestreos se separaron y se eliminaron lo mas pronto posible, porlo
que hasta este punto se observaba un decremento significativo en el porcentaje de caprinos
positivos a IDGA. Al comparar el porcentaje de caprinos positivos a IDGA del tercer
ciicsires con log dal euartn ea nata un incremento significativo (o= 0.01) en este
porcentaje. Este incremento fue el resultado de una ineficiente separacion y eliminacion de
los caprinos seropositivos, también posiblemente influyé el periodo de partos de este
rebafio. Se ha establecido que diversos factores desencadenantes del estrés como son los
partos, nutricion insuficiente, intensa produccion lactea, infecciones parasitarias y el
pastoreo en suelos bajos en minerales pueden promover la presentacion clinica. Sin
embargo, la influencia de estos factores en el desarrollo del cuadro clinico es ain
desconocida (Allen ef al, 1968; Downham 1950; Macindoe 1950; Smyth 1935 citados en
Chiodini e/ al 1984). Entre el cuarto y quinto muestreo esta tendencia continuo,
influenciada por el factor descrito anteriormente asi como por el incumplimiento en el
programa de control Entre el quinto y sexto muestreo se observé un decremento
significativo (o= 0.01) en el porcentaje de caprinos positivos a paratuberculosis, este
decremento puede deberse a que se decidié eliminar nuevamente del rebafio a la mayoria de
los caprinos detectados como positivos a Paratuberculosis por la IDGA. Ademas de que en
el sexto muestreo solo hubo un caso nuevo de Paratuberculosis detectado por la IDGA.
Finalmente, entre el sexto y séptimo muestreos volvié a incrementarse significativamente
(o= 0.01) el porcentaje de caprinos positivos a paratuberculosis por IDGA, posiblemente
este incremento se deba a que no se eliminaron todos los caprinos positivos a IDGA
identificados en los muestreos anteriores, y algunos de ellos ni siquiera fueron separados

del resto del rebafio, lo que influye notablemente en la diseminacidn de la infeccion dentro
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de cualquier rebafio con el consecuente surgimiento de nuevos casos clinicos (Collins 1994,
Elsken et al, 1985, Gay et al, 1992; Gezon et al, 1988; Gilmour 1976; Julian 1975, Juste ef
al, 1993; Juste 1994: Thomas 1983). Los factores descritos anteriormente explican por qué
al final del presente estudio no hubo diferencia significativa (o= 0.01) entre la prevalencia
inicial y final de paratuberculosis.

En los rebaiios II y 111 la separacién y eliminacion de los caprinos positivos a IDGA
se realizd como indica el programa de control. Aunque entre algunos muestreos se notaron
incrementos significativos (o= 0.01) en el porcentaje de caprinos positivos a IDGA,
finalmente se logro un decremento significativo (a= 0.01) en la prevalencia final de
paratuberculosis dentro de este rebafio. Este resultado coincide con lo descrito por alguno§
autores acerca de la contiabilidad de ia IDGA para i diaguosiiww de la paiaiioborcuissis
caprina (Juste 1994; Sherman ef al, 1980; Stehman 1996), asi como su utilidad como
herramienta de diagnéstico cuando se quiere establecer un programa “Probar y Eliminar”
en caprinos (Gezon ef al, 1988; Thomas 1983)

Aunque en el rebaiio HI no fue posible comparar los resultados obtenidos a través
de la IDGA con el estudio anatomopatologico y bacterioldgico aparentemente existio un
decremento significativo (a= 0.01) de la prevalencia de paratuberculosis en este rebafio.

A través del teorema de Bayes se determinaron los valores predictivos positivo y
negativo (VPP, VPN) de la IDGA y deil ELISA en los 3 rebafios. En el presente estudio la
IDGA mostré valores predictivos tanto positivo como negativo, mucho mas altos y por
tanto mas confiables que el ELISA. Mientras que el ELISA mostrd un VPN comparable al
de la IDGA, pero su VPP fue muy bajo (Cuadros no. 9.2, 10.2. y 11.2.). Esta observacion
posiblemente se deba a que el ELISA utilizado en el presente estudio tiene una
especificidad de 75% y una sensibilidad de 64% (Garcia Marin ef al, 1991), lo que hizo que
su VPP fuera muy bajo afectado éste por la sensibilidad de esta técnica (Cuadros no. 9.2.,
10.2. y 11.2)). Se ha descrito que el VPP y VPN estan influidos por la prevalencia de
paratuberculosis en un rebailo. Asi mientras la prevalencia sea mas alta, el VPP de una
prueba diagnodstica ira aumentado de igual forma y por su parte el VPN ira disminuyendo
(Collins 1991; Molina et al, 1990). En este sentido Molina ef al, describen que en rebafios

con prevalencia seroldgica muy baja los caprinos seropositivos deben ser confirmados por
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el aislamiento bacteriologico a partir de heces y consideran que el ELISA presenta su
funcionamiento 6ptimo en rebafios con prevalencias entre 20 y 60% en los que estiman que
ambos valores predictivos seran mayores al 80% (Molina ef a/, 1990).  Si esta ultima
observacion se enfoca a través de la probabilidad, el diagnostico con el ELISA de un
animal infectado con M. a. paratuberculosis, tendra una probabilidad mas alta de ser
exitoso cuando la prevalencia de paratuberculosis dentro del rebafio sea elevada. Sin
embargo, es importante considerar que lo ideal para cualquier prueba de diagnostico seria
que ésta mantuviera su sensibilidad y especificidad sin que éstas Gltimas se vieran afectadas
por la prevalencia de paratuberculosis dentro del rebaiio.

Existen multiples practicas de manejo que pueden adoptarse en un rebafio para el
contro! de paratuberculacic { Colline 100da: Chindini o1 nl 1984° Gav et al. 1992: Gezon et
al, 1988; Juste 1994), las cuales consideran las caracteristicas y necesidades de cada
rebafio; sin embargo, en los 3 rebaifios estudiados no era posible que adoptaran alguna
practica de manejo por lo que se optd inicamente por separar a los caprinos que resultaron
positivos a IDGA.

En el presente estudio no se logré erradicar la enfermedad en ninguno de los 3
rebafios, ya que el tiempo en que se evaluaron los 3 rebafios fue muy corto y en promedio
un programa de control de paratuberculosis debe adoptarse por un periodo que oscila entre
5y 7 afios (Collins 1991; Gezon ef al, 1988; Juste et al, 1993).

Como se pudo apreciar a través de la densidad de incidencia (Figura no. 7) en los 3
rebafios, el comportamiento de la prevalencia fue variable ya que iba en aumento y
decremento a lo largo de los muestreos sin mostrar una tendencia clara lo que podria
atribuirse a que no hubo practicas de manejo ni un programa estricto de eliminacion.

Para conocer la efectividad de las practicas de manejo y eliminacion desarrolladas
para bovinos, al ser adoptadas en rebafios caprinos es importante desarrollar estudios que
verifiquen la funcionalidad de estas medidas. Sin embargo, para lograr una evaluaciéon
objetiva de estas practicas de manejo, y de esta manera eliminar confiablemente a los
caprinos que resulten positivos, se hace necesario optimizar las técnicas de diagnostico
temprano de paratuberculosis ya existentes como el ELISA y promover la utilizacion de las

que ya han mostrado ser altamente confiables como el estudio anatomopatolégico, en el que
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se deben uniformar los criterios para establecer el diagnéstico de paratuberculosis en

caprinos.
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identidad dc los testigos positivos (p), asi como la reaccion positiva de algunos de los sueros problema (sp).

Figura 2. Diagndstico serolégico de paratuberculosis a través del ELISA. Se observan los (estigos
positivos (1p) y negativo (tn) ambos en duplicado, asi como la positividad de algunos de los sueros problema.
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Fipura 8. Intestino de caprino con lesiones graves asociadas a M. a. paratuberculosis. Fragmenio
intestinal en ¢l que se observa engrosamicnto importante de la pared intestinal. cabra 126. rebaiio 1.

Figura 9. Intestino de caprino con lesiones moderadas asociadas a M. a. paratuberculosis. Fragmento
intestinal con engrosamicnto moderado y difuso de la pared intestinal. cabra 190, rebaifio 1.
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Figura 10. Linfonédulo mesentérico de caprino con lesiones asociadas a M. a. paratuberculosis. Sc
ehserva linfoadenomegalia v en la superficie de corte pérdida de la estructura cortical y medular, cabra 126,
rchaiio 1.

Figura 11. Histopatologia de intestino con lesion granulomatosa moderada tipo IL.  Scccion de incstino
cn la que sc observa reaccion granulomatosa en el tejido linfoide asociado (tla). 1a cual empicza a infilirar fa
mucosa intestinal (mi). cabra 208, rebaiio I. HE. 10X,
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Figura 12. Histopatologia de intestino con lesién tipo IIla. Seccién de intestino en la que se observan

glandulas de Ia mucosa intestinal (gm) y reaccién granulomatosa focal con una célula gigante (cg), cabra 67,
rebafio I: HE, 40X.

Figura 13. Histopatologia de intestino con lesién tipo IITb. Secci6n de intestino en la que se observa
reaccion granulomatosa grave difusa, cabra 126, rebaiio I. HE, 10X.
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Figura 14. Histopatologia de intestine con lesion tipo HIc, Seccion de intestino con reaccion

granulomatosa en la mucosa intestinal, se observan células gigantes (cg) y mineralizacion, cabra 5-23, rebaiio
I. HE. 40X.
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Figura 15. Histopatologia de linfonddulo con lesién granulomatosa. Seccion de linfonddulo en la que se
observan focos de reaccion granulomatosa (rg) peritrabecular, cabra S-26. rebaiio I. HE, 10X,
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Figura 16. l-lnstopatologia de higado con lesién granulomatosa. Seccién de higado en la que sc obscrva
reaccion granulomatosa focal con células gigantes (cg), cabra 126, rebario 1. HE. 40X.
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Figura 17. Histopatologia de higado con baar. Seccion de higado cn la que se observan abundantes baar
{(1). cabra 126, rebaiio 1. ZN. 10X.
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Figura 18. Histopatologia de higado con focos de células mononucleares. Scccion de higado cn la que s¢

observa infiltrado periportal por células mononucleares, cabra 636, rebaiio 11. HE. 40X,

. 'm

Figura 19.Enteritis granulomatosa con abundantes baar. Seccién de mucosa intestinal en la que s¢

obscrvan macrofagos que contienen en su citoplasma abundantes baar (1). cabra 126, rebaiio I ZN. 40X
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Figura 20, Enteritis granulomatosa con baar en cantidad moderada. Seccién de intestino en el que se
obscrva un foco de macréfagos con baar en su citoplasma (2), cabra 48, rebaiio 1. ZN, 40X

M. pardft uberculosis

ovestei-Jensen

Figura 21. Cultivo de M. a. paratuberculosis en el medi de Léwenstein Jensen con micobactina.

85




Anexo no. 1: Inmunodifusion en Gel de Apar (TDGA), para el diagnéstico de

Paratuberculosis caprina,

n o m

1.- Reactivos
1.1, PBS
= 1JaCl 8g

| KOl 0.2g

m KH;HFO, 1.15g

B Azida BOdich U 1%a
® cb.p. |/ deagua destitada
1.2, Agaross, Giboo, 15510027

L3 Ag frente a M. a. paratuberadosis: Allizd Lakb.
Resuspender 4 mg de antigeno/ml de Hh0

2.- Téerden

Aiadir al PBS la agarosa. para preparar una solucidn de agarosa 1%, calentar hasta su perfecta dilucién. En
pireas de Petri de 10 cm de didmetro, verter 10 mi de la solucidn evitando 1a fonmacién de burbujas de aire en

el gel. Una vex gelificado, hacer los pocitios con el sacabocados y colocar en el pocillo central 30 ul de

antigeno y en dus pacillos opuestos 340 del testigo positiva en cada uno de ellog, en los4 pocillos redantes,

colocar 30 ju de cada suers sospechoso. Leer a tas 24 y 48 horas.




Anexo 2: Inmunoensayo enzimitico (EL1SA) para el diagnéstico de Paratuberculosis
caprina.
(Fuente: S.IL.M.A,, Espafia)

Reactivos y Técnica.

L. Tarnpodn carbonato : 5.3 g de NapCO;/{ Hy0 d. Ajustar el pH 9.6 con HC,

2. Solucidn sahina de lavado: Na(Cl 853
Tween 80 0.5 m)
H,04d 1.04
3. PBS-TG:
Eaosfato monossdico hidratado 1.8
Fosfato disddico anhidro 12.36 g
NaCl B5¢g
. 993 mil
Tween 80 0 5ml
Gelatina 10g

Ajustar el pH & 7.6 con NaOH. Esterilizar en autoclave 121 °C, durante 15 rnimuos.
4. Suspension de M. phler ; Disolver 5 g de M. phiei en 11 de solucidn salina (NaCl al 8.5%4).

5. ‘Tampén citrato 0.0% M, con pH 4.0+
(4c. Cltrico rronohidratedo)
Na;CsH;O; 2,0 2249 g/l

{ritrato stdico tribdsico bilndratado)

Mezclar 660 ml de 4rido cftrico con 470 mi de citrato sédico. Completar hasta 2 § con agua destilada.

Apstar pH 4. nportante © no mantener almacenado por mds de 2 semanas.

6. Adsorcién del antigeno: diluir el antigeno (PPA-3) 0.04 mg/ml en tampén carbonato (1) y afiadir 100 1l en
cada pocillo, controlar bien el pH del tampén. Incubar durante toda la noche a 4°C. Secar. Lavar las
placas 3 veces con solucién salina de lavado (2). Las places se pueden conservar congelades durante
periodos no muty prolongados,

7. Bueros: Mezclar con la suspensién de M. phler igual volumen de suero que de suspensién. Mantener en
agitacion 2 horas a temperatura ambicnte o bien tada la noche a 4°C.  Centrifugar a 2000 r.p.m, durante
10 minutos. El suero se utiliza en dilucidn final de 1:100. Se tiene en cuenta la ditucién 1:2 realizada con
la suspension de M. phier.

8. Conjugado: Dikuir ¢l congugado con FBS-TG (37,1 1 4 500,

9. Sustrato: Antadir 5.48 mg de ABTS en 50 ml de tampén citrato. Anadir 17 pl de solucidn madre 1:25 (5
jt de agnn oxigenada comercial de 20 voliimenes en 120 ju de agua destilada). Frepararia para usar af dia,




\/

Anexo no. 3: Medio de Liwenstein Jensen.

Y

2

th

8.
9.

110,

b e

Disolver 12 mi de glicerina en 600 ml de agua destilada

Afiadir 37.2 g de medio base LJ (Difco). Calentar hasta su ebuilicion en agitacién constante.

Agregar 4 mg de micobactina J (Allied, Lab}, disueltos en & mil de etanol,

Esterifizar en autoclave a 121 °C durarte 15 minutos.

Enfriar a 55 °C.

Aozl ontormdetera actéril 1 000 mi de huevo batido, previamente desinfectado con propanol durente 30
minutos,

Adicioner ciclohexarnida 0.435%, vancomicing 8 pgfrnl v dcido nalidixico 8 Mg fml.

Depositar aproxirnadamente 8 m! del medio en tubos estériles con tapén de rosca,

Coagular 8 80 °C durante 30 minutos con el tapon sin cerrar herméticamente en pesicion inclinada

Ajustar fos taponies hasta que cierren herméticamente y corservar de 2-8 “C.
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