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EL GATO LOCO

Lo he calumniado. Le he 1lamado el gato loco: he dicho que necesitaba un
psiquiatra. Me he burlado de &1 torpermente.

En cuanto empieza oscurecer. mientras 1la gata se acomoda en 1los
sillones de la sala, el gato bizco comienza su ronda nocturna: da doce o
quince vueltas alrededor. dentro de mi cuarto, pegado a las paredes,
debajo de la cama. detrds del bur6, con un itinerario fijo e insistente;
luego sale al patio y se pasa toda 1a noche. pero toda la noche, dando
vueltas y vueltas, maullando quedamente, lastimeramente, a un ritmo
preciso, como buscando algo, alguien, tenazmente. El paso es veloz, su
actitud alerta. inquisitiva.

A las siete de 1a mafiana. mas o menos. se viene a dormir. Y asi todos
los dias.

Me preguntaba si se sentia prisionero, angustiado o qué. Hoy me he
dado cuenta que es s6lo un oficio: &1 patrulla la casa contra fantasmas,
malas vibraciones y extraterrestres.

De aqui en adelante le 11amaré el patrullero de 1a noche, el vigilante
del amanecer .

Jaime Sabines.

A mis gatos y a todos los demds animales que han contribuido en mi formacio6n
como médico veterinario.




Resumen

Martinez Romero Esther Gisela. Hallazgos anatomopatolégicos y su
relacién con los valores de densidad Optica de la prueba de ELISA en
ovinos seropositivos a Paratuberculosis., en Martinez de la Torre,
Veracruz. (Asesor Dr. Gilberto Chdvez Gris).

Es importante emplear técnicas de diagn6stico efectivas para detectar
animales con Paratuberculosis en estado preclinico de la enfermedad.
La finalidad del trabajo fue identificar Jlesiones macro y
microscépicas en animales seropositivos a la prueba de ELISA;
describir la posible asociaciéon entre los valores del coeficiente de
densidad Optica (D.0.) de la prueba de ELISA con la gravedad de 1las
lesiones histol6égicas y 1la cantidad de bacilos dcido alcohol
resistentes por macrd6fago (BAAR/M). Cincuenta y uno de 549 (9.28%)
borregos resultaron positivos: se realizé la necropsia a 17 animales
seropositivos y 3 seronegativos. Macroscopicamente se observo
engrosamiento de 1la mucosa en ileon terminal, 1los Tlinfonodos
mesentéricos e ileocecales se apreciaron aumentados de tamafio con
aspecto nodular. Los hallazgos histopatoldgicos se clasificaron en
lesién tipo 1., 2, 3a, 3 y 3c. La lesion tipo 3a fue la mds comin
tanto en vdélvula ileocecal como ileon, y en yeyuno el grado 2 fue la
mds frecuente. Diez de 20 animales se distribuyeron en el subintervalo
de D.0. 0.789-0.878, donde las lesiones 2 y 3a predominaron. Nueve de
20 animales presentaron BAAR en 1a lesién 3a y 3b, no se observé una
distribucién hacia algun subintervalo de D.0. en especifico. El no
haber observado una clara asociacién entre los valores del coeficiente
de D.0. de Tla prueba de ELISA con 1la gravedad de 1las lesiones
histol6égicas y 1a cantidad de BAAR/M en la poblacion estudiada. puede
atribuirse a respuestas inmunolégicas variables, tanto celular como
humoral, durante el curso de 1la enfermedad., 1las cuales pueden
influenciar en el resultado seroldégico e histopatolégico.



Introduccién
"fermédad crénica que afecta

sticos: 'y . de- zool6gico. la cual se

caracteriza ’por sar.:una’; enteritis  crénica granulomatosa'’. E1

bsp.. paratuberculosis (Map). un

En 1906. Bang

: econ6m1 cas.

debido a~_ 1a enfermedad son

cons1derab1es., En V1ctor1a AustraHa se est1ma que -las pérdidas en la

mdustma 1echer'a y cérmca son de $7.5 mﬂ’lones/a:"io9 Estas pérdidas

se atr1buyen 0:.50n consecuenc1a de la muerte de] amma] con signos

c]imcos o‘:allos efectos subchcos. como dlsmmucwon de peso,
~fert1]1q§d Yy produccion l4ctea?®®. En los recientes afios, la PTB se
" ha céﬁﬁer‘tidb en un asunto importante de salud pﬁi)h’ca debido a su
‘ pc}sib]_é' relacién con la enfermedad de Crohn3.

' La via de transmisién es oral, mediante Ta ingestién del
microorganismo, en agua o0 alimento contaminado por las heces de
animales infectados!!, Otras posibles vias de infecci6n son 1la

intrauterina y la ingesti6n de calostro y leche!-®2, E1 largo periodo



- mas :dé"5ix 10 1’cobacter1"'as/dia‘ "‘LOS"':ahimaIe

on mas;. susceptnb] es a

'Ia 1nfecc16' en-lo pnmeros 30 d‘ias de vi ;s‘go"de infeccion

se reduce orme avanza 1a edad. per" tinuar-hasta los 12

meses de edad‘-’.n La enfermedad cl‘imca e desarrolla “cuando el animal

,~t1ene de 2 a' 5 afios de edad E fa -de ‘las infecciones

natura]es de PTB - se presume que 1a Spu ;a»;ide_] ‘huésped elimina al

m1croorgan1smo pero una proporc16n de ;losvanimales permanece con la

infeccion y después de "a‘ se_desarro]]a la enfermedad
cuando son adu]tos?.i

N 1cobacter'1a por endocitosis se

introduce ‘a las “c 1u1as M,,,(c elu asr membr‘anosas) 1oca11zadas en - los
domos que cubren a 1as placas de  Peyer del ‘i]eon y ,yeyunol Las
m1cobacter1as mtactas 0 degradadas son transportadas en vacuo]as a
través de las células M por transitosis a los macyr;éfragosjen dreas
subepiteliales e intraepiteliales de las placas de “»yPeyer‘v"}y" 1amina
propia adyacente. Después. las micobacterias dentro &e:';les'macmfagos
pueden migrar via linfitica hacia Tlinfonodos mesentéricos y sitios
extraintestinales, como la gldndula mamaria. Dentro de los macréfagos
se inhibe 1a maduracion del fagolisosoma por inactivacion de la bomba

ATPasa". Los macréfagos intestinales son las células blanco de la




infeccion Ipor' Map'-z._’yLa evasién y res1stenc1a a los mecamsmos_f

f':os g macréfagos ,sor‘) ‘ prerequ1s1to , para 1a

y _e] desayrro] 1o de

11eoceca1 1as' cua'lesL jnfoide intestinal

persistente en amma]es adu]tos En rum1antesy Tas placas de Peyer

continuas en el ileon son‘, re nsab]es de la 11nfopoyes1s de células B e

y a diferencia de 1as p1acas de Peyer del yeyuno, constan w,.—,de;f'

abundantes foliculos de células B con pequefias 4&reas 1nterfoh'c‘d1arés}r Sl

de células T. Las placas de Peyer del ileon contienen delaZZde
células T, en tomDéraéiOn con un 30-50 % de- células Ten \piééas de
Peyer delyeyyno. _La falta de células T capaz de :efe'c‘thléar. infndm’dad
celular sugiere;'que las placas de Peyer del 11e0n. cuyo maximo
desarro]'lo,b se ‘1leva a cabo en animales Jjévenes, es un ambiente
favorable para las micobacterias. Parece posible que la disminucién
progresiva en la susceptibilidad a PTB con un aumento en la edad, estd
relacionada con 1a involucién concomitante de las placas de Peyer del
ileon y 1a desaparicidn de este sitio que favorece la persistencia de

micobacterias!,




VréSbuesta 1ula )r pequefios ~ granulomas

fobrﬁ;idbs -por: células epitelioides  rodeadas por abundantes linfocitos

con eScasOsbfo‘ nﬁUTds 'bécﬂ:: dcido ‘alcohol resistentes (BAAR), y una

forma lepromatosa (mu]t‘ibacﬂar) con una fuerte respuesta inmune
humoral acompaﬁada‘ bdrf"“legiones compuestas por macréfagos con
abundantes BAAR. Se cr‘éé que los mecanismos de las células T no
eliminan la infeccribn.A por 10 que la micobacteria comienza a
proliferar e- inducir el desarrollo de una enter‘jtis granulomatosa
difusa (forma lepromatosa). Cuando las lesiones ‘son causadas por una
respuesta celular excesiva contra 1os organismos resistentes,
provocando una persistente e inapropiada reaccién de hipersensiblidad
retardada en el intestino, se presenta 1a forma tuberculoide'-2.

Las lesiones macroscépicas se caracterizan por engrosamiento

de 1a mucosa intestinal, principalmente del ileon terminal, yeyuno y




ocas1ona1mente duodeno Los hnfonodos mesentémcos e ﬂeocecales se

'encuentran aumentados de tamaﬁo con aspecto 'b‘dematoso y en ocas1ones

presentan"‘ ca1c1 ‘1c esenta 11nfang1ectas1a' ]

1es1ones fo a]es

dé Peyer E} subt1po 1 n granulomas multifocales

‘principalmente en la 3 - pl vi ‘1os cuales involucran mds
vellosidades causando sﬁ engrosamiento En la submucosa y serosa se
aprecian focos de células 1nﬂaniator‘1‘as, principalmente. linfocitos y
macr6fagos alrededor de vasos linféticos y sangufneos. Se observan
moderados BAAR. E1 subtipo IIIb se caracteriza -por causar una
enteritis granulomatosa compuesta por gran cantidad de células
epitelioides, macré6fagos y algunas células gigantes distribuidas
difusamente dando un aspecto de mosaico a la mucosa asociada y no

asociada a las placas de Peyer. Este infiltrado granulomatoso ocasiona

: 1es10nes mlcrosc0p1cas se‘dividen en:3 ategorias“. El t1po I cons1ste»‘



atrofia’ ¥y fusi6n de vellosidades. Se aprecian h(nf}grqspg bacilos BAAR.

‘submucosa se aprecia edema y

lé m&t‘icas Se observan escasos o

nuios BAAR“-'-" f Se sug1ere que estas categorias histopatoldgicas

"representan estadios en 1la pato én de la enfermedad, los animales
adultos con lesiones granu]omatosas fo a]es (t1po 1), probablemente se

infectaron en edad temprana*pe

fermedad se fue controlando por

nmuno1ég1cos‘. Las lesiones histoldgicas
rel‘ac‘ionado con el grado  de infeccion
m1cobacter1ana -'Hlos tejidos. La posible ré]acién ‘entre  las

dlferentes pob]acwnes celulares  con los sjigwriq‘s f‘_c]inicos 10s

ha]lazgos sero]égmos l1as lesiones macro y mvicr'os“c"é i s no han sido

evaluadas estadisncamente sin embargo, se ha visto .que. puede‘ ex1st1r

una relacién entre un gran ntmero: de BAAR co _nfﬂtracwn por
macréfagos, y escasa cantidad de BAAR con la presencia de Yinfocitos's.
Las lesiones histolégicas en estadios subclinicos se caracterizan por

la presencia de células gigantes tipo Langhans individuales y escasos




diarrea 1nterm1tente d postr‘acwn.f desh1dratac16n en

asc1t1 s h1droper‘1card1 oy

ehmmar : orgamsmos detectados por la técnica - de .

estad1o II Jos animales no muestran signos c'l:{mcos pero estdn
ehmmando microorganismos detectables por cultivo. En e estadio I1I
ya muestran signos clinicos, y usualmente son positivos por cultivo
bacteriolégico y pruebas serolégicas!’. Durante las fases terminales,
otras infecciones oportunistas pueden aparecer y contribuir para

acelerar el curso de la enfermedad®.




de PTB sqn:' complemento, inmuno ensayo enz1mat1co
(ELISA)? ) gel de agar (IDGA) prueba de
intradermorreacion: ¢ v6‘=bacter1’o]691‘co reaccmn en cadena de la

sero]dg1cas. ‘como ELISA' ;IDG:A_’;'han' sido

antlcuerpos de Map en | ue 1denc1a de que un

animal- esta mfectado Los d1ferentes porc nta.)es: de sens1b1hdad y

cuadro 1.

Debido a que 1a paratubercu]osis es una enfermedad con un. largo

periodo de mcubacusn y un a1to porcentaje de los animales permanece
en estado prepatente y prec]1n1co. esta enfermedad no es diagnosticada
oportunamente, por 1o qﬁe’ es importante emplear técnicas de
diagnostico efectivas con la finalidad de‘establecer un programa de

prevencién y control.




Objetivos

1. Dete'r‘min‘ar“]a presencia de anticuerpos . an:ti‘-/‘zycobacter'ium avium
‘subsp.. paratuberculosis en un rebafio de borregos pelibuey con
*antecedentes clinicos y serolégicos de PTB, mediante la técnica de

ELISA modificada.

2. Idéntificar: y -evaluar la presencia de -lTesiones macroscépicas .y
microst;ém‘ca’é -de PTB en animales -seropositivos. con la técnica de

ne{:roﬁsié"f'yf?‘estydiko histopatolégico.

3. Des'cr‘.ibif",]a' pbsib]e asociacion entre los valores del coeficiente
de derisidad Optica de la prueba de ELISA con 1la gravedad de las
lesiones histoldgicas y 1la cantidad de. 'bac‘ﬂo's dcido alcohol

resistentes por macréfago.

10




Hipbtesis

Los animales seroposn:wos presentaran ’les1ones macroscémcas y

m1crosc6p1cas caracteristwas de PTB

A mayor valor de coef1c1ente de’ dens1dad 6pt1ca de 1a prueba de

ELISA, mayor serd el grado de 1es16n h1sto1691ca

11




Material y métodos
“E1 estudw ‘7se desarroll6 en el Centro de EnSeﬁ‘éhza.

Invest1gac16n '—y.‘ ExtensuSn en Ganaderia Tromca] s1tuad0'jsobre el

1'n’v1‘e|__~no

1. Grupo de an'ima'les

’ Se tomaron muestras de sangre de un rebafio conformado por 549
ovi’nos raza pelibuey, hembras entre 1 a 4 afios de edad, con
éntecedentes clinicos como disminucién crénica de peso, y serolégicos

de PTB mediante la prueba de <inmunodifusién en gel de agar.

2. Coleccidon y proceso de muestras

E1 suero se obtuvo de la coleccién de sangre a través de la
puncién de la vena yugu]a‘r‘.k’b emp]eando‘ tubos sin anticoagulante. La
sangre se dejé reposar a"térﬁpé‘r"at;ura ambiente. Una vez obtenido el

suero, se mantuvo en congetacidn a -30°C.

12



3. Técnica de ELISA 7
Se reahzé 1a técmca de FLISA mod1f1cada para la deteccién de
: ant1cuerpos ant1 —Mycobacterwm avrum subsp paratuberculosrs en. todos

 1os suer‘os emp]eando el s1gu1ente método

Adsor‘cwn de] antigeno (Ag"‘ o po ‘1105 de la p]aca depos1tandose

depos1taron 100 u] ': de 'S r*éb]ema, adsorb1do en-los pocillos de las

p]acas ﬁ.]adas con’ una dﬂuc1 ;1:‘:"1‘00:dé1PBS-TG (soluci6n amortiguada

de fosfatos- Tween ge1at1na)_ En“ éada ‘~una de las placas se colocé un

control pos1t1vo y{ “, —contro] negat'lvo Lés ;kplacas> se- dejar'on en

cémara homeda  a temperatura amb1ente durante 2 horas para su'
incubacién -y, poster‘ior‘mente se 1avaron con TBS TG 3 veces

Postemormente se afladieron en cada uno de: 105 poc111os 100 u] de—"i'
~suero anti-IgG a una dilucién de 1:4500. y las p]acas fueron 1ncubadas
durante 2 horas en cdmara himeda a temperatura amb1ente. Al final de
este periodo las placas fueron lavadas’é veces con la solucién de

lavado, se afadieron 100 ul del sustrato ;AB‘TS. y se incubaron durante

13



se"Cohs erar

negat1 vos

i fi“Los' rea t1vosu emp1eados en 1a reahzacwn ;-rde 1a técmca de ’

ELISA se muestran en e1 cuadro 2

4, Eva]uac16n c'limca

La’ cond1c16n‘rcorpora1 de' los ammales ser‘opos1t1vos se

c]asiﬁco en buena : donde 1as ap6fisis transversas no se notan Yy 1a

estr‘uctur'a OSea no: ‘es detectab]e regular, donde o las ap6f1s1s

»tr‘ansversas pueden detectarse por palpacién; y mala, donde ,1as

'ap0f1s1s espinosa 3 emergen prominentes sobre el lomo y .se muestran, -al

k, 1guaJ que 1as_ap6f1s1s transversas, muy puntiagudas.

14




:-d1seno de1 presente estudw Se -

! 'Iar Se Hevé a cabo 1a rev1s16n deta]]ada

: 1nfonodos mesentémcos' 11eoceca1es Se

toma r‘on muestras

e_} 41 u1a ﬂeoceca] 11eon yeyuno"cow 1écaf.¥l_51'n

p1aca de Peyer 11nfon0dos mesentémcos e 11eocec es. L mues‘tras

para su fuacmn y postemor corte a' 4um :
procesaron para fsu estud1o h1stopatolog1co con de

hematoxilina -y eosma ‘y t1nc16n k de Z1eh1 Nee]sen 1a

identificacion  de bacﬂos ac1do alcoho'l res1stentes

6. Andlisis de resultados. ’

Se determiné el numero de sueros pos1t1vos a ant1cuerpos anti-
Mycobacterium avium subsp. paratuberculos1s ‘

Las lesiones h1st01691cas se c]as1f1rcarfon en categorias 1, 2,
3 (3a,3b,3c)®, con base en: prebsencia de 1lesiones granulomatosas,
localizacién de los granulomas en las diferentes regiones y capas del

intestino: intensidad y distribucién de las lesiones, tipo de células

observadas; ademds de la presencia y cantidad de bacilos 4cido alcohol




résistenfés De un tota1 aprox1mado de 200 macrOfagos observados en 8

" de acuerdo ‘a 1a c]as1f1cac16n h1sto1og1ca y

nimero promedio de BAAR
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Resultados

1. Resu1tados sero1691cos 5

Con base en el coc1ente de den51dad 6pt1ca (D. 0—0 800) .51 de

549 borr‘egos fueron‘positwos a’ 1a prueba de ELISA generando una

seropreva]enma de1 9 282

2. Hal 1 azgos c'l im cos

Cuatro de 20 amma]es (20%) presentaron una ma1a cond1c16n

corporal, 7/20 (35%) una cond1016n" corpora] buena y 9/20 (45%) una

condicidn regular.

3. Ha'l'lazgos ala necrops1a
Las lesiones macroscémcas observadas en el estud1o post mortem
se muestran en el cuadro : mucosa de] mtestmo _delgado,

principalmente del ﬂeon Y menos. frecuentemente de] yeyuno y vdlvula

ileocecal se observé engrosada caracter“lzada por pliegues transversos
prominentes (Figura 1). E1 engrosam1ento de 1a mucosa se apreci6 sobre
todo en 1ileon termina]. Un patrén con distribucién segmental de
engrosamiento de la mucosa én el ileon y yeyuno (lesiones segmentales
separadas por secciones de i(\testino normal), se observd en 9/20 casos

en ileon (45%) y 6/20 ycasos en yeyuno (30%).
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En 1 an1ma1 no: se aprec1aron 1e510nes nmcrosc6p1cas en

edenatoso. | E
‘ yeydhb e jleon, 'y  en, 6 borregos 1os 11nfonodos mesentér1cos e
1Teoceca1es no presehtarbn ‘cambios macroscopicos. No se “observaron
Tesiones macroscépicés de Paratuberculosis en duodéno; colon y recto,
asi como tampoco en otros érganbs. ‘ k |
En el cuadro 4. 'se muestran otras lesiones  observadas durante  1a

necropsia.-

4. Hallazgos histopatolégicos

De acuerdo con 1las lesiones histolfgicas clasificadas en
categorias 1, 2, 3 (3a.3b,3c). 19 de 20 animales presentaron alguna de
estas categorias. En el cuadro 5. se muestra el porcentaje de animales
que presentaron cada grado de lesi6n histopatol6gica en vélvula

ileocecal, ileon y yeyuno.




macréfagos No se o : Se observaron 2 ca

ﬂeoceca] 2 en ﬂeon RE en yeyuno

Les1on t1po 2 se caracterizaron por la presenc1a de gr uloma

con . vanacién ‘en numero, en 1a zona interfolicular y domos-de 1a$
placas de ‘Peyer, y en la mucosa asociada al tejido 11nf01de. sobre'
fodo en la zona apical de 1las vellosidades (Figura 3). Con mendr
frecuencia se apreciaron células epitelioides y rhacréfagos dispersos
en mucosa asociada a tejido linfoide. En la mucosa se observ6 moderado
infiltrado inflamatorio compuesto por Tlinfocitos, eosin6filos y
neutr6filos con distribucién difusa; maltiples granulomas asociados a
pardsitos en submucosa y mucosa. edema en la submucosa con infiltrado
linfoplasmocitario moderado difuso, y atrofia y fusién de vellosidades
muitifocal. En los linfonodos se observaron grupos de macréfagos y
células epitelioides que coalescian, ~ asi como edema en zona medular.
En la v&lvula ileocecal se encontraron 3 casos, 4 en ileon y 7 en

yeyuno. No se observaron BAAR,




Les16n t1po 3a"se conformaron por granu]omas’mu1t1foca1es ~los

,vhacia 1a

localizados en 1la submucos * i apreci6. ,abUndahte : 1nf11trado -

Tinfoplasmocitario. En 1a muscu]ar se encontro d1screto 1nf11trado

linfocitario difuso. En los 11nfonodos se observé edema en la reg16n -

medular, abundantes células ep1te1101des. macr6fagos y granu]omas. los'
cuales en su mayoria coalescian con distribucién difusa, y escasas-m
células gigantes. Ademds se aprecié6 un foco de necrosis con
calcificaci6n, asociado a pardsitos. Se observaron moderados BAAR. En

vdlvula e ileon se encontraron 9 casos respectivamente y 5 en yeyuno.
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erosa Se aprecm,atroﬁ

yeyu o" se. encontraron 4 casos respecﬁ vamen

‘Se Qbservaron numerosds

~'BAAR (F1gura 6).

Lesién t'ipo 3c se confor‘maron or granulomas multifocales en

1a mucosa asoc1ada a teJ'ido ‘lmfoid‘ :'zona mter‘fohcu]ar del tejido
anmdve y zona ap1ca1 de 1as ve]los1dades de mucosa asociada y no
asociada. La ma,yoria de estos granulomas estaban formados por
macr6fagos y células gigantes tipo Langhans (Figura 7). En la mucosa,
principalmente en la l1dmina propia y punta de las vellosidades, se

observé abundante infiltrado linfocitario difuso., y en menor cantidad

2]




en la submucos:

1a senosa' y: ubmucosa

y edema Tamb1én se, observo 11nfang1ectas1a en 1a 'Iémma'proma :

atrofia y- fuswén de veﬂosmades muitifocal. Se- observé 1 caso en

vdlvula 1ileocecal ,y yeyuno -respectivamente. Se observaron escasos o .

nulos BAAR. "

5. Distnibucién del. . tipo de lesiones hﬁétq‘lééicéé-én_ “valwla

11eoceca1. 11eon Y yeyuno.

En 1as ﬁguras 8, 9 y 10 se muestra e' o de amma]es que B

presento : cada ; 1pok" de 1es16n en 1as 3 regmnes anatofmcas del

A»,d1ferentes submterva]os de

VéTvula 11eocéca1 :'En‘ el subintervalo 0.789-0._87‘8" se
localizaron 10 de los 20 animales. presentando la mitad de estos, el
grado de lesi6n 3a, seguido por el grado de lesién 2 con 2 casosr. el
grado 1. 3b y sin lesidn con un caso respectivamente.

ITeon. En el subintervalo 0.789-0.878 se. 1localizaron 10
animales., de los cuales 4 presentaron el grado de lesi6n tipo 2, 3
individuos con el gyrado de lesi6n tipo 3a. La lesi6n tipo 1, 3b y sin

Tesién con 1 caso respectivamente.
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mente ’Irededor de los vasos sangu‘ineos Enf;.

e ocahzaron granu]omas asoc1ados a parasn:os e




2 el ‘grado 3a y 1a 1es16n

3b, 3c _y sm 1es16n con un( aso’ respect amente.

En . 1a‘vé]vu1a , 1'1eo<feca1« 1]'eon se d1str1bu_yo e'l bmayror
porcentaje de animales (452) con " e1 grado de 1es16n 3a En yeyuno el

grado de lesi6n 2 fue el rnas frecuente con un‘30%. :

6. Presené'ia de bacilos &cido alcohol resistentes (BAAR)

En el cuadro 6 se muestra el namero de animales con presencia
de BAAR en - diferentes regiones anatémicas del intestino y su
distribucién en 1o0s grados de lesi6n histolégica. En 9 de 20 animales
:s‘e - obsefvaron BAAR dentro del citoplasma de l1os macr6fagos con la
“tincion dé Ziehl-Neelsen. Tanto en el grado de lesion tipo 1 como en
Ve] 2, no.se observaron BAAR, En la c]as1f1cac10n 3b se present6 el
mayor numero de animales (4) con BAAR en-vdlvula ileocecal, fleon y
yeyuno, repectivamente, asi como en la lesion 3a, con la diferencia de
que en yeyuno no se encontraron BAAR. Los macrdfagos con BAAR se

localizaron principalmente en-l1a mucosa.
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7. Numero promedw de bacﬂos éc1d04a1coho'l res1stentes por macréfago

En el cuadro 7 8 9 se -mu tra e1 umero promedio de bacilos

acido a1coho1 res1stentes po macr6fago: en'vv vé]vu]a ileocecal, ileon y
yeyuno, y- su. d1str1buc1én en r'ya]'os ‘de densidad optica de

la prueba de ELISA -

m1cobacter1as en los d1fer‘entes campos observados. En la 1es1(§n 3a'1os‘7- k.

'promedms fueron de 2 25 a 7 1 BAAR/macr‘Ofago

Ileon. A1 1gua ue‘en la vdlvula ileocecal, los pr‘omedws mas !

aTtos. s 3425~12025 se., presentaron en la lesi6n - tipo.’ 3b en'
Adiferenrtes submterva]os En la lesi6n 3a los promechos Vfu_eron de 0‘;5 '
a7.6 BAAR/mécréfééo.: » it : |

Yeyuno. En el grado de lesion 3b se sigueh "obsAe’r'vvandO' los
promedios mads altos de BAAR, 32.75-97.87. En 1os1nd1v1duos cbn 1a
lesién 3a no se encontraron BAAR. v L

En 1a vdlvula ileocecal e ileon con la: lesién 3bksevapkr‘ec1‘a que '
el nimero promedio de BAAR por macr6fago en el subintervaio 0.700-
0.789 es mayor en comparacion con el siguiente subintervalo 0.789-
0.878. Sin embargo. en el subintervalo 0.878-0.967 y 1.056-1.145, el

nimero promedio aumenta considerablemente. A diferencia de 1o

observado en vdlvula ileocecal e ileon, en yeyuno el nimero promedio
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aprec1aron escasas y nu]as




de BAAR por macréfago es menor en e] sub1nterva10 0 878 0.967 en
comparac16n con e] 0 789 0. 878 pero de 1gua1 manera aumenta en el

u1t1mo sub1nterva1o
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Cuadro 1

3l 11'idad y espec1fic1dad de 'la prueba de ELISA

densidad 6ptica).

“ Animales con signos clipcos.

* Animales con enfermedad subclinica con abundante eliminacién de bacterias por heces.
* Animales con enfermedad subclinica con poca eliminacién de bacterias por heces.
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$e}ns1‘b1f1'idad Especiﬁcidad - Ganado
87" 100" _caprino .
57° : 98.9* Ll
i Nie 48 - ovino
A ,',Hﬂbmk F. West OM, de 87-100° - v
5 ~{L1sle GW. et al.(1994)% <20 L. ovino
i Natwna],Johne s Working ) )
~group” . 25 : 98
Hope' AF. Kluver PF, Jones . :
SL, .Condron RJ (2000)% 35-54 98.2-99.5 ovino
Clarke CJ, Patterson IA, o ,
Armstrong KE, Low JC 40-94.4 - bovino
(1996)% 54-88.2 - - .73 caprino
Garcia Marin JF, Chévez
GG, Pérez PV, Aduriz JJ, 71-28™ 71-93" ovino
Juste R y Badiola JJ
(1991)%
Sweeney RW, Whitlock RH, 87" -
Buckley CL et al.(1995)% 754 - bovino
1555 -
*Prueba realizada en animales con sospecha de PTB.
* Prueba realizada en hatos infectados con PTB.
! Estudio realizado en rebafos con baja prevalencia de PTB.
¢ Estudio realizado en animales con signos clinicos.
‘Estudw realizado en animales con enfermedad subclinica.
* La sensibilidad y especificidad de la técnica consideran diferentes puntos de corte  (0.700-0.850 de




Cuadro 2.

Reactivos necesarios para 1a 'rea1'izac16n de 1a técnica de ELISA
Tamp6n carbonato: : .
Bicarbonato sédico (Na,(0,) 5 3 g :
Agua destilada 1, 000 ml. 7
Ajustar el pH a 9.6 con acido clorhidrico (HCl)

Solucion salina de lavado:
Cloruro de sodio (NaCl)
Tween 80 :

Disolver en un litro de agua destﬂada

Suspencién de Mycobacterium phle1
M. phlei ranib g
Soluci6n salina (NaCl al 8,5 2) 1000 ml

PBS (Phosphate buffered saline):

NaCl 8g
KC1 - 0.2g
Fosfato dibdsico de sodio 1,44 g
Fosfato monobdsico de potasio 0,24 g
Agua destilada 800 ml

Ajustar el pH a 7.4 con HCY. posteriormente agregar 200 ml agua destilada y
esterilizar a 51 1b/pulgadas?/20 minutos.

PBS-TG (Phosphate buffered saline-Tween gelatine):

Fosfato monosédico monohidratado 1.8 g
Fosfato disédico anhidro 12,36 g
Cloruro de sodio 8.,5¢
Agua destilada 993 ml
Ajustar a pH 7,4 empleando NaOH
Tween 80 0.5m
Esterilizar en autoclave a 121°C/25 minutos
Gelatina lg
Tampén citrato:
Solucién A Acido monohidratado 22,97 g
Agua destilada 1000 ml
Solucién B Citrato s6dico tribdsico 2 H0, 22,97 g
Agua destilada 1000 ml

Mezclar 600 m1 de la solucién A mids 479 ml de la solucién B, agregando agua
destitada cbp 2 litros.
Ajustar pH & 4 al momento de utilizarlo

Sustrato ABTS:

ABTS 5,48 g
Tamp6n citrato 50 ml
Afiadir 19 ul de 1a solucién : 1:25 H0, (5 ul H0, de 30X v/v _en 120 pl de agua
destilada).
Antfgeno:

Antigeno PPA-3 (Laboratorios Allied) 0,04 mg/ml
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Cuadro 3.

Patologia macroscépica

; Nimero
0Observaci6n de animales
n=20
Ileon e - .
- .engrosamiento. grave difuso de
la mucosa. principalmente de 8
~la-zona -terminal
- engrosamiento leve difuso de 2
la mucosa
- engrosamiento segmental de la 9
mucosa, zona terminal mds
afectada
- sin lesiones macroscopicas 1
Yeyuno
- engrosamiento moderado a
grave, difuso de 1a mucosa 13
- engrosamiento segmental, leve
de la mucosa 6
- sin lesiones macroscépicas 1
Linfonodos mesentéricos e
ileocecales
- aumentados de tamafio 14 n=20
- aspecto edematoso 13 n=20
- aspecto nodular 8 n=20
- sin cambios macroscépicos .. 6 n=20
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Figura 1. Ileon. Engrosamiento de la mucosa, caracterizada por
pliegues transversos prominentes.

TESIS CON j
FALLA DE ORIGEN




Cuadro 4.

Lesiones observadas al estudio post mortem'

Namero de

Patologia  animales
Rinitis por Qestrus ovis e 7
Metacéstodos ' 4
Abomasitis por Haemonchus sp. 1
Enteritis por Monenzia sp. : X 2
Lesiones compatibles con c,dccid‘ias‘ 4
Foco de calcificaci6n en higado . * 1
Adherencias en pared intercostal 1
Absceso pulmonar 2
Ascitis 4
Hidropericardio 3 7
Atrofia serosa de la grasa 2
Fetos momificados 1

*Las lesiones pueden repetirse en un mismo animal.
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. Cuadro 5.
Ha)}azéos histopatolbgicos

Resultados® en cada grado de lesidn histoldgics®

Localizacién | R e N
anatémica_‘ S0 e 2 3a 3b 3c. | TOTAL
valwila | 5 10 15 45 20 5 n=20
ileocecal, ‘ : n
Ieon | & 10 20 45 20 0 | n=20
Yeyuno 10 5 35 25 20 5 n=20

* Los resultados estén expresados en porcentaje de animales que presentaron cada grade de lesion en los
diferentes tejidos.

* Grados de lesidn histolégica: 0 (sin lesién). 1 (granulamas focales en zona interfolicuiar y basal de
1as placas de Peyer). 2 (extensidn de granulomas hacia 1a mucosa intestinal asociada a las placas de
Peyer}. 3 (granulomas multifocales en zona interfolicular y basal de las placas de Peyer. lamina propia.
submucosa y serosa). 4 (numerosos macréfagos. células epitelioides y algunas células gigantes en la
mucosa), 5 (abundantes Yinfocitos. pequefios granulomas y células gigantes en la mucosa).
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les

localizados en la zona basal de las

Granulomas foca

1.

tipo

Lesién histolégica
compuestos por macré&fagos,
placas de Peyer. HE. 40X.

2.

Figura

-
>
&
N
b
N

N

<

1/
]
U

,"t.‘
P g ]

Granuloma y macréfagos

tipo 2.

Lesién histolégica
disperses en la zona apical de las vellosidades de la mucosa

Figura 3.

40X.

HE.

intestinal asociada a placas de Peyer.
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Figura 4. Lesién histolégica tipo 3a. Granuloma en la submucosa.
HE. 40X.

Figura 5. Lesidén histolégica tipo 3b. Numerosos granulomas y
macréfagos con distribucién difusa en la mucosa intestinal.
HE. 40X.
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Figura 6. Area
acido alcohol

de mucosa
resistentes
Ziehl-Neelsen 100X.

intestinal con presencia de bacilos

dentro

34

del

citoplasma de macréfagos.



Figura 7. Lesién histolégica tipoe 3c. Presencia de granulomas
formados por macréfagos y células gigantes tipo Langhans en
mucosa intestinal asociada a tejido linfoide. HE. 40X.
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Figura 8.

Distribucién del grado de lesién histolégica en valvula ileocecal en
los_ subintervalos de densidad éptica de 1a prueba de ELISA en ovinos
: con sospecha de Paratuberculosis

.12 4

10 4
8 8]
5
£
S —e—3c
8 6 —3¥—3b
g —»—3a
E —a—2
Z 4
——1
—e—0
24
(o]

Subintervalos de densidad 6ptica

Subintervalo a (0.700-0.789). subintervalo b [0.789-0.878). subintervalo ¢ [0.878-0.967). subintervalo d
[0.967-1.056). subintervalo e [1.056-1.145],
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Figura 9.

Distribucién del grado de lesién histolbgica en ileon en los
subintervalos de densidad 6ptica de 1a prueba de ELISA en ovinos con
sospecha de Paratuberculosis
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> ——3c
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g —»%—3a
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€ —o—0
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=

Subintervalos de densidad dptica

Subintervalo a [0.700-0.789). subintervalo b (0.789-0.878). subintervalo ¢ (0.878-0.967)., subintervalo d :
(0.967-1.056). subintervalo e [1.056-1.145]. BT
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Figura 10.

Distribucion del grado de lesidén histoldgica en yeyuno en los
subintervalos de densidad Optica de 1a prueba de ELISA en ovinos con
sospecha de Paratuberculosis

12 4

10 1
8 8 ] —e—3c
g —%—3b
S —¥—3a
8 61 —a—2
g —a—1
5 ] ——0
Z

2 B

0 T — T A T T —

a b c d e
Subintervalos de densidad optica

Subintervalo a {0.700-0.789). subintervalo b |0.789-0.878), subintervalo ¢ [0.878-0.967), subintervalo d
10.967-1.056). subintervalo e [1,056-1.145].
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Cuadro 6.

Namero de animales con presencia de bacilos acido alcohol resistentes
en diferentes regiones anatdmicas del intestino y su distribucién en

1os grados de lesién histolégica

Grado de lesit6n histol6gica

y
frecuencia de 1a lesién

Local 1 zacidn 1 2 3a 3b 3c Total
anatémica -
vatvala | - - a4 1 n=9
ileocecal
_ Ileon . - - 4. 4 - n=9
Yeyuno . . - 4 - n=9
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Cuadro 7.

Namero prdmedio de bacilos acido aicoho] resistentes por macréfago en
vélvula ileocecal y su distribucién en los subintervalos de densidad
. : O6ptica de 1a prueba de ELISA

, ’Subinterva1os de denSidad thica de la prueba de ELISA

Grado-
de

lesién [[0.700-0.789) [0.789-0.878) [0.878-0.967) [0.967-1.056) [1.056-1.145] -

0 ';> ; s el oo L ey Rt

1 _' Lo ‘ - L L

3 - 7.1 2.25 - :
3.37

3b 89.6 82.5 91.87 - 113.3

3c 0.37 - - : - -
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Cuadro 8.

Nimero promedio de bacilos &cido alcohol resistentes por macréfago en
ileon y su distribucién en los subintervalos de densidad éptica de 1a

prueba de ELISA

Subintervalos de densidad 6ptica de 1a prueba de ELISA

Grado )

de: ] e s ST R O S . .
lesi6n |{0.700-0.789) [0.789-0.878) [0.878-0.967)'[0.967f1.056)’[1;056-1.145] e

0 o - - S L.

1 - - - s el - -

2 - - - : - -

3a - 1.25 7.6 0.5 -

2.5 ,
3b 76.6 34.25 80.37 - 120.25
3c - - - - -
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' Cuadro 9

Nimero promedio de bacilos acido alcohol resistentes por macréfago en
yeyuno y su distribucién en los subintervalos de densidad dptica de la
prueba de ELISA

Subintervalos de densidad dptica de la prueba de ELISA -

Grado
de

Tesién |[0.700-0.789) [0.789-0.878) [0.878-0.967) [0.967-1.056) - [1.056-1.145)

3a - - - -

3b ©92.5 32.75 27.81 - 97.87
3c - ‘ - - -
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Discusién

Los signos: clinicos y las lesiones macroscopicas fueron de uso

11m1tado en: a1gunos caSos ~en indicar‘ 1a 1es16n h1stopato]og1ca

"estudw 1/20 amma]es no mostré 1es1ones

1crosc6p1cas Las 1es1ones macroscépicas m&s graves

4‘de 20 amma]es a mve] de

]a reg10n ermina] de'

'ﬂeén asir como en yeyuno presentando lesmnes,,histopatol g1ca’s del

» tipo: 3b Por‘ su parte “en 1os hnfonodos mesentéméos se aprecw
kaumento de tamafio mostrando un aspecto nodu'lar é] ‘cua] - ‘
1es10nes gr‘a‘nulomatosas El resto de ‘los 1nd1v1duos (15/20) mostraron’
1esiones ‘macroscépicas variables, las- cua]es en 1a mayoria de los
€asos no coincidieron con la gravedad histopatolégica. 10 que co1nc1de
con’ un ‘estudio realizado por Carrigan M) y Seaman JT (1990) R

V La distribucién segmental en yeyuno e ileon que’ se presenté en’
6/20 y 9720 animales respectivamente, puede exphcarse deb1do a que
las Tesiones se desarrollan primero en, o cerca deg]as placas de
Peyer, mientras que &reas alejadas a estas se ihvojA'thcr;a'h solo cuando
las lesiones  confluyen®. Las lesiones macroscobicas ni&s graves se
localizaron en “1a regién terminal del fleon. ‘s‘itib aparente de 1la
1‘nfe¢c1‘6n primaria’®, e iban siendo menos graves conforme se extendian

hacia el. yeyuno hasta ser inexistentes en el duodeno, 10 que fortalece
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la postura de la 1mportanc1a de 1a. re'lac16n con el te.nd’"]i‘r'i'fo‘i_de'
mtestmaF’ i

Tres

cond1c16n corporal fue vamab]e y no co1nc1d16 con 1as esiones; macro;;
y m1cr‘osc6p1cas s ' o e

Ex1ste poca corre]acwn entre la gravedad ’de 1 s ‘Signbs" i:lin’iébs
oy 1a gravedad de las lesiones ¥a que en. ocas16nes se\- pueden observar;}

1es1ones graves en animales sin s1gnos c11n1cos Sm embargo. cuando'ﬁs_'

1as 1es1ones macroscémcas son. notomas

’ os“ ha]]azgos m1crosc6p1cos
son obvios de una entemtis gr‘anu]omatosa por otro 1ado
haHazgos . macroscémcos son mimmos

msto]ogwas “de. PTB son mas sut:ﬂes‘n : Por 1o'tant

macroscémcos deben tomarse con reserva, ya que pueden er:.minimos-en

muchos casos S 1nespec1ﬁcos““‘ : En ammales» seropositwos “con
leswnes macroscémcas segmentales de PTB en 1ntest1no el estudior

h1stopato]691co es de gran utihdad,para conﬁrmar o descartar 1la

infeccitn de PTB. _
£l 'diagnéstico de Paratuberculosis puede ser dificil,

particularmente si se hace a nivel individual. Las pruebas serolégicas
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'combmadas cbn el examen clinico, estudio - ‘microscépico”

'bacter1olog1co de las heces, son usadas como d1'agnést1cr_;. en rumiantes

Las car‘acteristmas histopatolégicas: ha B
'cu1t1vo bactemo]égmo ademds de que

ovinos: por‘ Pérez V et al. (1997) ]
]os amma]es (20/38) con grandes ‘cant‘ldades de m1cobacter1as
teJ1dos y algunos sin estas en te:ndos con ’les1ones de PTB, aunque
establece 1a proporcién de estos casos. ‘en comparacidén con 1a IDGA,
cué] no identificé a los anima]es sin BAAR lo que sugiere que"_

prueba de ELISA detecta -un espectro histopatolégico mas émpjid.f -Er

esta investigacién se encontraron resultados simﬂ‘are‘s. lajp‘rﬁéba"‘
ELISA detecté 4 animales con abundantes BAAR en diferentes 'tej"idos. 5
individuos con escasos BAAR y 11 sin BAAR.

Una razén de la pobre sensibilidad de las pruebas serolégicas.
aun en estadios tardios de la enfermedad. es la variabilidad de 1la
respuesta inmunoldgica de los individuos. Una proporcién de ovinos
clinicamente enfermos (45) con 1lesiones histopatolfgicas avanzadas
pueden tener resultados serolfgicos negativos, con la prueba de IDGA
(9/45)¥. En este trabajo. los animales seronegativos (3/20)
presentaron lesiones avanzadas de PTB, tipo 3a. 3b y 3c. pero con una

condicion corporal regular. Una explicacion de los resultados falsos
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negativos “‘en’:animaTes.:con _1és‘iones’f‘3b‘f5p‘ueden 1nd1car‘ 'una anergia

humor‘a] la pruebaZI El

resu]tado 3 puede deberse a
chobacterwm o

“reacci bacterias como,

a:.mis comin. La
‘clasif m e considerada 1a

Doce de 20

amma]es (602) presentaron e]

11eoceca1 ﬂeon Yy yeyuno, mientr‘as que ,en e] "esto de- 1a pob]acu'm

(40%) 1as 1es1ones variaron, sobre todo en: ye,yunov

debido a la diferente extensién de 1ak 1es16 en"1os énfa'les 1o_cua1

podria 1nd1car una variacién en e1 desa 'oﬂo de a a

ccion. E1 50%
de la poblacién (10/20) se d1str1buy en:el submtervalo 0‘ 789-0.878,
donde las lesiones tipo 2 y Sa fue ominaron aunque

también se distribuyeron 1es1one‘ tlpo 3b 3c y s1n lesiones. De

acuerdo con 1os resultados obtemdo Vyenv"e1 estudlo h1stopato1ég1co. se
observé una variacion en 1a d1str1buc16n de las 1es1ones. con un
aumento notorio de 3 a,lO casos del subintervalo 0.700-0.7890 al
subintervajo 0.‘789-07_‘,8‘78." para que en el siguiente subi ntervalo 0.878-
0.967 se pi‘ésént'a}b; uﬁa disminucién considerable a 4 casos. A pesar de

esto, en los 2 (ltimos subintervalos, donde se pensaria que 1los
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animales t1enen a]tos ~~de’ ‘anticuerpos,

distribui dos ah‘i

t1po 3a y 3b 3

respuesta 1nmuno1691cak vamab]e Algunos de 1os casos

localizaron en 1os sub1nterva1os 0. 878 0. 967 y 0 967 -1 056 'podr"tan

estar progresando a] grado 3b o 3c. por 10 que sus resu]tados
serolégicos estaman relacionados con la respygsta 1nmunolégica que
estuvieron montando al momento de 1a toma de mubestra'.

La clasificaci6n histolégica tipo 1 presente en un 10% en
védlvula ileocecal e 1ileon, respectivamente, y en un 5% en yeyuno,
caracterizadas por una respuesta inmune celular fuerte, pueden ser
lesiones latentes que perduraron por un largo periodo. después pueden
desaparecer 0 progresar a lesiones mds graves. Los tipos 2 (forma

tuberculoide) y 3a, presentes en vdlvula ileocecal, ileon y yeyuno en

47




respect1 vamente .

aunque el hecho de que solo pueden representar d1ferentes estad1os‘ enf',

la evolucwn de 1a enfermedad. no puede exc]mrse por com 1‘t:o35

Los focos de calcificacion que se Hegaron a encontrar en 1os

d1ferentes tejidos se asociaron a mfeccwnes as cabraS'
y con menor. frecuencia los borregos desarr‘ lan afoco, caseosos
asoc1ados a Paratuberculosis, usualment‘ on ca1c1ﬁc1ac16n en ,1a
mucosa, subtnucosa y vasos »an&tj_cq:s k:,ras “células 1nf1amator‘1’as
ademds de células epite]idides; y‘fnvi;acmfacjés que se observaron con
frecuencia, 1incluyen 1linfocitos. neutréfﬂos y eosinéfilos, en 1la
mayoria de los animales (19/20).

Los BAAR sfempre se observaron en mayor cantidad en la mucosa

intestinal. Esto refleja la localizacion de las lesiones de PTB y
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sugiere una - susceptibili dad -

1'nfe'cci'én'5'* E“I: ’

presentd en en 5/9 amma]es en estevtr‘ )3

casos, de meses hasta afnos de pemodo de 1ncubac16n ; hac1a e] espectro :

multibacilar con signos clinicos de 1a PTB e‘ 1a actua]idad no -8@x k

, de‘ di chos -

conoce, pero puede dispararse por una supres16n 0. deb1hdad en 1an

inmunidad celular, permitiendo la pro'ljfe'racmn de ,mcobag:terias yosu )

eliminacién por heces!. ‘ ,

En 1a presente investigaci6n, la poblacién (9/20) 'c_on“pr‘esencia'
de BAAR no presentd una distribucién con tendén(:jé ﬁaé;ia algun |
subintervalo de densidad 6ptica en especifico enim’ngu’na de las 3
regiones anatémicas del intestino. A pesar de que se nb§tro una ligera
tendencia a aumentar el ndmero promedio de’ BAAR‘DOI; mécréfago del
subintervalo 0.878-0.967 hacia el dltimo, no se determiné como una
posible relacién entre ambas variables.‘ ya que en el dltimo

subintervalo solo se asigné un animal.




6pt1ca (1 056 1 145)

promed1o de BAAR por macréfago

‘sensibilidad y espec1f1c1dad de 1a prueba de ELISA, de acuerdo aj1a:

Como se mostré en el cuadro 1 existen diferentes porcentaaes def i

técnica empleada. estado clinico y especie animal. En el ganado bov1nof :
se cuenta con una prueba de ELISA empleando un kit comerc1a1 (IDEXX,[,
Inc. Westbrook, ME), 1a cual ref]eJa que las mas altas relaciones S/P_k
(muestra-control negativo/control positivo-control negativo) se
localizan en bov1nos con mayor cant1dad de bacterias eliminadas en

heces. Con base en esto se t1ene conocimiento del estado de.
enfermedad de] qn1m§1.~ y, a bértir de esto se pueden implementar

algunas med1das ‘de control?. .Aﬁn cuando ~esta prueba solo puede

' emplearse en ganado bovino, es una base para que en un futuro se pueda

ut111zar en ganado ovino y capr1no con e] f1n de tener conocimiento

del estado en que se encuentra.el hato
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solo 17 animales seropositivos se sacrificaron. ‘A pesa

otros’' 33 animales seropositivos se eliminaron del’ hatc

sacrifi cédo jendo ‘un riesgo potencial -de’ diseminacién de ‘la

, enfer‘medadr

: E1 hecho de no haber observado una. c1ara asoc1ac16n ‘entre 1os l i

va]ores de1 coef1c1ente de dens1dad 6pt1ca de 1a prueba de :ELISA con,

1a gravedad de 10 h

1azgos hlstopatologmos y 1a cantidad de bacﬂos';

écido a]coho] res1stentes, pormacréfago en. 1a poblacmn estud1ada

puede atmbu1rse a 1i ‘spuestas 1nmuno1691cas variables, durante e]

curso de 1a enfermedad 1as cha]es pueden 1nf1uenc1ar en e] resu‘ltado-V

sero]égwo e:h opato‘légmo S1n embargo con e1 fin de conﬁrmar 0

descartar 10 antemor postemores estudios -deberdn ]1evarse a cabo

con una pob]amén 'mayor‘ con résultados positﬂ/os a la prueba de ELISA.
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