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EL GATO LOCO 

Lo he calumniado. Le he llamado el gato loco: he dicho que necesitaba un 
psiquiatra. Me he burlado de él torpermente. 

En cuanto empieza oscurecer. mi entras 1 a gata se acomoda en los 
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. detrás del buró, con un itinerario fijo e insistente: 
luego sale al patio y se pasa toda la 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 la mañana. más o menos. se viene a dormir. Y así todos 
los días. 

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

De aquí en adelante le llamaré el patrullero de la noche, el vigilante 
del amanecer. 

Jaime Sabines. 

A mis gatos y a todos los demás animales que han contribuido en mi formación 
como médico veterinario. 
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Resumen 

Mart1nez Romero Esther Gisela. Hallazgos anatomopatológicos y su 
relación con los valores de densidad óptica de la prueba de ELISA en 
ovinos seropositivos a Paratuberculosis. en Mart1nez de la Torre. 
Veracruz. (Asesor Dr. Gilberto Chávez Gris). 

Es importante emplear técnicas de diagnóstico efectivas para detectar 
animales con Paratuberculosis en estado precl1nico de la enfermedad. 
La finalidad del trabajo fue identificar lesiones macro y 
microscópicas en animales seropositivos a la prueba de ELISA: 
describir la posible asociación entre los valores del coeficiente de 
densidad óptica CD.O.) de la prueba de ELISA con la gravedad de las 
lesiones histológicas y la cantidad de bacilos ácido alcohol 
resistentes por macrófago CBAAR/M). Cincuenta y uno de 549 C9.28%) 
borregos resultaron positivos: se realizó la necropsia a 17 animales 
seropositivos y 3 seronegativos. Macroscópicamente se observó 
engrosamiento de la mucosa en íleon terminal . 1 os l i nfonodos 
mesentéricos e ileocecales se apreciaron aumentados de tamaño con 
aspecto nodular. Los hallazgos histopatológicos se clasificaron en 
lesión tipo l. 2. 3a. 3b y 3c. La lesión tipo 3a fue la más común 
tanto en válvula ileocecal como íleon. y en yeyuno el grado 2 fue la 
más frecuente. Diez de 20 animales se distribuyeron en el subintervalo 
de O.O. 0.789-0.878. donde las lesiones 2 y 3a predominaron. Nueve de 
20 animales presentaron 8AAR en la lesión 3a y 3b. no se observó una 
distribución hacia algún subintervalo de O.O. en específico. El no 
haber observado una clara asociación entre los valores del coeficiente 
de O.O. de la pr-ueba de ELISA con la gravedad de las lesiones 
histológicas y la cantidad de BAAR/M en la población estudiada. puede 
atribuirse a respuestas inmunológicas variables. tanto celular como 
humoral. durante el curso de la enfermedad. las cuales pueden 
influenciar en el resultado serológico e histopatológico. 



Introducción 

La paratuberc~losi~; CPTBr és':una,-~rifermedad crónica que afecta 
,:. r;::'" 

a los rumiantes silvestres> domésticos y.de zoológico. la cual se 

caract~riza J()~ (~~u~~~>·ú~~·,~~~feritis crónica granulomatosa1·1 • El 

age~te. cá¿;al}~~ifjj~bag~¡g~t2i~~~/J~·subsp. paratubercu los is CMap>. un 
. '._··.': ~\ .. :r~ ;:_f;:;~~··:º::~ ~-~-~:~¡·;_~\~~:·~,,;\:~:\!~~';;~~~~\;~-;~--·.>}~·~~~~:-~- >;::': -~ ·<r. - "; . - . 

bacilo .intracelular ·de:o:s~1;s·:µm>;kido·a1cohol resistente1
•
3

•5•
8

•9• La 

::~~J~~~~~~~~lj~~~~f:~~~,~~ó!~~::7; :,e::·:: 
presenda ~;·~ei ~~~i~os ·.ú~~~~t:~l~~llol resistentes. En 1906. Bang 

reconoció;q~e.'.la enfermedad ~o:~~ª tuberculosis y la llamó enfermedad 

de Johneo ~seudotubercu16sis1 • 
Las pérdidas económicas debido a la enfermedad son 

' . . 

considerables. En Victoria. Australia se estima que las pérdidas en la 

industria lechera Y cárnica son de S7 .5 millon~s/año9 • Estas pérdidas 

se atribuyen o son consecuencia de la muerte del. animal con signos 

cl1nicos o a los efectos subcl1nicos, como disminución de peso. 

fertilidad y producción 1 tictea2·3.9. En 1 os recientes años. 1 a PTB se 

ha convertido en un asunto importante de salud pública debido a su 

posible relación con la enfermedad de Crohn3
• 

La v1a de transmisión es oral. mediante la ingestión del 

microorganismo. en agua o alimento contaminado por las heces de 

animales infectados1. 11 • Otras posibles v1as de infección son la 

intrauterina y la ingestión de calostro y lechei.9 •12 • El largo periodo 

2 



de incubación permite la eliminación de bacteriás a través de heces 

por l'Ms de 18 meses·: antes de queº .l9s sign'os el fnicos sean aparentes. 

En los casos;clf~Icos .. 1a'elimi~·a~ión de ~i~roor~an~smos puede ser de 

mas de .S )(' 10 1~ m"Íc~bacteri as/d1a1• Los animal~~· ~on m~s susceptibles a 
-., ··<,•··"-,,'.· ':<'; .·.· - . . .-\,- --· . 

la infeccióii;en iC>s primeros 30 días é!e.vfcii1.'"§e1 .. riesgo de infección 
-:·.·", .. , 

se reduc~:}o~forme avanza la edad. per°' pU~cle·:co~tin~ar hasta los 12 

meses de edádl.9. La enfermedad clínica)e:ded~r·r~ll~ cuando el animal 
·:.·~:.:.>-

ti ene de 2 a 5 años de edad. Eri\-la~ ~~yof.1a de las infecciones 

naturales de PTB se presume que la·r;e~Ílues'ta·;del huésped elimina al 
.. <:.:·,.¡-,';:-----. 

microorganismo. pero una proporciÓnYc:ie\Yos'• animales permanece con la . - ,. . "' ....... -!; :: . 

infección y después .de una.fils~_s¿b<::11nib~ se .desarrolla la enfermedad 

cuando son adultos2 •.• 

Después de la ·ingestión de :la ·micobacteria. por endocitosis se 

introduce a las células M Ccélúlas membranosas) localizadas en los 

domos que cubren a las placas de Peyer del 1leon y yeyuno1• Las 

micobacterias intactas o degradadas son transportadas en vacuolas a 

través de las células M por transitosis a los macrófagos en areas 

subepiteliales e intraepiteliales de las placas de Peyer y lamina 

propia adyacente. Después. las micobacterias dentro de los macrófagos 

pueden migrar vía linfatica hacia linfonodos mesentéricos y sitios 

extraintestinales. como la glandula mamaria. Dentro de los macrófagos 

se inhibe la maduración del fagolisosoma por inactivación de la bomba 

ATPasa1 • Los macrófagos intestinal es son las células blanco de la 

3 

¡......_ _____________________ ..... -·- ...... 
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infección por Map1•2 • La evasión y resistencia a los mecanismos 

i ntracel ula~res de los macrófagos son preréquisito para la 
. . . 

persiste~cia :Y ;~ulfiplicación de las micobacterias. y el desarrollo de 
_,·: " 

la enferrrieciad. 

·· .. Lis:'.lesibnes tempranas se desarrollan en las placas de Peyer y 

posteriormente se. extienden al. néon. En. ~vinos y caprinos la 

infección de PTB comienza en i~S~1~ds de P~yer d(?l yeyuno y vtilvula 
:-.;.,·:·~· :_:-,;./,· -~:F:. .·-.:. 

ileocecal. las cuales · sonLei Único .·fe.]ido linfoide intestinal 
- ~ :- ·-,:::\·:~- ··- <-.. 

persistente en animal es ·aduÚos7 • < En·· rumiantes. las placas de Peyer 

continuas en el 1leon son re~pónsables de la linfopoyesis de células B 

y a diferencia de las placas de Peyer del yeyuno, constan de 

abundantes folículos de células B con pequeñas tireas interfoliculares 

de células T. Las placas de Peyer del íleon contienen de 1 a 2 t de 

células T. en comparación con un 30-50 % de células T en placas de 

Peyer del yeyuno. La falta de células T capaz de .efectuar inmunidad 

celular sugiere que las placas de Peyer del íleon, cuyo mtiximo 

desarrollo se lleva a cabo en animales jóvenes. es un ambiente 

favorable para las micobacterias. Parece posible que la disminución 

progresiva en la susceptibilidad a PTB con un aumento en la edad. estti 

relacionada con la involución concomitante de las placas de Peyer del 

íleon y la desaparición de este sitio que favorece la persistencia de 

micobacterias1• 



' . 

La protección contra la PTB depende de la .respuesta inmune 
-_-- -"-"""' .~- ~---=--• ..,, 

·, 

celular. Después _de .• la'. infecé:i ón lía.Y.úría irespÜesta celular temprana. 
·' ··:.::< -

la cual comi~nza a disminui~/ ~ásh1:i:ifa1iñent~· en animales afectados 

cróni camellte:·. Por ;'~·r~~~~~~rió~ ~1~Ósiallt~~J¡~P~r~éricos son usualmente 

::~+';f f~~~4~thi~itf ltf t\~1i~~f ',:,~:,:: ~ :::: 
hi stopatológico c•:crelacionadOc'e'Con;:\:var.ias;'. f'.eSpuestas inmunológicas, el 

cua 1 · ~~t~ •• ;f,~~f i.1"1~~:~,~~~;J~~);:~;,}t~.~;~j';~~;~~\2 ; formas distintas de 1 a 

enfermedad:'. una·/'cfoÍ'llla'..·!tuberculoide'.; Cpaucibacilar> con una fuerte 
·'~'.{~ - ;.•;,.,_-.} >-.¡--' -;:,_.:-~:~~;',-;:',;','. 

respuesta ,,:inríiune\\celula_r':' ca'r~cte17izada por pequeños granulomas 
-' _.:· -\.-~;_-_ ... '-~¿-o:. 

formados pór \ cél ul a's epiteliói des rodeadas por abundantes linfocitos 

con escasos o nulos bacilo~ ~cido alcohol resistentes CBAAR), y una 

forma lepromatosa Cmultibacilar> con una fuerte respuesta inmune 

humoral acompañada por · lesiones compuestas por macrófagos con 

abundantes BAAR. Se cree que los mecanismos de las células T no 

eliminan 1 a infección, por 1 o que 1 a mi cobacteri a comienza a 

proliferar e inducir el desarrollo de una enteritis granulomatosa 

difusa (forma lepromatosa>. Cuando las lesiones son causadas por una 

respuesta celular excesiva contra los organismos resistentes, 

provocando una persistente e inapropiada reacción de hipersensiblidad 

retardada en el intestino, se presenta la forma tuberculoide1•2 • 

Las lesiones macroscópicas se caracterizan por engrosamiento 

de la mucosa intestinal. principalmente del 1leon terminal, yeyuno y 

s 



ocasionalmente duodeno. Los linfonodos mesentéricos e ileocecale.s se 

encuentran aumentados de tamaño·cori aspecto edematoso y en ocasiones 

presentan calci,ficación . .Ta~~i~fl se p~esenta linfangiectasia 1 ~ 13 : Las 

lesiones llÍicrcíscÓpi~a~'~edi~Tcieh,en3,~ategor1asM. El tipo 1 consiste 
- - - ,_..,_:- - <":_,.-··· .. ~-----<)·:E·.c.:-.. '·?'·-:::·_:_,::.\_·. __ ·;;·-·_",_ .. _. . -· ' .-.. -¿-.·· .. ·-

en lesiones focales e~ la .zó'ná·.inte~folicular y básal. dé las placas 
,,. :,:\,:/;•\-. ·-'· 

de Peyer .· compÚestas poÍ:' pequeños'. grallul'omas . fÓrmádos por. macrÓfagos ·:Y 
,. : · •.. -· . ·' ·. ·•. .·.;: -· .. -.. •.«' "· ' >/· "-~ .· : . ' .. .'' J. 

cél Lilas epite_liÜdes': ·2~~ú··no .se obse~van BAAR. En·.··éi ~ ffM;:'íl .• 1as 

lesiones son.··.··m~s.·····mar¿;~as;,.~~.g~~.;::jl~::s·.·~:. j~Y,~~:.~1.~~Lg~~~.uj~anas se 

extienden hacia ··1a m•uc~~a·i~testinar•as~ciada c~n las-placas de Peyer. 

pueden'··obsérvarse . ~n·~ia·~."-~:~~~{~,~~~·;;{~:· ;;~>l~~{~~-~~~pil.~Yen ·las 

ve 11 os i dades · adyacentes; ~'.~;~~~:~~,~~~~-;;.d~·~·~;y;r·:· ···Y. s~··a~reci ~n a 1 gunos 
- - _·-··. -.. ,,.::-.. ~:-.--<-~:~-.-<'}~'<.:Y'~:-}:··\;1~~,_~\~;_~:,_.·)_.,>!·\(<:;,:-~·-· ... ;_S·-~· :._-:'··. :··.',. 
BAAR. Del ti ¡jo III :ise/J'. récoiloceri ª :sl,!bti pos; . ~11 'donde 1 as. lesiones 

• ·;-e·-~: . '~-¡;;:;' ·--~-.f~:~·-J'·~~,·,; J-"' <Je~)~:.:;:'·;·~ ; -, 

granul ornatos as afectan 1 a mucósáú1d.Yilceríte y no adyacente a 1 as placas 
- - - ... ---·:-,·--º-'- --:~~;L' ,.;~~-'.;:. __ : ).·- -·-- - --

de Peyer. El subtipo IIIa '~consiste en granulomas multifocales 

principalmente en la lámina propia~ los cuales involucran más 

vellosidades causando su engrosamiento. En 1 a submucosa y serosa se 

aprecian focos de células inflamatorias, principalmente linfocitos y 

macrófagos a 1 rededor de vasos 1 i nfáti cos y sangu1 neos. Se observan 

moderados BAAR. El subtipo Illb se caracteriza por causar una 

enteritis granulomatosa compuesta por gran cantidad de células 

epitelioides. macrófagos 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 

6 
· ¡ 
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'~····~~:::.:.-'.: .. :,:,.:_; ··--·~-~ ~--·.-~-

atrofia y fusi~n de vellosidades. Se aprecian numerosos bacilos BAAR. 
'-=..,·~ .. e--- ' .-, ~- -'-

El subtipo q1c esta compúesto por<grani.llbrnas compuestos por 

macrÓfagos ;y céluÚ1s.gigantes localizados en las placas de Peyer. En 

la mucoÚ i~t~s~;~~1-~•predomina :in~!lt;~do inflamatorio compuesto por 

abundant~s ··~1i ri'~db1~t~~," ~; c:Ja i infiltra la mucosa difusamente hasta 
·;'-. ~ ;:-~ ... ~·.: .·--;·;\._. ->« ' .": ~,:::' .. ·, 

las puntilsi'cle lasTvé11ósiclac1es:; En la submucosa se aprecia edema y . . ' . ... " :.-.. ... - .. . . ' - . ·, ~ ·, 

agregados de linfocitos y células: plasmáticas. Se observan escasos o 

nulos BAAR14•1&. Se sugiere' que ~stas categorías histopatológicas 

representan estadios en la patogénesis de la enfermedad, los animales 

adultos con lesiones granulomatosa~'.}d~ales <tipo l), probablemente se 

infectaron en edad temprana, ~e~b f~: ~~~ermedad se fue controlando por 

una efectiva inmunidad celul~r:i·!L~s clasificaciones II y IIIa pueden 

representar la progresJó~·éJe\Ja··~nferl11edad en la edad adulta debido a 

una falla en l~s ;~an~~~s '~n~~nológicos 1 • Las lesiones histológicas 
.. -'.<": -.. ~~: '._ . 

intestinales -se .han relacionado con el grado de infección 

micobacteriana · en los tejidos. La posible relación entre las 

diferentes poblaciones celulares con los signos clínicos. los 

hallazgos serológicos. las lesiones macro y microscópicas. no han sido 

evaluadas estadísticamente: sin embargo, se ha visto· que puede existir 

una relación entre un gran número de BAAR con' infiltración por 

macrófagos. y escasa cantidad de BAAR con la presencia de linfocitos16 • 

Las lesiones histológicas en estadios subcl1nicos se caracterizan por 

la presencia de células gigantes tipo Langhans individuales y escasos 
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grupos de macrófagos epitelioides; Cuando están presentes. los BMR se 
---

localizan en el citoplas'ma de las ~éluÍas gigantess. ·. 

Los signos ~11niC:~s-cieC~~ ·PTB son la pérdida crórÍiCa de peso. 
1' -- .. <.... <. -

di arrea intermiténte)<d~-~i.l i~a.·d; postración, deshidratación. en 

ocasiones se obsérva'.ecl~a ~IJbríÍa~Clibular. ascitis. hidrÓpericardio y 
' • -"¡ ,~. ·', . ::' "::'-':·.·~ .·" ,:.· 

atrofia serosa_dé>.la)}ira~a 1 '. 2 • 7 ·í:i. La pérdida de peso corporal es una 

consecuencia dela/~~-ia<~bsorción y pérdida de proteflla~ debido al 

engrosamiento de l~ ~:cosa :por el infiltrado celular~::otra causa que 
. .. ·.' ;{ .·,~ '? ·,,_~ 

contribeye a la pérdida de peso son las elevadas conééntraciones del 
' ·-· . ·. ' 

factor de necrosis tumoral a., el cual aumenta er•catabolismo tisular. 
,,, 

El hidropericardio y la aséitis se deben, a ul1a h'ip~proteinemia. La 

diarrea es poco frecuente. y ocurre cuandb i'as les-io~¿s se ~xtienden 
···,· ,:·:.,--, 

al intestino grueso e interfieren con la resorción< cié~ Úquidos 1• La 
- -- 't'"_-_.,-, 

infección de paratuberculosis se divide en tres etapa~/ [~·la etapa I 

los animales se encuentran en estado prepatente y subclfnico, aCín sin 
- . . .. - . 

eliminar - organismos detectados por la técnica de cultivo. En el 
- '.,· .. 

estadio II los animales no muestran signos clfrÍicÓs ·pero están 

eliminando microorganismos detectables por cultivo. En el estadio III 

ya muestran signos clfnicos. y usualmente son positivos por cultivo 

bacteriológico y pruebas serológicas 17 • Durante las fases terminales. 

otras infecciones oportunistas pueden aparecer y contribuir para 

acelerar el curso de la enfermedad3
• 
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-·-----·--·----· ---.---~~·---·--···~-·"· ,;_ -·-·----···--~· -· --

Las pruebas que se __ emplean mtis comúnmente para el diagnóstico 

de PTB son: _ fijación _del complemento. inmuno ensayo enzimtitico 

CELISA>. inmunodi fusión · en gel de agar CIDGA>. prueba de 

intradermorr:e~C:ión./~ultivo bacteriológico, reacción en cadena de la 
. . .·:-, '~-

polimerasa CPCR> y-e~iudio histopatológico12•15•18-zi. 
'•' .. >-'•-¿.,;e:'-.. · 

Las han sido 

consideradas pruebas' de gran valorfúso.en'.e1/~iagnóstiC:o de la forma 

multibacilar _·de paratuberculosis' ~n{óV~~~s2~. La detección de 

anticuerpos de Map en -~l sue~o'•;~~ ~n~f;~~;te evidencia de que un 

animal estti infectado. Los 'dif~r~n~~~·/~6~~entajes de sensibilidad y 
'1·-

especificidad informados por: dite~~~~~~ autores se muestran en el 

cuadro l. . . 

Debido a que la paratuberculosi s es una enfermedad con un largo 

periodo de incubación y un alto porcentaje de los animales permanece 

en estado prepatente y preclínico. esta enfermedad no es diagnosticada 

oportunamente. por lo que es importante emplear técnicas de 

diagnóstico efectivas con la finalidad de establecer un programa de 

prevención y control. 
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Objetivos 

l. Determinar 1 a presencia de anticuerpos anti -1-(ycobacterium avium 

subsp. paratuberculosis en un rebaño de borregos pel ibuey con 

antecedentes clínicos y serológicos de PTB, mediante la técnica de 

ELISA modificada. 

2. Identificar y evaluar la presencia de lesiones macroscópicas y 

microscópicas de PTB en animales seropositivos con la técnica de 

necropsia ~Y estudio histopatológico. 

3. Describir la posible asociación entre los valores del coeficiente 

de densidad óptica de la prueba de ELISA con la gravedad de las 

lesiones histológicas y la cantidad de bacilos ~cido alcohol 

resistentes por macrófago. 
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Hipótesis 

Los animales seropositivos presentar<1n lesiones macroscópicas y 

microscópicas características de PTB. 

A mayor valor de coeficiente de densidad, óptica de la prueba de 

ELISA. mayor ser<1 el grado de lesión histológica. 

11 
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Material y métodos 

· El estudio se desarrolló en el Centro de Enseñanza. 

Investigación ·Y Extensión en Ganadería Tropical. situado· sobre el 

kilómet~o .• 5~5 de. la carretera Federal Martínez de la Tor~e~Tlapacoyan. 

Tlapacoydn.Fveracl'uz. Tiene un .clima Af. cm)~ ¿~;:i<cci1lido-hCmedo-
·,~<· ,,~_,,·;:.~.. , .-·,,-_,:/··,· 

.regular);.~:,¿~~'Xuna.• temperatura 'media·· anual de/:21:1°c: lluvias 
_..;.·.'.;_,_¡' .. ,", ,__., <';) ·;:_. 

abunda,rite~Jer ;~~~:ª~ºc:y ,iHHc:i~·io{ de'.oti>fi~: de·· menor intensidad en 

invierno>is~;·P;:i~;hit~~~~~·"dia •ariu~l e~·:¿e i'.293~6 milímetros31 • 

. ·.-,< .. :_,yr;·_ :))· . .. • 

.- - ' '_ ., ~- . . .- . 

l. Grupo ·de animales 

Se tomaron muestras de sangre de un rebaño conformado por 549 

ovinos raza pelibuey, hembras entre 1 a 4 años de edad. con 

antecedentes clínicos como disminución crónica de peso. y serológicos 

de PTB mediante la prueba de inmunodifusión en gel de agar. 

2. Colección y proceso de muestras 

El suero se obtuvo de la colección de sangre a través de la 

punción de la vena yugular. empleando tubos sin anticoagulante. La 

sangre se dejó reposar a temperatura ambiente. Una vez obtenido el 

suero. se mantuvo en congelación a -30ºC. 
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3. Técnica de ELISA 

Se realizó la técnica de ELISA modificada para la detección de 

anticuerpos anti-Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis en todos 

los sueros, empleando el siguiente método: 

Adsorción del ant1geno CAg) a; los pocillos de la placa, depositándose 

100 µl de Ag C0.04 mg/m~ ~, de':tanípÓh de carbonato en cada pocillo, 
.- -'>' -:·~.;:::_. ;_ ~-~:. 

siendo mantenida. la plac'a á;',f~c durarÍte•.toda la_ noche. PÓsteriormente 
¡.>· '-·.'.· .. -,-~·,·;::,···:~.~.¡},. ·-··/: ,., ··:¡~---- ·~; . .,,· ,';.:·. . ~ 

se lavaron 3 veé:es'las placas concia solUción salina. conservándose a 
• - - • - • • • "" e • •: • <-':• :'-'" .':_ • ~· ,;,; • " ' • ·. ·' • • 

4ºC hasta Ja;~ re~'í'ii~'ció~ -de<Úá >prueba .. P~eviaménte al ensayo, los 
: ,, " "'t.,,:~;_,•:' •-:,•.•>,': :: ~ '";' '• ·; 'V 

sueros'-probiema'fúero~ ¡dsorl>idos -.-con .• una suspensión de Mycobacterium 
-- ~::- ' -·. ~- --- ;;·~---~. ;. --· ,-

phlei. a la p-r~p~~dón ·de<r:i'. durante toda la noche a 4ºC. Se 

depositaron 100 µ1- d~l; sue;C>~J);Óbl~a adsorbido en los pocillos de las 
- ·-, -, .. ·-·-

placas fijadas con u~~ di;uc:lód 1:100 de PBS-TG (solución amortiguada - - . . 

de fosfatos-Tween gelatina>:' En cada una de las placas se colocó un 

control positivo y .'un control negativo. Las placas se dejaron en 

cámara húmeda a temperatura ambiente durante 2 horas para su 

incubación y, posteriormente, se lavaron é:on TBS-TG 3 veces. 

Posteriormente se añadieron en cada uno de los pocillos. 100 µl de 

suero anti-lgG a una dilución de 1:4500. y las placas fueron incubadas 

durante 2 horas en cámara húmeda a temperatura ambiente. Al final de 

este periodo las placas fueron lavadas 3 veces con la solución de 

lavado, se añadieron 100 µl del sustrato ABTS, y se incubaron durante 
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-------_ __:..., ____ --···.:.-.,J_. _____ ..:..,__:_ ..... 

15-20 minutos en agitación constante y en obscuridad. La adsorbancia 
. o-·-=_--.=- -~ -

de -- caciil i>úi-c:a- -se - m1 di ó ·---_ emp 1 e~lldo un esil~~trofotÓnetro {E1 xaoo 

Universal Mic~oplate Réacier- BiO-Tek Instrllllénts. InC:-> C:ori"-un:.filtro 
-< .'; ;·,/ - '•.-,'' ·, ·; ~, "; _.(::.,_:¿. ·-.d'.:~-0 :-'./:.~-=·_,~;:, .. ;~ 

de una•.·•_1 ?ngi t_u8-_.de onda,'-de_··_405. nm . ___ y•·-·- se·--.obtllvo·;··Un/ c.°ci.ente_-_'.restllta.nte 

de' 

negativos. 

Los 

ELISA se muestran en el cuadro 2. 

4. Evaluación clinica 

La condición corporal de los animales_ seropositivos se 

clasificó en: buena; donde las apófisis transversas no se notan y la 

estructura- ósea_.no es detectable; regular. donde las apófisis 

transversas pueden detectarse por palpación; y mala. donde las 

apófisis espinosas emergen prominentes sobre el lomo y se muestran. al 

igual que las apófisis transversas. muy puntiagudas. 
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S. Estudio anatomopatológico 

se· re61izó la- neérapsiá de 11 animales seropositivos y 3 

seronegativos; ya' qlle:nc{sé,, pud~ tener acceso al resto de los animales 

positivos por;;·rm;tivos:/'ilj~no~ al . diseño del presente estudio. Se 
... ,_._, ,·.·::, 

·.--= "·:::_'.·· :~, '.~ 

practicó la eutanasia~'con plstola de émbolo oculto e inmediatamente se 

desarigraro~·,'pb~·.~~ .. ~~~a;yugUlar. Se llevó a cabo la revisión detallada 
,~-.,~·.,,: :''." 

del i ntesfi;~oA'Je1 gado '. l i nfonodos mesentéricos e i 1 eocecal es. . se 

tomaron muestras·d~·válvula i.leocecal. íleon, yeyunoconc1>,~aca y sin 

placa de Peyer. l infonodos mesentéricos e i leocecillés. Jl.~~< ~Úestras 
.. ,. \ ":~··:.-, 

obtenidas se colocaron en frascos con formalina amortiguaga al 10% 

para su fijación y posterior corte a 4µm. Dichas; muestras se 

procesaron para su estudio histopatológico con· la técnica de 
-- - .. 

l)ematoxilina y eosina. y tinción de Ziehl-Neelsen para la 

identificación de bacilos ácido alcohol resistentes. 

6. Análisis de resultados 

Se determinó el número de suerospositivos a anticuerpos anti­

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. 

Las lesiones histológicas se clasificaron en categor1as l. 2, 

3 C3a,3b,3c) 13
, con base en: presencia de lesiones granulomatosas, 

localización de los granulomas en las diferentes regiones y capas del 

intestino; intensidad y distribución de las lesiones, tipo de células 

observadas; además de la presencia y cantidad de bacilos ácido alcohol 
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resistentes. De un tata 1 aproximado de 200 macrófagos observados en 8 

campos diferentes de la mucosa ·int~stinal; con ~V'objeti~o 40X, se 

determinó el número promedio de bacilos áC:ido>a1¿ofiri1 reiistentes por 
.'- ) ,. __ ,. ,, .. - . . , . _-.,_~' 

macrófago (objetivo lOOX), empleando.' ra'h~os\de:;la\siguiente manera: 
. . .... ' : .·_,~~ .. ; ~' 

de incluir a los' animales seron~gati~os), ~l C:ual 'se .dividió en 5 
-~ '· . 

y se asignó cada animal a su 

o <ausencia de BAAR>. 1 fr:10,ÍJ.4AR>.::'2 c1ci~6o)t)/3 c>6o>. 
:_,., =~· .. >. ; ;. '.-t-~ ---~~.:~_ ·:~:~'.:. -, . -

Los va 1 ores de 1 coefi ci ente . de dens i clacl Ópt foá' de la prueba de 
. ·- - ... ~;.f ·- ' . . < ' • 

~~o,'" ·-t~:- ·'-;-',;' : 
ELISA se encuentran dentro deÍ- interval0'0.7ÓO's\)( ~ 1.145 Ccon el fin 

rango 

respectivo '.subintervéllo; de acuerdo a la clasificación histológica y 
' :.;;,:/ -1.'.'.• -

subintervalos'.:' de! i~6a1!' {;ngit~~ .. 
'·:._''.".:- --< .. --

número prÓ~cli~ de BAAlt 
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Resultados 

l. Resultados serológicos 

Con base en el cociente de densidad óptica CD.0=0.800). 51 de 

549 borregos fueron positivos a la prueba de ELISA. generando una 
. . 

seropreva l enci a . del 9. 28% ~ 

2. Hallazgos clinicos 

Cuatro de 20 animales ·. (20!1:> presentaron una mala condición 
' . - ,·· -. . ' . 

corporal. 7120 C35%> ·una condición corporal buena y 9/20 (45%> una 

condición regular. 

3. Hallazgos a la necropsia 

Las lesiones macroscópicasÓbservad~s en el estudio post mortem 

se muestran en el cuadro 3) L~. m~cosa del intestino delgado. 
,,._,: ··'· 

principalmente del 11eon.·y men~s"irecuentemente del yeyuno y vi1lvula 

ileocecal se observó engrosada •. caracteriza da por pliegues transversos 

prominentes (Figura 1>. El engrosamiento de la mucosa se apreció sobre 

todo en 1leon terminal. Un patrón con distribución segmental de 

engrosamiento de la mucosa en el 1leon y yeyuno (lesiones segmentales 

separadas por secciones de intestino normal), se observó en 9120 casos 

en 1leon C45%) y 6120 casos en yeyuno (30%). 
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Los l infonodos i leoceca les se enc9!Jtraron. 

aumentados de dmáfto,'en}14/20 1 '~nimale~ ÓO%'>. usualmente con aspectO . 
; . --~- ·~ ·~:~' "!: 

edematoso en Í3/20 ''ilnimaies (64%'> y con aspecto nodular en l~ región 
i·;~;;, :;··:~:o"~->·~;_,;·.·_,;~;~.'.-;~_: __ ~· ~,.'.·~~-::':.·~·-' _ 1·-c~'.>' ?:.:-·-·c .. ·o· ·'··-· ·-' .·;---.',·-~~:. _:'~·.·': ·.','-.- - - • '---

cortical y. medular: ~ií:·,;;ai2o'f;·indi~i.d~os ·(42%'>.< .. :Se. ·obs'ervó 

l i nfangiec~~s'i.~i .1:~~·'.·:j/io ·~nf~a f~/··;'fas%» : El · edciiia ién;1f;~·i ~'} p~re~. 
i ntestin~1,':'.i~~·'.; g~:~~~~11il~9~i~c~n~i~ini~I~ :fi:< i·~· ~ay~~1 a :de''1os·, áni~a\~s 
c1a120>:2C~~ ;~~i~~1~5':C::o~ H~~ió~és;s~~e~~·~ en. 11~on·• ¡)~e;entarol1. eciema 

: ··< - ·~,{~. . .;~~¡~- ::.:;·:. - ; ':~-~ : ·,; .. ; :: ) 

en la p~r~d 1 intestinal'y linfonodos aumentados de .tamai'io con aspecto 

edematoso.··. En 1 animal no se apreciaron lesiones macroscópicas en 

yeyuno e 1leon. y en 6 borregos los linfonodos mesentéricos e 

ileocecal es no presentaron cambios macroscópicos. No se observaron 

lesiones macroscópicas de Paratuberculosis en duodeno. colon y recto. 

as1 como tampoco en otros órganos. 

En el cuadro 4. se muestran otras lesiones observadas durante la 

necropsia. 

4. Hallazgos histopatológicos 

De acuerdo con las lesiones histológicas clasificadas en 

categor1as l. 2. 3 C3a,3b,3c>. 19 de 20 animales presentaron alguna de 

estas categor1as. En el cuadro 5. se muestra el porcentaje de animales 

que presentaron cada grado de lesión histopatológica en válvula 

ileocecal. 1leon y yeyuno. 
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Lesión t~po ;}:;.c~lesiones __ c~~~uest'as por~ escasos granulomas 

focales en la zona.interfolicúlar .Y' oá'sal de las placas de Pé.Yer;-
-, ' ., . , . . .. " ~ ;. . .. . , 

tanto en vá1y~1a:'ileo~e~~L 1i~on /;~yuno,~(Figura 2). Se. ··~-· 
múltiples . gral'lulooias · ...• asociados·.0.'á .'-p~~~sitos, ·.· 

inflamatorio ·cornp~e~to¡; •. ~br't.;~~~~~~fNos·~-'..-1;nfoc,Ú?~·-'.j, ~:;''/ é> 

neutrófi los en la múc~~~. ~ón; di s~ri bue ion di fúsa; ' En' )osi/.Í, i~r,?,~jdos 
se observó edema en ,1 a; re~f~~ .. '.:ed~l ~ r. i di sc;:~~~~~cii:6~t;-déi;gr~'i>bs de 

macrófagos. No s~. o~se~va~~n ;B·Ak. ~e ·observaron· 2 ~asisé·~~,-~ÚZu1a .·· 

ileocecal. 2 en íleon y 1 en y~yunó. 
Lesión tipo 2: se caracterizaron por la presencia de 

con variación en número, en la zona interfolicular y domos· de las 

placas de Peyer, y en la mucosa asociada al tejido linfoide, sobre 

todo en la zona apical de las vellosidades <Figura 3). Con menor 

frecuencia se apreciaron células epitelioides y macrófagos dispersos 

en mucosa asociada a tejido linfoide. En la mucosa se observó moderado 

infiltrado inflamatorio compuesto por linfocitos, eosinófilos y 

neutrófilos con distribución difusa; múltiples granulomas asociados a 

parásitos en submucosa y mucosa. edema en la submucosa con infiltrado 

linfoplasmocitario moderado difuso, y atrofia y fusión de vellosidades 

multifocal. En los linfonodos se observaron grupos de macrófagos y 

células epitelioides que coalescían, así como edema en zona medular. 

En la válvula ileocecal se encontraron 3 casos, 4 en íleon y 7 en 

yeyuno. No se observaron BAAR. 
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Lesión tipo 3a: se con:formaron por granulomas m~ltifocales. los 
.. -~ 

cuales. en algunas zonas llegaron a confluir; .eriSwlnucosa asociada :y 
:: .·. ,:_.-:·· 

no asociada .a liis placas de Peyár..'princlpalmente en la parte ápicay 
• -· . . • - .. - •. . . - . • . • . • . -- ' ' + - . ,_ -~-'-'·· ;·' . - . - J - ¡ 

- ' ,,,,::. '.:- ~ ~- ~.:':.: - -;·,' •' 

::::::~~:·~~~.~~{~~,~~i~~¡t0;!~1~~~~~~~:::: 
granulOITI¡¡s se_ 'loéalfzarori ,,;células _ epiten:oides. ·.En .. la mucosa. 

submucosa :y, serosa::z~:~(;~~~~c;~;d~ ;-~~-~uk~{ célula~ : gi gan~~S';·. Ademas se 

:::::~. Yf~~~~~~{,;aiiJ¡;~!v~;;J::::· ~~~::ii ':,;=::~:· , 
•¡-:.:.~ ~'Ji:,-: ,_:4~:4~·- 1·~-:.:-·· .... ·,e,;; .- ·:·'. 

vasos _1i'.~fa~i~cq~\';:~1.#~~~{<~~~r~1oo~s_ a~ociados .·ª . pa~a~it~s en 

submucos~? '],am;~_ª\~ro~i~_·;presencia de cocci,di as,.· i~filtr,~dº./~Klderado 
difuso por linfocitos, eosinófilos y escasos,neutrófilos con extensión 

,",·:_._,--_ ... -·· ... '': 

hacia la submucosa •;Alrededor de ·1os vasos· 

localizados en la se apreció abundante infiltrado 

linfoplasmocitario. En la muscular se encontró discreto infiltrado 

linfocitario difuso. En los linfonodos se observó edema en la región 

medular. abundantes células epitelioides. macrófagos y granulomas. los 

cuales en su mayoría coalescían con distribución difusa. y escasas 

células gigantes. Ademas se apreció un foco de necrosis con 

calcificación. asociado a parasitos. Se observaron moderados BAAR. En 

valvula e íleon se encontraron 9 casos respectivamente y 5 en yeyuno. 
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Lesión. tipo 3b: se caracterizar~n por abundantes granulomas y 

células epitelioides en la> mucosa·- Cas~ecto•--_de· mÓsaic~> 
distribución· diiusa (Figura 5). los cuales se extertcÚan~hacia 'la 

interfolicúÍ~f".Yd0mosde las placas de ~~;er:'.y·eri·c·riJ~b?~antidad en 
: -~~·:!·"·~~:;'- "<'._-= -:---; -~ ... - ,7~~·::f-·-°'.·- --·~.-·- '· 

la submUcdsá'y se~osa. Se apreció atrofia,-y-\-iú{ión ~l.:vellosidades 

gravejdifi~:·a~ l infangi ectasia en lámina• :'~r~11·1~l~J~~·-~~~:,•i:~%1'i~ado 
.li~fodt~¿i~discreto difuso en la• subm-~~61~-~/A~i~~"{;f~ci~rnc;d~rado 
difusoporlinfocitos y eosinófilos en la muc~~-~.:,a¿~ic~}'~o~C:id)ias·y 
un granúloma asociado a parásito. En la capa ~úscll1~{~;1~J;~~~~también 

.. ' . . . - --,~(~>:-3 :· :!-\·, --~··_:,__-. -· -
se observó escaso infiltrado linfocitario con di'sfribución:;difusa~ En 

. -· :T~·- , .,,, ·--~;~:--·, .. 

la sero~~:_¿e··~bservó un foco de necrosis con calcificación/;'asociado a 
,·,,.- q . -. • , 

parásit?s'::é'E::~>~1 linfonodo se apreciaron sába~a~- d~- g~anulomas y 

célula~- ~eitel ioides. escasas células _gigantes con di stri buci ón 

difusa .. /edema en la zona medular. En válVula ileocecal. 1leon y 

yeyuno se encontraron 4 casos respectivaniente. Se observaron numerosos . 

BAAR (Figura 6). 

Lesión tipo 3c: se conformar:on por granulomas multifocales en 

la mucosa asociada a tejido linfoide. zona interfolicular del tejido 

linfoide y zona apical de las vellosidades de mucosa asociada y no 

asociada. La mayor1a de estos granulomas estaban formados por 

macrófagos y células gigantes tipo Langhans (Figura 7). En la mucosa. 

principalmente en la lámina propia y punta de las vellosidades. se 

observó abundante infiltrado linfocitario difuso, y en menor cantidad 
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en la submucosa. principalmente'alrededor de los vasos sangu1neós, En 

la serosa y submucosa s~\ocalizaron granulomas asociados a parásitos. 

y edema . . También se observó 1 i nfangi ectasia en 1 a 1 árni na . p~opi a . 

atrofia y fusión de vellosidades multifocal. Se observó 1 caso· en 

válvula ileocecal y yeyuno respectivamente. Se observaron' escasos o 

nulos BAAR. 

5. Distribución del tipo de lesiones histológicas en válvula 

ileocecal. íleon y yeyuno. 

En las figuras 8, 9 y 10 se muestra el .número de animales que 

presentó cada ti~o de. lesión en las 3 regiones. anatómicas del 

intestino antes\ mencionadas .. en. los diferentes subintervalos de 
-,_··--

densidad óptica de la .prue~a de ELISA. 

Válvula ileocecal. En el subintervalo 0.789-0.878 se 

localizaron 10 de los 20 animales. presentando la mitad de estos. el 

grado de lesión 3a. seguido por el grado de lesión 2 con 2 casos. el 

grado l. 3b y sin lesión con un caso respectivamente. 

Ileon. En el subintervalo 0.789-0.878 se localizaron 10 

animales. de los cuales 4 presentaron el grado de lesión tipo 2. 3 

individuos con el grado de lesión tipo 3a. La lesión tipo l. 3b y sin 

lesión con 1 caso respectivamente. 
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Yeyuno. De los 10, animal~~ asign~do~ al intervalo 0.789-0.878, 

4 presentaror(el gradode;lesión tillo 2,,2 el grado 3a. y la lesión 
-', ,- -. ·;":_' , ':· .. _, 

3b. 3c y sin l esi Ón con un c~~o resp~cti ~aniente. 

En la válvula ileocecal. e. íleon sé distribuyó el mayor 

porcentaje de animales (45%) con el grádo .de lesión 3a.: En yeyuno el 

grado de lesión 2 fue el más frecuente con un 30%. 

6. Presencia de bacilos ácido alcohol resistentes CBAAR) 

En el cuadro 6 se muestra el número de animales con presencia 

de BAAR en diferentes regiones anatómicas del intestino y su 

distribución en los grados de lesión histológica. En 9 de 20 animales 

se observaron BAAR dentro del citoplasma de los macrófagos con la 

tinción de Ziehl-Neelsen. Tanto en el grado de lesión tipo 1 como en 

el 2, no se observaron BAAR. En la clasificación 3b se presentó el 

mayor número de animales (4) con BAAR en válvula ileocecal, 1leon y 

yeyuno, repectivamente, as1 como en la lesión 3a. con la diferencia de 

que en yeyuno no se encontraron BAAR. Los macrófagos con BAAR se 

localizaron principalmente en la mucosa. 
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, .' . ::·. , . 
7. Número promedio de bacilos ácido alcoholresistentes por macrófago 

En el cuadro 7. 8. 9 se Ínu~stra.'. ei_criúrnero promedio de bacilos 

ácido alcohol resistentes -por. ma~rÓfa'go en válvula ileocecal. íleon y 
,·(_.,,_;,_,':' 

yeyuno, y su distribución en los' subintervalos de densidad óptica de 
.:'.'- ':·:·~- - ,- ' ·; 

la prueba de ELISA. _ 

Válvula ileocecal. En\~1 1 g~~ad·-·'ci~:;1~si.ón 3b_ se observaron los 

promedios mi1s altos de BAAR por, ma·crÓfago, 89.6~113;3, en distintos 
.. -. ··.·.; .... ' . - . . 

subintervalos. en la lesión,. 3c :"~e apreciaron escasa's y nülas 

micobacterias en los difere~i~s campos observados. En la lesión 3a los 

promedios fueron de 2.25 a 7:1 BAAR/macrófago. - ' 

Ileon. Al igual que en la vi1lvula ileocecal, los promedios mi1s 

altos. 34.25-120.25, - se presentaron en la lesión tipo 3b. en 

diferentes s ubi nterva 1 os. En la lesión 3a 1 os promedios fueron de O. 5 

a 7.6 BAAR/macrófago. 

Yeyuno. En el grado de lesión 3b se siguen observando los 

promedios mi1s altos de BAAR. 32.75-97.87. En los individuos con la 

lesión 3a no se encontraron BAAR. 

En la vi1lvula ileocecal e 1leon con la lesión 3b se aprecia que 

el número promedio de BAAR por macrófago en el subintervalo 0.700-

0.789 es mayor en comparación con el siguiente subintervalo 0.789-

0.878. Sin embargo, en el subintervalo 0.878-0.967 y 1.056-1.145, el 

número promedio aumenta considerablemente. A diferencia de lo 

observado en válvula ileocecal e 1leon, en yeyuno el número promedio 
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de BMR por macrófago es menor en el subintervalo 0.878-0.967 en 

comparación con el· 0.789-0.878. pero de igual manera aumenta en el 

último subintervalo. 
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Cuádro l. 

Porcentaje de"serisibilidad y especificidad de la prueba de ELISA 
~ ,. ' --- ' - ._-.. - - . , 

Refer:enci a '. 

Mil ner AR;._ Ma;F~k:'wN. 
Coates · KJ (1989)~~· ·· 

Dub~sh K. Shul aw'wp. Bech 
Nielsel1 s;";ét al. (1996) 25 

Hilbink·F::~estOM. de 
Lis le GW: et a 1. (1994) 26 

National Johne's Working 
group27 

Hope AF. Kluver PF, Janes 
SL. Condron RJ (2000) 28 

Clarke CJ. Patterson IA, 
Armstrong KE. Low JC 
(1996) 21 

García Marín JF. Ch~vez 
GG. Pérez PV, Aduriz JJ. 
Juste R y Badiola JJ 
(1991) 29 

Sweeney RW. Whitlock RH. 
Buckley CL et a7.C1995)J(J 

Sensibilidad 

87* 
sr 

481 

87-1005 

< 20, 

25 

35-54 

40-94.4 
54-88.2 

71-28-

ar 
7511 

1555 

·Prueba realizada en anlmales con sospecha de PTB. 
•Prueba realizcJda en hatos 1nfectados con PTB. 
•Estudio realizado en rebaños con baja prevalencia de PTB. 
•Estudio realizado en an1males con signos cltnicos. 
, Estudio realizado en an11nales con enfermedad subc1'nica. 

Especi fi ci dad 

100· 
98.9+ 

98 

98.2-99.5 

73 

71-93++ 

- La sensibilidad y especif1cidad de la técnica consideran diferentes pwitos de corte 
densidad óptica) . 
.. Animales con signos cl1C1cos • 
•

1 Arlimal es con enfennedad si.bel tnica con ab111dante eliminación de bacterias por heces. 
"Animales con enfermedad sl.bc11nica con poca eliminación de bacterias por heces. 
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Cuadro 2. 

Reactivos necesarios para li realización de la técnica de ELISA 
Tampón carbonato: ·. 

Bicarbonato sódico CNa2C03) 5,3 g 
Agua dest 11 ada 1, 000 ml. 

Ajustar el pH a 9,6 con c1cido clorh1dr_ico CHCl) 

Solución salina de lavado: 
Cloruro de sodio CNaCl) 8 ,5 g 
Tween 80 0,5 ml 

Disolver en un litro de agua destilada· 

Suspención de l'fycobacterfum phlef: 
M. phlef 5 g 
Solución salina CNaCl al 8,5 %) 1000 ml 

PBS CPhosphate buffered saline): 
NaCl 6 g 
KCl 0,2 g 
Fosfato dibc1sico de sodio 1.44 g 
Fosfato monobc1sico de potasio 0,24 g 
Agua destilada 600 ml 

Ajustar el pH a 7.4 con HCl, posteriormente agregar 200 ml agua destilada y 
esterilizar a 51 lb/pulgadas2/20 minutos. 

PBS·TG CPhosphate buffered saline-Tween gelatine): 
Fosfato monosódico monohidratado 1,6 g 
Fosfato disódico anhidro 12,36 g 
Cloruro de sodio 6,5 g 
Agua destilada 993 ml 

Ajustar a pH 7,4 empleando NaOH 
Tween 60 

Esterilizar en autoclave a 
Gelatina 

Tampón citrato: 

0,5 ml 
121ºC/25 minutos 

1 g 

Solución A Ácido monohidratado 22,97 g 
Agua destilada 1000 ml 

Solución 6 Citrato sódico tribc1sico 2 H,O, 22,97 g 
Agua destilada 1000 ml 

Mezclar 600 ml de la solución A mc1s 479 ml de la solución 6, agregando agua 
destilada cbp 2 litros. 

Ajustar pH a 4 al momento de utilizarlo 

Sustrato ABTS: 
ABTS 
Tampón citrato 

Ailadir 19 µl 
destilada). 

Ant1geno: 

5,46 g 
50 ml 

de la solución : 1:25 H,O, (5 µl H,O, de 30% v/v en 120 µ1 de agua 

Ant1geno PPA-3 <Laboratorios Alliedl 0,04 mg/ml 
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Cuadro 3. 

Patología macroscópica 

lleon 

Observación 

engrosamiento'grave difuso de 
la múcosa. principalmente de 
la zona terminal 

engrosamiento leve difuso de 
la mucosa 

engrosamiento segmental de la 
mucosa. zona terminal m~s 
afectada 

sin lesiones macroscópicas 

Yeyuno 
engrosamiento moderado a 
grave. difuso de la mucosa 

engrosamiento segmental. leve 
de la mucosa 

sin lesiones macroscópicas 

Linfonodos mesentéricos e 
ileocecales 

aumentados de tamaño 
aspecto edematoso 
aspecto nodular 
sin cambios macroscópicos 
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Número 
de animales 

n=20 

8 

2 

9 

1 

13 

6 

1 

14 

13 

8 

6 

nm20 

n-20 
n-20 
n-20 



Figura l. Ileon. Engrosamiento de la mucosa, caracterizada por 
pliegues transversos prominentes. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



Cuadro 4. 

Lesiones observadas al estudio post mortem* 

Pato logia 
Rinitis por Oestrus ovis 
Metacéstodos 
Abomasitis por Haemonchus sp. 
Enteritis por Honenzia sp. 
Lesiones compatibles con coccidias 
Foco de calcificación en h1gado 
Adherencias en pared intercostal 
Absceso pulmonar 
Ascitis 
Hidropericardio 
Atrofia serosa de la grasa 
Fetos momificados 

•Las lesiones pueden repetirse en un mismo animal. 

30 

Número de 
animales 

7 

4 

1 

2 

4 

1 

1 

2 

4 

3 

2 

1 
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Cuadro 5. 

Hallazgos histopatológicos 

Resultados· en cada grado de lesión histológica• 

Localización 
anatómica o 1 2 3a 3b 3c TOTAL 

Válvula 5 10 15 45 20 5 n•20 
ileocecal 

Ileon 5 10 20 45 20 o n-20 

Yeyuno 10 5 35 25 20 5 n•20 

• Los resultados est~n expresados en porcentaje de animales que presentaron cada grado de lesión en los 
diferentes tejfdos. 
•Grados de lesión histológica: O (sfn lesión). 1 (granulanas focales en zona interfolicular y basal de 
las placas de Peyerl. 2 (extensión de granulanas hacia la mucosa intestinal asociad• a las placas de 
Peyer). 3 (granulanas multifocales en zona interfolicular y basal de las placas de Peyer. !.!mina propia. 
sutJnucosa y serosa). 4 (nunerosos macrófagos. células ep1telioides y algunas células gigontes en la 
mucosa). 5 (abundantes linfocttos. pequeños granulanas y células gfgantes en la mucosa). 
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Figura 2. Lesión histológica tipo 1. Granulomas focales 
compuestos por macrófagos, localizados en la zona basal de las 
placas de Peyer. HE. 40X. 

Figura 3. Lesión histológica tipo 2. Granuloma y macrófagos 
dispersos en la zona apical de las vellosidades de la mucosa 
intestinal asociada a placas de Peyer. HE. 40X. 
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Figura 4. Lesión histológica tipo Ja. Granuloma en la submucosa. 
HE. 40X. 

Figura 5. Lesión histológica tipo 3b. Numerosos granulomas y 
macrófagos con distribución difusa en la mucosa intestinal. 
HE. 40X. 
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Figura 6. Área dL" mucosa 
ácido alcohol resi!~tcntes 
Ziehl-Neelsen lOOX. 

inteslincll 
dL"nlro del 

34 

con presencia de bacilos 
citoplasma de macrófagos. 



Figura 7. Lesión histológica tipo 3c. Presencia de granulomas 
formados por macrófagos y células gigantes tipo Langhans en 
mucosa intestinal asociada a tejido linfoide. HE. 40X. 
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Figura 8. 

Distribución del grado de lesión histológica en válvula ileocecal en 
los subintervalos de densidad óptica de la prueba de ELISA en ovinos 

con sospecha de Paratuberculosis 
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Sublntervalos de densidad óptica 

Sub1ntervalo a 10.700-0.789). sub1ntervalo b 10.789-0.878>. sub1ntervalo e 10.876-0.967). slb1ntervalo d 
10.967-1.056). subintervalo e 11.056-1.145). 
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Figura 9. 

Distribución del grado de lesión histológica en íleon en los 
subintervalos de densidad óptica de la prueba de ELISA en ovinos con 

sospecha de Paratuberculosis 
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Subintervalos de densidad óptica 

Subintervolo o (0.700-0.7891. subintervalo b (0.789-0.878). subintervalo e (0.878-0.967). sLbintervolo d 
(0.967-1.056>. subintervalo e (l.056-1.145(. 
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Figura 10. 

Distribución del grado de lesión histológica en yeyuno en los 
subintervalos de densidad óptica de la prueba de ELISA en ovinos con 

sospecha de Paratuberculosis 
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Subintervalo a (O. 700·0. 789). subintervalo b ¡o. 789·0.878). subintervalo e (0.878-0.967), subintervalo d 
(0.967-1.056>. subintervalo e (1.056-1.145). 
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Cuadro 6. 

Número de animales con presencia de bacilos ácido alcohol resistentes 
en diferentes regiones anatómicas del intestino y su distribución en 

los grados de lesión histológica 

Grado de lesión histológica 
y 

frecuencia de la lesión 

Localización 1 2 3a 3b 3c Total 

anatómica 

VálVula 4 4 1 n-9 
ileocecal 

Ileon 4 4 n=9 

Yeyuno 4 n-9 
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Cuadro 7. 

Número promedio de bacilos ácido alcohol resistentes por macrófago en 
válvula ileocecal y su distribución en los subintervalos de densidad 

óptica de la prueba de ELISA 

Grado 
de 

Subintervalos de densidad óptica de la prueba de ELISA 

lesión [0.700'.0.789) [0.789'.0.878) [0.878·0.967) [0.967·L056) [1.056-1.145) 

o 
1 

2 

3a 7.1 2.25 

3.37 

3b 89.6 82.5 91.87 113.3 

3c 0.37 
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Cuadro B. 

Número promedio de bacilos ácido alcohol resistentes por macrófago en 
íleon y su distribución en los subintervalos de densidad óptica de la 

prueba de ELISA 

Subintervalos de densidad óptica de la prueba de ELISA 

Grado 
de 

lesión 0.700-0.789) 0.789·0.878) 0.878-0.967) 0.967-1.056) 1.056-1.145] 

o 
1 
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. 

Número promedio de bacilos ácido alcohol resistentes por macrófago en 
yeyuno y su distribución en los subintervalos de densidad óptica de la 

prueba de ELISA 

Subintervalos de densidad óptica de la prueba de ELISA 

Grado 
de 

lesión [O. 700·0. 789) 0.789·0.878) [0.878·0.967) [0.967·1.056) . l. 056·1.145) 

o 
1 

2 

3a 

3b 92.5 32.75 27 .81 97.87 

3c 
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Discusión 

Los signos clínicos y las lesiones macroscópicas fueron de uso 

limitado en algunos casos en indicar la lesión histopatológica 

presente. En este estudio 1120 animales no mostró lesiones 

macroscOpi·C~S ni mi'cr~scópi cas. Las les iones macroscópi c~s m~s graves 
'" 

se presentarÓ~·en 4 de 20 animales a nivel de laregión terminal de 

1leon. asf como' en yeyuno. presentando lesiones lli~t~.p~t~lóg,ic~s. del 

tipo 3b. Por su parte en los linfonodos. mesel1téricos,.se)apreci6 
"' 

aumento de tamaño mostrando un aspecto nodular. el cÚal correspondió a 

lesiones granulomatosas. El resto de los .individuos (15/20) mostraron 

lesiones macroscópicas variables. las cuales en la mayoría de los 

casos no coincidieron con la gravedad histopatológica. lo que coincide 

con un estudio realizado por Carrigan MJ y Seaman JT (1990). 

La distribución segmental en yeyuno e íleon que se presentó en 

6120 y 9/20 animales respectivamente. puede explicarse debido a que 

las lesiones se desarrollan primero en. o cerca de las placas de 

Peyer. mientras que ~reas alejadas a estas se involucran solo cuando 

las lesiones confluyen32 • Las lesiones macroscópicas m~s graves se 

localizaron en la región terminal del íleon. sitio aparente de la 

infección primaria15
• e iban siendo menos graves conforme se extendían 

hacia el yeyuno hasta ser inexistentes en el duOdeno. lo que fortalece 
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la postura de la. importancia 

iritestinal 32 •. 

Tres de los 4 .· animales con .una 

tejido•linfoide . 
---",---:-. 

condición 

el otro individuo Ú/~> p~e~·~nt'51esiones histológicas focales tipo l. 

por lo qu{ la ·emaciación podr1a atribuirse a una parasitos1s · 

intestinal grave por Monenzia sp. En los otros 16 animales CSOt>. ·la 

condición corporal fue variable y no coincidió con las· 1~si~~es. macro 

y microscópicas. 

Exi.ste poca correlación entre la gravedad de l.os. signos cl1nicos 

y la gravedad de las lesiones. ya que en ocasiones se pueden observar 

lesiones graves en animales sin signos cl1nicos. Sin embargo, cuando 

las lesiones macroscópicas son notorias; los hallazgos microscópicos 

son obvios de una enteritis granul omafosa; por otro lado~ cuando ·los 

hallazgos macroscópicos son m1nimos. o ausentes.· ·las 
·L.:. 

histológicas de PTB son m~s sutifos33
• Por lo tanto.·· 1~5 

.·.;·. 

macroscópicos deben tomarse con reserva. ya que puéde~}~e~~~~ri;~~~ ~n 
'·,_ •. :·.. ':··.-; ".;"i 1 ·, 

muchos casos o inespec1ficos32•34 • En animales seropositivos 

lesiones macroscópicas segmentales de PTB en intestino.· el ·estudio 

histopatológico es de gran utilidad para confirmar o descartar la 

infección de PTB. 

El diagnóstico de Paratuberculosis puede ser dif1cil, 

particularmente si se hace a nivel individual. Las pruebas serológicas 
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combinadas con el examen cl1nico. estudio 

bacterfológico=dé las heces. son 

Las caracter1sticas histopatológicas hans~do propue~tas··c~·:Únbu~~ • 
" ' 'e· .. ''· . - '¡ . 

parámetro de la infección de PTB en ovinos.'siend6 ~ás ~~nsi61e q~e el 

cultivo· bacteriológico. además de qu~'Fe1 age~~~ causal> p~ede .· ser 

dif1cil de aislar en pequeños rumiantés 1~>'.En un estudio realiÍ:ado en 

ovinos por Pérez V et al. 0997). la prueba de ELISA detectó a todos 

los animales (20/38> con grandes éantidades de micobacterias en 

tejidos y algunos sin estas en tejidos con' lesiones de PTB. aunque no 

establece la proporción de estos casos. en comparación con la IDGA, la. 

cual no identificó a los animales sin BAAR. lo que sugiere que la 

prueba de ELISA detecta ·Un espectro histopatológico más amplió.· En 

esta investigación se encontraron resultados similares. la prueba de 

ELISA detectó 4 animales con abundantes BAAR en diferentes tejidos. 5 

individuos con escasos BAAR y 11 sin BAAR. 

Una razón de la pobre sensibilidad de las pruebas serológicas. 

aún en estadios tard1os de la enfermedad. es la variabilidad de la 

respuesta inmunológica de los individuos. Una proporción de ovinos 

cl1nicamente enfermos (45) con lesiones histopatológicas avanzadas 

pueden tener resultados serológicos 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 

condición corporal regular. Una explicación de los resultados falsos 
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negativos en animales .con lesiones 3b- pueden indicar una anergia 

huriióráT o' una "C!E!i;C:;e~~i~ ;~ -,ª -:;eri;1bi l idad~ de - la prueba21 • El 

resultado falso· positi ~º 6tise~vado i_e~· Lri. 5010 ~n~~a1 puede deberse ª 
·.·. ';,;;(. << ~-. " ~~~:: :·.- .. "7~ ! .. ,, ·. -. ,_ "¡~:_., __ .. :_ó:-~::; -. ---:='; >:-:/ -_·- -- · .. ~ .. ·- ;::~_:;: ..-_-~·--' 

- una réélcci Ón ;' cruzada con otras ; espeCi es;:de l{ géne~o My_cobacterium o 

reacci onesJ: 1:1-~~~dª~- c1~>~~-R~~~;.J9~-: c:arit:i!'I :/atf~s·:;;? bacterias como. 

coryneb~;~~f;Cmi¿~eud~~it~;~Ji~~'.;~·_'{;_; -- .. e-,_;· '·,;:'_-,,~:- -;:-.. ·--

.E~ -~::~¡·i~}~{iJcii~'.i -~~·/'.i~~~ó~Z-tip~ 3aLrue:: _Ú: más común. La 
---,,.,~t~j~~-: ::.-7{:~.:~-t:,~: ~\~-> -···.,.. ; ·' - '.;-~ 

c l asi f~~ª~1~1~r.e-~.t~-;a. _c~~-3b.ha Y~-~i?--;~S~'i]Sif ~~t~~ie cons; derada la 

lesión clásica de PTB. la cual se observó;;en.4- animales. Doce de 20 

animales ,·~0%) ~resentaron ··el 
·----:<.;~ .. (,-:>_·:/ 

mismo· tipo .de' l~sión en válvula 

ileocecal. neon y yeyuno. mientras que en el'r~sto de-. la población 

C40:t>. las lesiones variaron. sobre todo en yeyuno. posiblemente 
. . ~--. . . » 

debido a la diferente extensión de la lesión en los animales. lo cual 

podrfa indicar una variación en el desarroÍl~,d~ la infección. El 50% 
:-, -

de la población Cl0/20) se distribuyó en\el· subintervalo 0:789-0.878, 

donde las lesiones tipo 2 y 3a fueron: '1a;~. q~~ p;eÜéxni~éÍron, aunque 

también se distribuyeron lesiones •tipo . 3b. 3c y sin lesiones. De 

acuerdo con los resultados obteni~os e~ el estudio histopatológico. se 

observó una variación en la distribución de las lesiones, con un 

aumento notorio de 3 a 10 casos del subintervalo 0.700-0.7890 al 

subintervalo 0.789-0.878. para que en el siguiente subintervalo 0.878-

0.967 se presentara una disminución considerable a 4 casos. A pesar de 

esto, en los 2 últimos subintervalos. donde se pensar1a que los 

46 _J 



animales tienen altos niveles de anticuerpos. los 3, individuos 

tipo 3a y 3b.. Esto podr1a irídi.car> que. :en0 vista> del;··espectro 
' -_,~-~- ' -- -. - -

inmunológico e hist:Oi>atológico de la J>TB~. pJctie~~·'s'eRLilo'sibÍ~ 0 que el 

rango de lesi.ones estuviera relacionado.,con ík.~7~P~~st~;'~m~~ológica. 
:;-;,,•-: (¿:· ~ '. '·'-

no obstarite,>son pocas observaciones:, En'el ~as6'.cie.ii;¡;s·'.'.Jesiones.3b. 

donde hay.· una •. alta respuesta inmune· 11uO:r~~ ;~0,;st'~i{lc·~{~tt~~~eron ,en 
.~·'·-:".:·~- ,'.{~·(-~:>;{:-.:::.--··.-·~:.~y><':';:-.-.,.::.,:-;~ 
· .. :··."- ¡·;:·-.·¡-:, . . ·,~~·•, . .,_ .. _ .. ,.·.:.: .'",>·"~;·''",'_' >.----

4 de los 5 subintervalos. por lo que no'.seLapreció\una:tendencia a 
' • '. • --~-' ::-:;/''.,_'f':'.','j~' <-::~~~--/'.~/l~\C•:·,:: ... :-~...:,••'.-« 

localizarse en los subinterval os con, ~¡ygr:.~alor;:Cie~:c1~ílsidad. óptica. 

en los cuales •deber1a .haber tambiéW;'.1~!~~y~rL~a~t·~~~:~.~~,.'~~~1cuerpos. 
-~·-, ,,. . .,- .:.,---~ - ·- .. ,;·~- '.-.--·:·, -.~, '-~·;· 

La lesión 3a se distribu.Y('en':• 1ti5J4 priinéros ~Ubiritervalos. sin -, ~ ·;·\;;; -·:( -.. 

mostrar tendencia haci~ -~]gu~o de esos. lo cual se 'atrl~uye a una 

respuesta inmunológica v~~iabl~. Algunos de los ·casos. 3a que se 

localizaron en los subintervalos 0.878-0.967 y o_.96771.056 podr1an 

estar progresando al grado 3b o 3c. por lo que sus resultados 

serológicos estarían relacionados con la respuesta inmunológica que 

estuvieron montando al momento de la toma de muestra. 

La clasificación histológica tipo 1 presente en un 10% en 

v~lvula ileocecal e íleon, 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 o progresar a lesiones más graves. Los tipos 2 Cforma 

tuberculoide) y 3a. presentes en v~lvula ileocecal. ileon y yeyuno en 
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un 15. 20. 35% y 45; <45 25% respectivamente .. · son ·lesiones 
oo--__, -- -----=· --- - _.,, - -

multifocales inmunológicas variables. las ,.cuales 

sugieren una forma t~mprana del grado Jb o 3c .. ~ Mi~ntr~~·qií~ la. lesión 
'-._ ::- \~\'.~ - ·_,:. "-

tipo 3b (fo~~ª l1iriite leprómatosa>'. presente én. ufi"_;2Ó%::en,1as 3 
··." ~'.'·:-·· ;_~-·".· .. -:,-e•'·;·;::-;<;~-~~-~-'.~<;'._~;'. ~.7.\~· -_ . 

regiones anatómicas del i~testino. ést<l asod~ci~;,;.''~ >una/' fuerte 

respuesta in~'uri~·.: h~mo~~l. el tipo 3c. Cfarnif\1~1~~~~;b~u~~r:~~loide> 
observada ~n .L~:.·'.g~ ~n; vá1 vu1a i l eoceca1. y yej~~~~f \~s~~;·int1 uida por 

··:.,: . .:-~:'" "- _, . ' ·'" .'' . '. : '• 

una fuerte respu~sta inmune celular. la cual es insuficiente para 

limitar la p;~l.if~ración bacteriana35 • Todas estas formas patológicas. 

probablemente.son el resultado de varios mecanismos inmunológicos que 

operan en las reacciones inflamatorias micobacterianas granuloníátosas. 

aunque el hecho de que solo pueden representar diferentes estadios en 

la evolución de la enfermedad. no puede excluirse por completo35 • 

Los focos de calcificación que se llegaron a encontrar .en los 

diferentes tejidos se asociaron a infecciones parasitari~s. Jas cabras 

y con menor frecuencia los borregos desarró 11 ar( fo~os caseosos 

asociados a Paratuberculosis. usual~nte ~~n)~~fcii~ciación.• én la 

mucosa. submucosa y vasos linfáticos33 :·~otras células . inflamatorias 

además de células epitelioides y macrófagos que se observaron con 

frecuencia. incluyen linfocitos. neutrófilos y eosinófilos. en la 

mayor1a de los animales Cl9/20). 

Los BMR siempre se observaron en mayor cantidad en la mucosa 

intestinal. Esto refleja la localización de las lesiones de PTB y 
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sugiere una susceptibilidad particular 

infección 16
• El háber observado qu~:1os ~~imales;;cónfrJa 

presentaron la mayor canficla~· de/~~R 
Clarke CJ et al <1996) y Pé;~~ ~·~t. ar(f~9~'>. ;~~;~: ~n; ~l,_ caso 

·";.-, ''"~;' ::;.~ , - :.:~-'!,·.::.1,·.:~·:-~·-e~ -:---/;'.r~:-o· ~ :. _>j 

yeyuno no se encontraron'BMR~'.en;'·iii'JestÓr\;;3~;'iLa'.;persfsténcia de' 

:.:. co::;:;,:· ":":,~~~~,~€~~~~r~~~1J!i~W~.~~~·:~: · 
resistencia del agente.--. ~~o~~~i~~do·'·¿~·~6~~-ll~6¿ú·~i~b~•':·.: lo cual se 

presentó en en 5/9 animales en este trai>aj¿. i~ progr~si6n de dichos 

casos. de meses hasta años de periodo de· im:~baéiÓ~. hacia· el espectro 

multibacilar con signos cl1nicos de la PTB en la. actualidad no se 

conoce. pero puede dispararse por una supresión o debilidad en la 

inmunidad celular. permitiendo la proliferación de micobacterias y su 

eliminación por heces 1 • 

En la presente investigación, la población (9/20) con presencia 

de BAAR no presentó una distribución con tendencia hacia algún 

subintervalo de densidad óptica en específico en ninguna de las 3 

regiones anatómicas del intestino. A pesar de que se mostró una ligera 

tendencia a aumentar el número promedio de BAAR por macrófago del 

subintervalo 0.878-0.967 hacia el último. no se determinó cOIOO una 

posible relación entre ambas variables. ya que en el último 

subintervalo solo se asignó un animal. 

"'!. T ~ .. ·, ~ ,"'.'"\ :T" ~ 
'• .... ,.. ' .... _ ... _ .... 



.. ·. - . ,.· .·.... ' 

un estudio real izado en borr~gos . p~r Cl ar~~ SJ ;t; a 1. CI996> .. ~-------- __ _ 
se informó que los altos niveles ~<de él~ticUerpos: ' parec~ñ·, 

correlacionarse con el gran riúmero ci~ >micobacterias':~'p6~ibl~~t~· 
·. _.'.. • ·, ~ . :,._:,.,' ~--'. '>,/:-·., .. ·~''-'·' .;·:.C-"o:;:_<_.'_;c:;-:-~;./.(~':''\c;.•!:o>." -ó'c« 

liberado.por la lisis de 

inmune·._ ht1iix;~a1>~~' é_°:~~ra:_(J,~t~,~~f~f~·:c:a~~al 
los macrófagos ·i nfe'ctados .·/1 o cual '•se~ observó.·. 

' . -: -·,·/~.,;- ;.~':' ;·,<<:.' .. ' ,,·:.,:.-:,.~". ·-.-:··:. -.:·.:;/·->'.; .:: . .;' ;.;« ·~ 

causa de una ·. respuesta 

óptica Cl.056-1.145). con la lesi-ón ci'~Úca de PTB,. y mayor n~ro 

promedio de BAAR por macrófago. 

Como se mostró en el cuadro 1 existen diferentes porcentajes de 

sensibilidad y especificidad de la prueba de ELISA. de acuerdo a la 

técnica empleada. estado cl1nico y especie animal. En el ganadobovino. 

se cuenta con una prueba de ELIS~ empleando un kit comercial (IDEXX. 

Inc. Westbrook. ME), la cual refleja que las m~s altas relaciones S/P 

<muestra-control negativo/control positivo-control negativo>. se 

localizan en bovinos con. mayor cantidad de bacterias eliminadas en 

heces. Con base en esto, se tiene conocimiento del estado de 

enfermedad del _animal, y a partir de esto se pueden implementar 

algunas medidas de control 27
• Aún cuando esta prueba solo puede 

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

utilizar en ganado ovino y caprino con el fin de tener conocimiento 

del estado en que se encuentra el hato. 
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Con el fin de comenzar un programa de control deja enfermedad 
!_·-;e,·--

de Paratuberculosis se deéidió eliminar del hato a 

positivos·. aila~,p~~e~a de RISA. sin embargo esto n~L'.t~3;',f~~Eble 
solo 17an~~al~~¡~~rop~sitivos se sacrificaron. ··A pes~r?f~é,/~sto. _los 

otros 3:3'ani~ale~ seropositivos se eliminaron del hat~'.;~~~·íio':.fu~~on 
sacrificados ; siéndO .·un riesgo potencial de. d:iSenJi~~Ción de la 

enfermedad. 

El hecho de .no haber observado una clara asociación entre los 
. . . 

valores del coefiCiente de densidad óptica de la prueba de ELISA con 

la gravedad de los hallazgos histopatológicos y la cantidad de bacilos 
. '· .·· '· . 

ácido alcohol . resistentes por• macrófago en la población estudiada. 
·. ·. . .. ' 

puede atribuirse a las respuestas inmunológicas variables. durante el 
.: ·:. '.,_~'.~<\ .... ~. 

curso de. la. enfermedad, las cuales pueden influenciar en el resultado· 

serológico ~ ~i'.~·to~a~~lógico. Si~ embargo. con el fin de confirmar o 

descartar lo anterior, posteriores estudios deberán llevarse a cabo 

con una población mayor con resultados positivos a la prueba de ELISA . 
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