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REsSuMEN

El presente trabajo se llev6 a cabo en una granja de
ovinos de la Sabana de Bogotd, donde la finalidad de
la investigacion fue realizar un estudio de la paratu-
berculosis en dicho rebafio, con el fin de diagnosti-
car mediante tres técnicas diagnésticas la presencia
del Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.
Para esto se emplearon 250 hembras ovinas perte-
necientes a la Granja Experimental ICA-San Jorge,
donde se tomé a cada animal una muestra de mate-
ria fecal, y mediante la coloracion de Zielh Neelsen
se determiné la presencia de bacilos &cido-alcohol
resistentes. A continuacion, se procedi6 a aplicar la
prueba de intradermorreaccion o tuberculinizacion
(PPD Aviar® Sagar B-0653-034) a todas las ovejas y,
por dltimo, se realizé una prueba de serologia (Elisa
Pourquier®). De las muestras de materia fecal, solo
diez resultaron positivas, de las cuales, cuatro fue-

ron de cardcter dudoso. En la tuberculinizacion se

encontr6 que dieciséis animales resultaron positi-
vos, debido a que presentaron una reaccién = 5 mm,
pero tres de ellos fueron sospechosos, ya que en la
medicion arrojaron valores < 5 mm. En la prueba
de Elisa se encontr6 que dos animales reaccionaron
positivamente. Adicionalmente, se realiz6 un segui-
miento de caso a uno de los animales objeto de estu-
dio, que result6 positivo a las pruebas realizadas, a
partir del cual, ademés, por medio de histopatologia
y necropsia, se logro confirmar la presencia de la en-
fermedad. Los hallazgos sugieren que para realizar
un diagnéstico exitoso de la paratuberculosis, es ne-
cesaria la combinacién de dos o més técnicas con el
fin de determinar la distribucién y el estado de la

enfermedad en el rebano.
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PARATUBERCULOSIS STUDY IN A SHEEP
FLOCK OF LA SABANA DE BOGOTA BY
USING THREE DIAGNOSTIC TECHNIQUES

ABSTRACT

The present work was carried out in a sheep farm
of la Sabana de Bogotd, where the purpose of this
research was to make a paratuberculosis study in
that flock aiming to diagnose by three diagnostic te-
chniques the Mycobacterium avium subsp. paratu-
berculosis presence. It was used 250 ovine females of
San Jorge Experimental Farm — ICA, where a pheces
sample were taken from each animal and by Zielh
Neelsen’s stain it was stablished the presence of acid
fast bacilli. Then, it was made the tuberculinization
process (PPD AVIAR® SAGAR B - 0653-034) to the
entire population of female sheep and finally, it was
carried out a serology test (ELISA Pourquier®). From

the stool sample, only 10 was positive where 4 of

them were questionable. In the skin test it was found
that 16 animals were positive due to a reaction = to 5
mm, however, 3 of them were suspicious due to me-
terings < to 5 mm. In the ELISA test only 2 animals
were positive. In adition, it was followed up a case
of an animal that resulted positive to all techniques,
also to histophatology and necropsy, confirming the
presence of the disease. The findings suggest the
need of several tests for a successful diagnose of pa-
ratuberculosis with the purpose of set the status and

distribution of the disease in the flock.

Keywords: paratuberculosis, Zielh Neelsen’s stain,
skin test, ELISA, reaction.
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InTRODUCCION

La paratuberculosis o enfermedad de Johne es una
enfermedad crénica del intestino causada por el My-
cobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP),
el cual pertenece al grupo de las micobacterias del
complejo Mycobacterium avium que comprende
saprofitas ambientales, patégenos oportunistas y pa-
tégenos obligados que son de gran importancia en
veterinaria y medicina por su implicacién en infec-
ciones de animales de granja y pacientes inmunode-
primidos (Chiodini, 1993).

Afecta principalmente a rumiantes domésticos y
salvajes, y adquiere mayor importancia entre las es-
pecies tipicas explotadas por el hombre como son
bovinos, ovinos y caprinos, sin olvidar mencionar

ciervos, bufalos, camellos, etc.

La patogénesis de la paratuberculosis comienza con
la entrada de las bacterias a través del tejido linfoi-
de del intestino delgado (placas de Peyer, principal-
mente) por mediacién de las células M epiteliales.
Los bacilos son fagocitados por macréfagos, en cuyo
interior sobreviven y se multiplican, evitando los
mecanismos bactericidas de estas células. Atin no
estan claros todos los eventos que suceden en la in-
terrelacion hospedador-parasito, ni los posibles fac-
tores de virulencia de MAP. Segun los conocimien-
tos actuales, existen cuatro etapas que caracterizan
el progreso de la enfermedad: infeccién silenciosa,
enfermedad subclinica, enfermedad clinica y enfer-
medad clinica avanzada. Tras la infeccién (fase de
infeccién silenciosa) se abre un periodo de dos anos
0 més sin signos de enfermedad (fase de enfermedad
subclinica), estadios iniciales en los que predomina
una respuesta inmune celular. Segin avanza la en-
fermedad hacia estadios clinicos (fases de enferme-
dad clinica y clinica avanzada), la respuesta inmune

va haciéndose mas especifica, la cual es reemplazada
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por un componente humoral con produccién de an-

ticuerpos especificos (Stabel et dl., 2000).

El mecanismo de transmisién principal de la enfer-
medad es la via fecal-oral, por ingestiéon de pastu-
ras contaminadas con heces de animales infectados,
ubres sucias, corrales desaseados, etc. Adicional-
mente, existen otros tipos de transmisién que han
cobrado fuerza, como la transmisiéon interespecie,
desde la cual se afirma la posibilidad de infeccién
de ovinos con bovinos, caprinos, ciervos, etc., y vi-
ceversa. También es de gran importancia la transmi-
si6n intrauterina, por ingestién de calostro y leche
contaminados, por semen de machos positivos y em-
briones contaminados, entre otros (Bielanski et dl.,
2006; Buergelt et dl., 2004; Sweeney, 1996).

Las investigaciones sobre la paratuberculosis son di-
ficiles debido al lento crecimiento del M. paratuber-
culosis, al largo periodo de incubacién de la infeccion
y a la pérdida de confiabilidad sobre el modelo para
investigar la interaccién huésped-patégeno. A pesar
de la introduccion de protocolos moleculares para
facilitar el diagnéstico de la enfermedad, las herra-
mientas que estan disponibles no son confiables para
detectar animales infectados, especialmente en esta-
dios tempranos de la infeccién. La paratuberculosis
se encuentra extendida por todo el mundo, y a pesar
de que la dificultad de su diagnéstico enmascara la
realidad, las prevalencias que se calculan son muy
elevadas. Actualmente se trabaja en programas que
subrayan la caracterizacion de los factores de riesgo
y la concientizacién de ganaderos y veterinarios en
relacién con la implementaciéon de buenas practicas
de manejo, ya que el establecimiento de programas
de vacunacion genera costos muy elevados, aunque
con el tiempo se espera que sean asequibles a los
productores de todo el pais (Cashman et dl., 2008;
Dhand et dl., 2007).
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llevéd a cabo en la Granja Experimen-
tal San Jorge-ICA, ubicada en la vereda San Jorge
del municipio de Soacha (Cundinamarca), y en los
laboratorios de bacteriologia de la sede La Floresta
de la Universidad de La Salle, ubicada en la ciudad
de Bogotd; para este fin se utilizaron un total de 250
hembras ovinas (Ovis aries) de las razas black face,
cheviot, corriedale, hampshire, merino rambouillet,
romney marsh, mora, criolla y cruces, con edades

que oscilan entre uno y nueve afos.

COLORACION ACIDO-ALCOHOL RESISTENTE
(ZieHL-NEELSEN)

TOMA Y CONSERVACION DE MUESTRAS
DE MATERIA FECAL

Se realiz6 la recoleccién de materia fecal directamen-
te del animal por medio de la introduccién de los
dedos indice y corazén a través del recto; cada mues-
tra fue inmediatamente almacenada en una bolsa
plastica de cierre hermético y debidamente rotulada.
Posteriormente, las muestras fueron empacadas en
una nevera de icopor (poliestireno expandido) para

ser protegidas de la luz directa. Una vez llegaron las

muestras al laboratorio de bacteriologia de la Univer-
sidad de La Salle, se sometieron a refrigeracion (4 °C)

hasta el momento de ser procesadas.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Se realiz6 un frotis de las heces de cada animal en
ldminas portaobjetos, luego se dej6 secar cada lami-
na a temperatura ambiente y después se procedi6 a
fijar al calor mediante la utilizacién de un mechero

(figura 1).

Luego se colocaron en los soportes las laminas se-
paradas entre si por espacios de 3-5 mm para colo-
raciones, donde se cubrié a cada una de ellas con
la fucsina fenicada (colorante de fondo), y durante
cinco minutos se calenté suavemente por debajo
hasta que se observo el desprendimiento de vapores,
sin permitir que el reactivo entrara en ebullicién; in-
mediatamente se lavé cada lamina con un chorro de
agua débil. Posteriormente, se cubrieron con alcohol
acido (decolorante) por un lapso de veinte segundos
y nuevamente fueron lavadas con agua. Por tltimo,
se cubrié cada lamina con el azul de metileno (co-
lorante de contraste) durante dos minutos y luego
se lavaron con agua; se dejaron secar a temperatura
medioambiental para ser observadas con el micros-

copio, empleando el objetivo 100X.

Figura 1. Frotis y fijacion al calor de heces.
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PRUEBA DE INTRADERMORREACCION
Se realizaron 250 pruebas intradérmicas y adicional-
mente se seleccionaron catorce animales menores de
un ano de edad, de los cuales siete eran hembras y
siete machos, para determinar el comportamiento de
la enfermedad en sus estadios iniciales en animales
jovenes. Se procedié a reunir la poblaciéon de hem-
bras en los corrales de la granja para realizar la apli-
cacidn de la tuberculina en el pliegue caudal derecho

de cada animal. Se tomé a cada oveja por separado,
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levantédndole a cada una la cola para realizar la medi-
cion del grosor del pliegue derecho con un cutimetro

(figura 2a); este dato fue denominado lectura inicial.

En seguida se aplicé en cada oveja una dosis de 0,1
ml de tuberculina aviar (PPD Aviar® Sagar B-0653-
034) en dicho pliegue (figura 2b y 2¢). 72 horas des-
pués se realizo la lectura final, a partir de la cual se
establecié que todo animal que tuviera en la diferen-
cia de las lecturas (inicial-final) un espesor del plie-

gue = a 5 mm se consideraria como positivo.

Figura 2. Tuberculinizacion en ovinos: a). medicion del pliegue derecho, b). tuberculina

aviar, c). aplicacion de PPD.

Prueea pe ELisa

Se procedi6 a reunir todas las hembras en los corra-
les para realizar la toma de la muestra de sangre de
la vena cefélica, empleando Vacutainers™ de calibre
21G x 12" (Becton Dickinson®, USA) por animal, y
la muestra fue recolectada en tubos BD Vacutainer®
de 7 ml sin anticoagulante (tapa roja, Becton Dickin-
son®, USA). Luego, las muestras fueron llevadas al
laboratorio del ICA-Ceisa, donde se procesaron. Se
empled un kit que detecta anticuerpos (IgG) contra
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis en
suero (Elisa / Indirect Bicupule pour 240 reactions,
Institut Pourquier®), procedimiento que consiste en
capturar por reaccion de los complejos inmunes los
anticuerpos presentes en un fluido biolégico (suero,
plasma, orina, leche) por medio de un antigeno fija-

do a un sustrato reconocido por estos.

CUESTIONARIO PARA RECOLECTAR
INFORMACION ACERCA
DE LOS FACTORES DE RIESGO

Se realiz6 una entrevista de la cual se obtuvo in-
formacién principalmente acerca del manejo de los
animales y el control y manejo de la enfermedad. La
informacion fue analizada y comparada con los re-
sultados obtenidos en el cuestionario realizado por

los autores.
REesuLTADOS

COLORACION ACIDO-ALCOHOL RESISTENTE
(ZieHL-NEELSEN)

De las 250 coloraciones realizadas se obtuvieron

diez muestras en donde se encontraron bacilos aci-
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do-alcohol resistentes (figura 3a), mientras que 240
animales no eliminaron el bacilo en la materia fecal
por medio de la coloracién 4cido-alcohol resistente

(figura 3b), como se puede apreciar en la tabla 1. Se-

gin los datos obtenidos, la mayoria de la poblacién
reaccion6 negativamente a la prueba (96%), mientras

que tan solo 4% reaccioné de manera positiva.

Figura 3. Coloracion de Ziehl-Neelsen: a). Ziehl-Neelsen positivo,

b). Ziehl-Neelsen negativo.

Tabla 1. Resultados prueba de
Ziehl-Neelsen.

# Animales # Animales

Raza o . Total
positivos negativos
Cheviot 0 6 6
Corriedale 2 40 42
Black face 2 18 20
Cruces 0 18 18
Mora 1 14 15
Romney marsh 2 57 59
Criollo 1 42 43
Hampshire 0 39 39
Merino 2 6 8
Total 10 240 250

De acuerdo con las edades de los animales que se
encontraron positivos (2-6 anos), se deduce que pue-
den existir individuos con bacilos 4cido-alcohol re-
sistentes en materia fecal, pero no son necesariamen-
te animales positivos frente a Mycobacterium avium

subsp. paratuberculosis (tabla 2).

Tabla 2. Edad de animales
positivos frente a la coloracion con
Zielh-Neelsen (ZN).

Raza Animal Edad Resultado ZN
Corriedale 6 afos Positivo
Corriedale 6 anos Positivo
Merino 5 anos Positivo
Criollo 9 afos Dudoso
Black face 8 anos Dudoso
Mora 4 anos Positivo
Black face 2 anos Positivo
Merino 9 afnos Dudoso
Romney marsh 9 anos Dudoso
Romney marsh 4 anos Positivo

Segun los resultados obtenidos en la tabla anterior,
se puede decir que los animales ubicados en eda-
des entre los dos y los seis anos presentaron bacilos
acido-alcohol resistentes claramente identificables
en materia fecal, mientras que los animales > ocho

anos son de resultado dudoso (figura 4).
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Figura 4. Edad de animales positivos y dudosos frente a ZN.
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PRUEBA DE INTRADERMORREACCIGN

De las 250 pruebas realizadas se encontré que dieci-
séis animales reaccionaron positivamente a la tuber-

culina, es decir, que obtuvieron como diferencia en-

¥ Dudosos

Positivos

tre la lectura inicial y la final un espesor del pliegue
de la cola = a 5 mm (figura 5a), aunque tres de estas
ovejas son sospechosas debido a que en la diferencia
de mediciones obtuvieron valores entre 3,5 y 4,5 mm
(figura 5b) (tabla 3).

Figura 5. Tuberculinizacion en ovinos: a). tuberculina positiva,

b). tuberculina sospechosa.
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Tabla 3. Resultados prueba de intradermorreaccion.

Lectura inicial

Diferencia entre

ID oveja Lectura final (mm) Resultado
(mm) lecturas (mm)
0292 2,5 7,0 4,5 +/-
0878 2,5 11,0 8,5 +
02602 3,0 19,0 16,0 +
02608 3,0 13,0 10,0 +
02980 2,5 10,0 7,5 +
03006 2,0 14,0 12,0 +
03686 2,5 6,0 3,5 +/-
03930 2,0 9,0 7,0 +
04208 1,5 14,0 12,5 +
04502 2,5 12,0 9,5 +
04638 3,5 15,0 11,5 +
05004 3,0 11,0 8,0 +
05606 2,0 8,0 6,0 +
05868 2,0 10,0 8,0 +
06600 3,0 7,0 4,0 +/-
07632 2,5 14,0 11,5 +

Debido a la obtenciéon de animales sospechosos
(1,1%) y positivos (4,9%), se decidi6 corroborar los
resultados mediante la repeticion de la coloracion de
Zielh-Neelsen a dichos animales, y se encontré que

diez de los dicciséis individuos fueron positivos a

Zielh-Neelsen y a la tuberculinizacién (figura 5), tres
de los dieciséis fueron negativos y los tres animales
restantes solo resultaron positivos a la prueba de la
tuberculina (tabla 4).

Figura 6. Confirmacion de tuberculinizacion por Zielh-Neelsen.
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Tabla 4. Resultados de la coloracion Zielh-Neelsen vs. tuberculinizacion.

ID oveja Tuberculina Zielh-Neelsen Resultados
0292 - - Negativo
0878 + + Positivo

02602 + + Positivo
02608 + + Positivo
02980 + - Positivo
03006 + + Positivo
03686 - - Negativo
03930 + - Positivo
04208 + + Positivo
04502 + + Positivo
04638 + + Positivo
05004 + + Positivo
05606 + - Positivo
05868 + + Positivo
06600 - - Negativo
07632 + + Positivo

PrueBa pe ELisa prueba de Elisa. La mayoria de la poblacién (99,2%)
resultd ser negativa a la prueba, mientras que 0,8%
De la poblacidon total de hembras ovinas, se encon- de las hembras dio positivo a la prueba serolégica

tr6 que solo dos animales resultaron positivos a la (figura 7) (tabla 5).

Figura 7. Porcentaje de animales positivos vs. negativos.

[] Negativos
B Positivos
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Tabla 5. Nimero de casos positivos mediante la prueba de Elisa.

Positivos % Negativos

% Sospechosos % Total

Elisa 2 248

0,79

99,21 0 0 250

En relacién con las tres pruebas realizadas, en la ta-

bla 6 se presentan los resultados de positividad y ne-

gatividad obtenidos en la poblacion total de hembras

de la granja San Jorge.

Tabla 6. Total de positives y negativos a ZN, intradermorreaccion y Elisa.

Total % Total de %
Prueba L. o . . Total
de positivos positivos negativos negativos
Zielh-Neelsen (ZN) 10 4 240 96 250
Intradermorreaccién 16 6.4 234 93,6 250
Elisa 2 0.8 248 99,2 250

Al graficar los animales positivos se obtiene que la
prueba de intradermorreaccién presenta un mayor

namero de animales positivos (6,4%), en segundo

lugar estéa la coloraciéon de Zielh-Neelsen con 4% de
positivos y, por tltimo, la prueba de Elisa que detec-

t6 el 0,8%, como se puede observar en la figura 8.

Figura 8. Porcentaje de animales positivos a ZN, intradermorreaccion y Elisa.
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CUESTIONARIO PARA RECOLECTAR
INFORMACION ACERCA DE LOS FACTORES DE
RIESGO

Se realizé la recoleccion de los datos por medio de la

encuesta realizada al técnico encargado de la granja
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ovina ICA-San Jorge, a partir de la cual se obtuvieron

los siguientes resultados (tabla 7).

Tabla 7. Historia y manejo de la paratuberculosis en la granja.

Parametros Resultado

Descripcion

Duracion y estado de la enfermedad
Ao en que fue diagnosticada 2004

Método diagnéstico utilizado

Sx clinicos / post mértem -
Histopatologia -
Serologia Si
Prueba fecal o

El establecimiento de la enfermedad es reciente
y se ha corroborado por la realizacién de prue-
bas de serologia cada 6-12 meses, ademas de los

o Examen signos clinicos observados que dan indicios del
Otras / lcual? visual desarrollo de la enfermedad de Johne. Sin em-
bargo, la enfermedad apenas esta establecién-
1%}‘ obtservados de paratuberculosis S dose, lo que indica que probablemente existen
uertes 1 i imales afectad ésta.
Pérdida de condicién corporal Si Varios animaies atectacos por esta
Pérdida del vellon Si
Ninguno —-
Otro e
Mortalidad
Porcentaje 1,5% La mortalidad es baja debido al sacrificio inme-
diato de todo animal positivo a Elisa.
Posible
Fuente de la infeccion 1ntr0(%uc01on
de animales
infectados
Estrategias de control
Procedimientos
Sacrificio de animales con baja CC Si
Aislamiento de animales jovenes Si Los métodos d ntrol de 1 ratuberculosi
Desinfeccion de praderas Formol 10% 0s metodos de contro _e e} pa. atu ? cu 9513
son los adecuados para disminuir la disemina-
Manejo de animales enfermos cion de la enfermedad y reducir las pérdidas
Fusil sanitario Si econdémicas.
Aislamiento Si

SEGUIMIENTO CASO DE PARATUBERCULOSIS

A partir de los resultados obtenidos, se encontré que
un animal perteneciente a la raza merino, con una
edad de cinco afios, fue positivo a cada una de las

pruebas realizadas (figura 6). Este animal naci6 en

la granja y su madre no reporté anamnesis de para-
tuberculosis. Por medio de la encuesta, se infirié que
este individuo adquirié la enfermedad por la posi-
ble introduccién de animales infectados a la granja,

aproximadamente hace cuatro anos.
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Figura 9. Oveja merino positiva. Figura 11. Intradermorreaccion

merino positiva.

Baciloscopia positiva a la coloracién de ZielhNeel-
sen en materia fecal (figura 10), donde se observa Luego se realiz6 la prueba de Elisa en la cual mani-
claramente las bacterias dcido-alcohol resistentes. fest6 altos titulos de anticuerpos contra Mycobacte-
rium avium subsp. paratuberculosis. Debido a que el

Figura 10. Baciloscopia positiva. animal result6 positivo a las tres pruebas, fue sacri-

ficado y se tomaron muestras de tejidos que incluian
ganglios linfaticos mesentéricos, duodeno, ileon e
intestino grueso. La necropsia realizada al animal
mostré el estado de emaciacién en el que se encon-

traba, como se observa en la figura 12.

Figura 12. Necropsia de merino
positiva.

En la prueba de intradermorreaccién este animal
tuvo en su lectura inicial una medicién del pliegue
caudal derecho de 2 milimetros, y en la lectura final,
14 milimetros de espesor, lo que arroja una diferen-
cia de 12 milimetros, indicativa de una buena res-

puesta a la prueba (figura 11).
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Segin los resultados de histopatologia, se verifico la
presencia de bacilos en el ileon, corroborando los re-

sultados de las pruebas anteriores (figura 13).

Figura 13. Histopatologia de
merino positiva.

Discusion

COLORACION ACIDO-ALCOHOL RESISTENTE
(ZieHL-NEELSEN)

Se logro observar en 10 de las 250 muestras la morfo-
logia tipica del bacilo; sin embargo, 4 de los 10 frotis
positivos son de naturaleza dudosa. Esto demuestra
que la técnica no puede arrojar un dato aproxima-
do de los animales que se encuentran eliminando
el bacilo, debido a que es posible que la prueba se
haya desarrollado en un periodo durante el cual las
ovejas no estaban eliminando el agente de forma ac-
tiva, es decir, son eliminadoras intermitentes. Adi-
cionalmente, se puede observar otros bacilos acido-
alcohol resistentes en las heces de animales sanos,
por lo tanto, su presencia en materia fecal no puede
utilizarse como criterio definitivo para clasificar a
un animal como infectado con MAP. Estos resul-
tados concuerdan con los obtenidos por Zimmer y
col., (1999), quienes encontraron un 8,8% de resulta-
dos falsos positivos al examen microscépico directo

comparado con el cultivo fecal y PCR.
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Se encontré que 240 animales no eliminaron el ba-
cilo en la materia fecal por medio de la coloracion
acido-alcohol resistente, y, de acuerdo con Zimmer
y col. (1999), la coloracién de Zielh-Neelsen alcanza
una especificidad de apenas 86%, que es un valor
considerado como aceptable debido a que correspon-

de a una poblacién de animales clinicamente sanos.

PRUEBA DE INTRADERMORREACCION

Se conoce que la inmunidad mediada por células es
la respuesta primaria y de mayor impacto frente a
las infecciones micobacteriales, por lo tanto, se des-
taca la prueba de intradermorreaccién debido a que
mide la respuesta celular temprana en el individuo
afectado (Kalis, 2003). En este caso, se puede decir
que la respuesta de la PPD aviar frente al Mycobac-
terium avium subsp. Paratuberculosis present6 una
reactividad de 4,9%, lo que indica que posiblemente
es baja la presencia de la enfermedad en su estadio
temprano, sin embargo, no debe considerarse como
una prueba definitiva, ya que se ha documentado la
obtencion de falsos positivos y negativos, ademas de
bajos niveles de sensibilidad y especificidad, en estu-
dios realizados anteriormente (Tripathi et dl, 2006).
Sumado a esto, Monaghan et dl. (1994) plantean que
la tuberculina tiene una sensibilidad de 68-95% y
una especificidad de 96,3%, dependiendo del estado
sanitario de cada granja respecto a la enfermedad,
lo cual indica que la prueba carece de confiabilidad
cuando es realizada en poblaciones que presentan

baja carga bacteriana.

De las 14 pruebas que fueron aplicadas en animales
menores de un afio de edad, de los cuales siete eran
hembras y siete machos, todas resultaron negativas;
por otro lado, de acuerdo con los resultados obteni-
dos por Reddacliff & Whittington (2003), la tuberculi-
nizacién en corderos es muy sensible en infecciones
tempranas, pero la respuesta de hipersensibilidad re-

tardada decae en pocas horas y de esta manera ellos
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no desarrollan la inflamacién caracteristica que pro-

voca el test cuando es positivo.

Pruesa pe ELisa

Segiin Nielsen y Toft (2008), la sensibilidad diagnés-
tica de una prueba refleja la habilidad para detectar
si la infeccion estd presente (animales positivos), y
la especificidad diagnéstica de una prueba refleja la
habilidad de la misma para detectar los animales ne-
gativos, dado que la infeccién no esta presente en

estos animales.

En una amplia revisién del tema, Sergeant y colabo-
radores (2003) senalan que el éxito de las pruebas
serolégicas como Elisa, en cuanto a sensibilidad se
refiere, radica en el grado de respuesta de los anima-
les frente a la prueba, el nimero de animales mues-
treados y la prevalencia de la enfermedad en el reba-
no. Ademas, afirma que la sensibilidad de este tipo
de pruebas varia en amplios rangos, es decir, se pue-
den encontrar valores < 10% (cuando se quiere diag-
nosticar la fase subclinica de la enfermedad) y hasta
90% (generalmente en casos clinicos avanzados), lo
que indica una variabilidad de la prueba debido a la
etapa clinica en la que se encuentran los animales y
la distribucién de la enfermedad. En contraste con
los pobres indices de sensibilidad, se ha reportado
que la especificidad de la prueba para establecer el
diagnostico de la paratuberculosis en ovejas es de 91
a 100% (Coelho, 2007; Hilbink, 1994).

Con base en esta revision y segtn los resultados ob-
tenidos en la prueba, donde se encontré que solo dos
animales de 250 reaccionaron positivamente, se pue-
de decir que la Elisa arrojé un porcentaje de positi-
vidad de 0,8% (dos animales) y que los individuos
que reaccionaron como positivos se encuentran en
la etapa subclinica de la enfermedad, ya que no pre-
sentan diarrea, separacion de los vellones, fragilidad
de la lana y pérdida gradual de peso; sin embargo,

tienen anticuerpos de la enfermedad detectables y

presentan una respuesta inmune alterada, lo que lle-
va a pensar que eliminan bajas cantidades del micro-

organismo en la materia fecal.

Ademés se encontr6 que las dos ovejas afectadas son
de raza black face y merino rambouillet con edades
de ocho y cinco anos, respectivamente. Son animales
nacidos en la granja y sus madres no fueron diagnos-
ticadas como positivas frente a paratuberculosis. Se-
guin los estatutos del ICA, se plantea que todo animal
positivo macho o hembra (vacia o gestante) debe ser
sacrificado. Se deduce que los animales adquirieron
la infeccién probablemente por contaminacién de
pasturas y bebederos, segiin lo estipulado por Dhand
y colaboradores (2007), quienes afirman que la con-
taminacién de pasturas y el entorno son los princi-
pales factores de riesgo para la diseminacion de la

enfermedad de Johne.

Nielsen y cols. (2008) definen tres condiciones claves
para establecer el estado y el grado de eliminacion de
bacilos de paratuberculosis para lograr un diagnésti-
co exitoso de la enfermedad, a saber: animales afecta-
dos (presentan sintomatologia clinica), animales in-
fecciosos (eliminan el bacilo durante el desarrollo de
la prueba) y animales infectados por Mycobacterium
avium subsp. Paratuberculosis (portan el agente mas
no lo diseminan). Debido a los resultados obtenidos
y a la observacion de los animales positivos, se infie-
re que estos individuos son animales infecciosos, ya
que se encuentran eliminando el patégeno, situacion
que los convierte en factores de riesgo potencial para
los demas animales que pueden ser susceptibles a la

enfermedad (generalmente animales jovenes).

A pesar de los resultados obtenidos en las tres pruebas
realizadas, Sevilla (2007) afirma que los métodos mas
comunmente utilizados in vivo son el cultivo fecal y
la prueba de Elisa, pero otros como la deteccién de
interfer6n-y (IFN- y) van tomando mayor protagonis-
mo, ya que tratan de identificar animales infectados

antes de que presenten sintomatologia clinica, y pue-
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den ir acompanados de la prueba de intradermorreac-
cién. No obstante, métodos mas especificos como la
histopatologia o Elisa carecen de sensibilidad preci-
samente por su ineficacia en la identificacién de ani-
males con paratuberculosis subclinica, mientras que
los més sensibles como el cultivo (considerado como
técnica de referencia pero poco viable por su lentitud
y costo), la estimulacion de la produccion de IFN-y o
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) parecen
ser demasiado inespecificos, al menos en términos

practicos de prediccién de la enfermedad clinica.

Finalmente, dados los resultados obtenidos en las dife-
rentes técnicas diagnésticas empleadas, cabe recalcar la
relacién intrinseca existente entre la tuberculinizacion
v la coloracién acido-alcohol resistente, ya que mani-
fiestan su potencial diagndstico cuando son llevadas
a cabo de manera conjunta, evidenciando todo aquel
animal que se encuentre en las etapas preliminares de
la enfermedad y que constituye un factor de riesgo po-
tencial para la supervivencia del rebano. Se considera
por los resultados obtenidos en este estudio que la tu-
berculinizacién y la coloracién de Zielh-Neelsen son
pruebas que facilmente pueden ser desarrolladas en
campo cuando se tenga sospecha de la presencia de la
enfermedad, ya que brindan una buena deteccién de la
reaccion celular temprana, la cual puede corroborarse
con la posible presencia de micobacterias en la materia
fecal. Cabe resaltar ademas la importancia del empleo
de técnicas de biologia molecular de gran capacidad
diagnostica como la PCR, la cual establece un diagnés-
tico mucho maés preciso, implementando en un tiempo
mas reducido, programas de prevencién, control y erra-

dicacién de la enfermedad.

CUESTIONARIO PARA RECOLECTAR
INFORMACION ACERCA DE LOS FACTORES DE
RIESGO

Dhand et dl. (2007) han observado que la alta pobla-
cién de animales en un rebano lleva a grandes con-

taminaciones de las pasturas, debido al gran ntimero
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de animales por unidad de éarea y al incremento de
la diseminacién del MAP por las madres como resul-
tado del estrés nutricional. Consecuentemente, los
corderos son altamente susceptibles a la infeccion,
y en el presente estudio se encontré que esta pobla-
cion de animales se encuentra expuesta a dosis bajas
de MAP, lo cual se demostré mediante la presencia
de un bajo ntimero de animales infectados detecta-
dos mediante la coloracién de Zielh-Neelsen, intra-
dermorreaccién y Elisa. Adicionalmente, el 40% del
area total de la granja es empleado en el pastoreo de
los animales, haciendo que la contaminacién de las
pasturas sea constante por los animales diseminado-

res de la infeccidn.

Como métodos de control de la paratuberculosis,
en la granja emplean el sacrificio de animales con
baja condicién corporal y aislan a los animales jo-
venes de los adultos infectados. Dhand et dl. (2007)
consideran que cuando existen altas tasas de preva-
lencia del agente, los granjeros plantean estrategias
tales como el sacrificio de ovejas de bajo peso y la
venta de pequenos lotes de animales, convirtiendo
estas practicas en medidas rdpidas para amortiguar
las elevadas pérdidas econémicas por la enfermedad
de Johne. Sin embargo, en un estudio previo reali-
zado por Muskens et dl. (2003), se demuestra que la
asociacion entre el sacrificio de animales clinicos o
animales potencialmente clinicos con respecto al es-
tatus sanitario del rebano, ocasiona grandes pérdidas
econdmicas que desalienta las expectativas financie-

ras del productor.
ConCLUSIONES

La coloracion de Zielh-Neelsen es un método poco
confiable cuando se establece como tnico método
diagnostico, ya que se demostro la escasa capacidad
de esta técnica para detectar animales infectados
subclinica y clinicamente de manera certera, debido
a que es posible observar otros bacilos dcido-alcohol

resistentes en las heces de animales sanos.
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De acuerdo con las edades de los animales que se en-
contraron positivos frente a Zielh-Neelsen, pueden
existir individuos con bacilos acido-alcohol resis-
tentes en materia fecal, pero no son necesariamente
animales positivos a Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis.

La técnica de Zielh-Neelsen no puede arrojar un dato
aproximado de los animales que se encuentran eli-
minando el bacilo, debido a que es posible que la
prueba se haya desarrollado en un periodo durante
el cual las ovejas son eliminadoras intermitentes del

bacilo.

La prueba de intradermorreaccién mide la respues-
ta celular temprana en el individuo afectado, por lo
tanto, la deteccién de la enfermedad es baja en sus
estadios iniciales, ya que la respuesta de la PPD aviar
frente al Mycobacterium avium subsp. paratubercu-
losis presenté un bajo porcentaje de animales positi-

vos (4,9%) y 1,1% de animales sospechosos.

La tuberculinizacién es un método relativamente
especifico y util para el diagnéstico temprano de la

paratuberculosis en la mayoria de los rebaros.

La tuberculinizacién en corderos es muy sensible
frente a infecciones tempranas, pero la respuesta de
hipersensibilidad retardada decae en pocas horas y,
de esta manera, estos animales no desarrollan la in-
flamacién caracteristica que provoca el test cuando

arroja resultados positivos.

Los resultados obtenidos en la prueba de Elisa fue-
ron muy bajos (0,8%), y los animales que reaccio-
naron como positivos se encuentran en el comienzo
de la etapa clinica de la enfermedad, presentando
fragilidad de la lana y pérdida gradual de peso, lo
que contrasta con la presencia de anticuerpos de la
enfermedad detectables y una respuesta inmune al-
terada. Esto lleva a pensar que eliminan cantidades

moderadas del microorganismo en la materia fecal.

Se logré corroborar que la sensibilidad de la prueba
de Elisa depende de la fase clinica de la enfermedad
en la que se encuentre el animal, ya que la alta sen-
sibilidad de la prueba ocurre en estadios tardios o en

la fase clinica de la paratuberculosis.

Los animales que se encuentran en estadios tempra-
nos de la infeccion, incluso si se encuentran elimi-
nando el microorganismo, no son necesariamente
identificados por Elisa, debido a que pueden pasar

meses o incluso anos para que haya seroconversion.

Los individuos positivos a la enfermedad de Johne
son animales infecciosos, ya que se encuentran eli-
minando el patégeno, situacién que los convierte en
factores de riesgo potencial para los demés animales
que pueden ser susceptibles a la enfermedad, gene-

ralmente animales jovenes.

Para llegar a un diagnéstico real de la paratuberculo-
sis en un animal o en un rebano, es necesario reali-
zar varias pruebas diagndsticas, comenzando desde
la menos sensible y especifica hasta aquella que de-
termina con gran certeza la presencia del bacilo, con

el fin de reducir las pérdidas econémicas.
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