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RESUMEN.

En el presente estudio se utilizo la técnica de diagndstico histopatoldgico para
detectar paratuberculosis bovina utilizando la tincion de hematoxilina — eosina a
una poblacion muestral y la tincibn de Ziehl Neelsen, a los animales
sospechosos encontrandose en base a la localizacion y extension de las
lesiones, tipos celulares predominantes y cantidad de bacilos presentes en la
misma.

Para ello, se han estudiado anatomopatolégicamente un total de 292 vacas
adultas procedentes de 2 diferentes Rastros Municipales de los Departamentos

Ledn y Chinandega.

En todos los casos se tomaron para el estudio histopatolégico la valvula

ileocecal y los linfonodos yeyunales caudales o ileales.

El estudio histopatolégico permitié establecer criterios diferenciales de lesiones
granulomatosas causadas por parasitos y aquellas asociadas a la

paratuberculosis.

Si bien cabe mencionar que se detectaron quistes parasitarios que provocaban
lesiones macroscopicas compatibles con una enteritis cronica con formacién de
pliegues en algunos casos o0 solo presentaban engrosamiento de la mucosa
intestinal del ultimo tramo del intestino delgado que corresponde al ileo asi
como aumento de tamarfio de la pared intestinal y coloracion blanquecina. en el
cual confirma la presencia de parasitos.

Sin embargo en el presente estudio no se detecto presencia lesional

microscopica asociada a paratuberculosis.



INTRODUCCION.

En Nicaragua uno de los rubros mas importantes es la ganaderia y la
predisposiciéon de las enfermedades es uno de los factores que produce
perdidas de importancia econémica, y problemas sanitarios.

La paratuberculosis o Enfermedad de Johnes se encuentra en la lista B de la
OIE, es un proceso infeccioso cronico que afecta a los rumiantes domeésticos y
silvestres. La lesion se localiza principalmente en el intestino delgado, en la
parte distal del ileon, produciendo una enteritis granulomatosa y como
consecuencia los animales afectados presentan diarrea crénica incurable,
emaciacion, reduccion en la produccion de leche (Chiodini, 1992; Thoen vy
Haagsma, 1996).

La enfermedad tiene gran impacto econdémico debido al descenso de la
productividad, susceptibilidad incrementada a otras infecciones como la
mastitis y eliminacién temprana de los animales afectados. (Van Shaik et al.,
1996; Hutchinson, 1996).

El agente causal es el Mycobacterium. paratuberculosis, un pequefio bacilo
aerobio, Gram positivo, acido alcohol resistente y un parasito intracelular
obligado, especialmente en macréfagos (Collins, 1996; Jark et al., 1997). EI M.
paratuberculosis es genéticamente similar pero fenotiticamente diferente al M.
avium siendo una de estas diferencias su mayor virulencia para los mamiferos.
Recientemente el M. paratuberculosis ha sido propuesto ser denominado M.

avium subespecie paratuberculosis (Collins, 1997).

El M. paratuberculosis es eliminado a través de las heces y la leche del animal
infectado, sobre todo en la etapa avanzada de la enfermedad (Thoen y
Haagsma, 1996); por lo que el agua y alimentos, que son contaminados con
heces de los animales infectados constituyen medios de transmision de esta
enfermedad (OIE Manual, 1996). Luego de la ingestidn, la bacteria se localiza
en el intestino delgado (placas de Peyer), nddulos linfaticos y tonsilas en donde

es fagocitada por los macréfagos pero no es destruida persistiendo dentro del



macrofago y evadiendo, de este modo, la respuesta inmune por dafio en la

funcién de este importante mecanismo de defensa del animal (Kreeger, 1991).

La enfermedad de Johnes estad siendo considerada como una enfermedad
emergente. El objetivo de presente estudio es analizar la presencia de
paratuberculosis bovina en los los animeles sacrificados en los rastros de Ledn

— Chinandega, Agosto 04 — Enero 05

A pesar de su reconocimiento desde hace mas de un siglo, debido al frecuente
aislamiento de M. paratuberculosis de pacientes humanos con la enfermedad
de Crohn, un proceso clinico y anatomopatolégicamente similar a la
enfermedad de Johne; aunque los estudios realizados a la fecha no son
concluyentes para afirmar que la enfermedad de Johne o paratuberculosis es

una zoonosis (Collins, 1997).



JUSTIFICACION

El presente estudio es el primero que se realiza para identificar al
Mycobacterium Avium Paratuberculosis; se realizo por los problemas
econdmicos y sanitarios que provoca la paratuberculosis en la ganaderia, sin
obviar que hay ciertas enfermedades que ocasionan diarrea cronica y caquexia

en animales adultos en donde los sintomas son muy frecuentes en Nicaragua.

En el afo 2000 el MAGFOR reportd un caso de paratuberculosis en Nicaragua
apareciendo en el reporte anual de la OIE. No se han hecho otros estudios

para detectar incidencia y prevalencia de esta enfermedad en nuestros hatos.



OBJETIVOS

General:

Analizar la presencia de paratuberculosis bovina en los los animeles
sacrificados en los rastros de Ledn — Chinandega, Agosto 04 — Enero 05

Identificar y determinar la presencia de la Paratuberculosis en bovinos
sacrificados en los mataderos de Ledn y Chinandega durante el periodo de
Agosto2004- Enero 2005.

Especificos:

Comprobar la presencia de la enfermedad de Johns o paratuberculosis bovina

Verificar mediante la tinsidn de Zeil Nelssen si las enteritis cronicas detectadas
en animales adultos sacrificados en estos rastros se deben a PTBC

Determinar el estatus sanitario de los animales sacrificdos en los rastros
mencionados

- Identificar la lesion caracteristica de la paratuberculosis en el ileon y ganglio

ileocecal.

- Determinar el agente de la paratuberculosis en los mataderos de Ledn y

Chinandega.

- Realizar la clasificacion lesional de la paratuberculosis en la especie bovina,

basandose en los criterios histologicos.

- Determinar el estatus zoosanitario de los animales sacrificados.



MATERIAL Y METODO

Tipo de estudio:

En el presente trabajo se realizé un estudio exploratorio de corte transversal
para diagnosticar lesiones de Paratuberculosis bovina. Esta investigacion no se
ha hecho con anterioridad; lo cual ayuda a abrir nuevos espacios para estudios,
investigaciones y futuros proyectos relacionados con esta enfermedad. El
presente estudio realizo a una poblacién de 8162 animales de los cuales se
muestrearon 292 animales en un periodo de 5 meses y realizando las pruebas
de laboratorio pertinentes.no se obtuvo ningun caso positivo, esto significa que
para detectar la enfermedad con una probabilidad de 95% se considera que la

prevalencia permisible es de 1% y si hay algunos enfermos son menos del 1%.

Universo y area de estudio:
La poblacién total es 8162 de los cuales se recogieron 292 muestras al azar de
bovinos sacrificados en el matadero de Ledn y Chinandega. En un periodo de 5

meses comprendido entre agosto del 2004 y enero del 2005.

Utilizacion de método estadistico:

Se utilizé el método Win Episcope 2.0, es la primera versidn de una aplicacion
que tiene como principal objetivo la realizacion del estudio epidemioldgico de
una enfermedad en poblaciones animales.

El programa ha sido disefiado en entorno Microsoft Windows, el disefio del
programa se enmarca dentro de las actividades de la European Networt on
Veterinary Epidemiology and Animals Health Economics (EPEDICON) y de la
Red Iberoamericana de Epidemiologia (RATIO). Este ha sido desarrollado por
la unidad de enfermedades infecciosas y epidemiologia de la Facultad de

Veterinaria, Universidad de Zaragoza.

Tamano de la muestra



El tamano de la poblacion se determino por el promedio de animales
sacrificados por dia. Para determinar el tamano de la muestra se utilizé el
método estadistico Win Episcope 2.0. En el matadero de Chinandega se
muestrearon un total de 112 bovinos y en el matadero de Ledn se muestrearon
180 bovinos sacrificados, obteniéndose un porcentaje poblacional de 3.6% del
total de la poblacién sacrificada en el periodo de estudio.

Para esta investigacion se realizo la tincion de Hematoxilina-eosina al total de
muestra seleccionada 292 y la técnica de Ziehl Neelsen a 22 muestras
sospechosas de lesiones de paratuberculosis; por la confiabilidad de esta
prueba para detectar animales positivos a la paratuberculosis y por los costos

economicos que ella infiere.

Recoleccion de muestras en los bovinos sacrificados en los mataderos.

Para este trabajo investigativo se cont6 con la autorizacién de los responsables
de los mataderos. Se realizaron cuatro visitas durante cada mes, en el periodo
comprendido de agosto 2004 a enero 2005. En este periodo se recogio tejidos
de la valvula ileocecal y ganglio mesenterico del intestino y se colocaron en

envases con formalina al 10%.

Traslado de las muestra en formol al 10% (fijador de tejidos).

El fijador quimico utilizado en los tejidos histologicos es el formaldehido al 10%
con el fin principal de detener la autolisis post-mortem por inactivacion de
enzimas hidroliticas, facilitar la obtencidén de cortes mediante el endurecimiento
de tejidos, intensificar la tincién, estabilizar los componentes para que se
acerque a su condicién in vivo y proteger al histélogo mediante propiedades
antisépticas. La inmersién de la muestra en el fijador debe realizarse tan pronto
como sea posible. El tiempo ideal para la fijacion del tejido con formaldehido

requiere 24hrs.
Recepcion de tejidos sumergidos en formol al 10% en laboratorio.
Estos deben de ser recepcionados por un tecnélogo capacitado para manejar

dichas muestras, las que se inscriben en el cuaderno de control.

Realizacion de la ficha de biopsia



Se debe llenar una ficha de entrada en el laboratorio para conocer los datos
generales del animal al que se le tomo muestra y el lugar de procedencia. En
esta hoja se debe anotar el lugar de donde se extrajo el tejido y si es de origen

tumoral o no.

Corte de muestra
Se retiraron las muestras de los frascos para proceder a realizar los cortes
transversales con un grosor de 1-1.5mm posteriormente se colocan en cassette

para tejidos.

Introduccion de la muestra al autotecnicon.

Se realiza la deshidratacion de la muestras en el autotecnicon con doce pases
que son los siguientes: primer pase : alcohol al 70%;segundo pase : alcohol al
70%; tercer pase : alcohol al 80%; cuarto pase : alcohol al 96%; quinto pase
:alcohol al 100%; sexto pase : alcohol al 100%; septo pase : metanol; octavo
pase : alcohol y xilol al 50%; noveno pase : alcohol y xilol 50; décimo pase :
xilol al 100%; décimo primero pase : parafina; décimo segundo pase : parafina;

con una duracion de este proceso de 18hrs.

Inclusién del tejido en parafina;

La técnica de inclusidn en parafina para preparar muestra es confiable. Aunque
modifica células y tejidos, las muestras procesadas brindan confianza y
precision. La técnica de inclusion en parafina constituye el método de mas uso
para la preparacion de tejidos para diagnostico histopatoldégico con el
microscopio optico. El aparato que se utiliza esta compuesto de recipiente de
parafina derretida a 63 °C, después se ponen en un lugar tibio para guardar los
moldes a incluir y una area fria para enfriar los bloques incluidos, todas estas

areas necesitan estar a una temperatura especifica.

Corte del tejido (3micras) con ayuda del microtomo;
Una vez que la parafina se ha endurecido y que ya se han retirados los moldes,
los cubos se montan en le microtomo y se hacen cortes muy finos (3y) sobre la

superficie. Estas secciones asi obtenidas tienden a formar cintas lo que facilita



la recoleccion de secciones de la muestra. Las cintas pueden hacerse flotar en

agua tibia, estirarse después de recogerse con portaobjetos.

Inclusion en el bafio Maria.
Su funcién es montar la cinta para luego colocarla en la lamina o porta objeto,

este aparato se debe utilizar a 55-60° para garantizar la calidad de las laminas.

Inclusion del tejido al horno a 60 °C
Se utiliza para desparafinar las laminas que contienen tejidos para luego ser

tenido con la técnica Hematoxilina-eosina.

Tincién del tejido.
La técnica hematoxilina-eosina tiene como propdsito tefir el ndcleo y
citoplasma en secciones de tejido para luego ser tefido con los siguientes
pasos:
Xilol, tres cambios, de 10-5-3 minutos cada cambio
e Alcohol absoluto 80%, de 10-5-3 minutos cada cambio y por ultimo una
inmersién con alcohol de 70% por 3 minutos cada cambio.
e Tenir con Hematoxilina de 6-8 segundos.
e Lavar en agua corriente unos segundos.
e Sumergir en hidroxido de amonio por 4 segundos.
e Tenfir citoplasma en Eosina de 3-4 minutos dependiendo del contraste
deseado.
e Sumergir en alcohol al 80%.
e Secar en el horno por 3 minutos a 60 °C.
e Sumergir en Xilol al100% por 2 minutos

e Montar en resina sintética.

Resultados de la técnica de Hematoxilina -eosina.
NUCIEOS. ... e et azul
Citoplasma........c.oooiiiii de rosado a rojo

Mayoria de los otros tejidos...............cceenen.. de rosado a rojo



Tincion de Ziehl Neelsen

Reactivos:

1. cristales de fenol derretidos.........cccvvviviiiiiiiiiieiieeee. 2.5ml

2. Alcohol etilico absoluto............cccovieeeiiiiiiieiie e, 5.0ml

3. fucsina basica .........ccceeeiiiiiiiii 0.5gr

4. Agua destilada..........cooiiiiiiiiiiii 50.0ml

Procedimiento

Desparafinar e hidratar hasta llegar al agua destilada.

Colorear las laminas con una solucion fresca y filtrada de carbol _
fucsina durante 30 minutos.

Lavar bien con agua corriente.

Decolorar con solucion alcohdlica acida al 1% hasta que las secciones
aparezcan de color rosa palido.

Lavar bien con agua corriente, durante 8 minutos.

Contrastar, sumergiendo una lamina por vez en la solucion diaria de azul
de metileno. Las secciones deben de ser de color azul palido. El exceso
de contraste puede enmascarar los bacilos.

Lavar con agua y luego con agua destilada.

Deshidratar rapidamente con alcohol etilico al 95% vy alcohol etilico
absoluto, 2 cambios cada uno, aclarar con 2 cambios de xileno, 2
minutos cada uno.

Montar en medio resinoso.

Resultado técnica de ZIEHL-NEELSEN.

Bacilos acido; alcohol resistente..........ccooveeviiiiiiinn... Rojo brillante

EritroCitos. ... Amarillo _ anaranjado

Otros elementos tisulares. .........c..oveeeeeieeeieeenans Azul



MATERIALES

Formalina al 10%.

Envases plasticos y de vidrio.
Cubre objeto y portaobjeto.
Cuchillas para cortes histologicos.
Alcohol puro al 95%.

Xilol.

Parafina.

Pinzas.

Mechero.

Gazas.

Bafo Maria.

Guantes.

Tijeras.

Microtomo.
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ETIOLOGIA.



Caracteristicas generales.

El agente causal de la paratuberculosis, Mycobacterium avium subespecies
Paratuberculosis (MAP) es un microorganismo de crecimiento lento
perteneciente al género Mycobacterium, el uUnico dentro de la familia
Mycobacteriae que a su vez se encuadra en el orden de los Actinomicetales,
donde también se incluyen géneros como Nocardia y Corynebacterium, los
cuales comparten algunas caracteristicas semejantes con las micobacterias
(Wayne y Kubica 1986). Todas las especies del género Mycobacterium deben
cumplir al menos las siguientes condiciones (Levy-Frebault y Portaels, 1992;
Shinnick y Good, 1994):

- Resistencia a la decoloracién con acido-alcohol.

- Presencia de &acidos micdlicos de 60-90 carbonos que por pirolisis se
degradan a metil-ésteres de acidos grasos de 22 o 26 carbonos

- Contenido de G+C en su ADN cromosomal de entre un 61 y un 71%.

Ademas de estas condiciones, el género Micobacterium presenta un grupo de
Genes denominados ESAT-6 que no han sido mantenidos en otros géneros y
que codifican diferentes proteinas, algunas relacionadas con la induccion de
respuesta inmune (Gey Van Pittius, 2001).

MAP fue estudiada desde el punto de vista bacteriolégico por primera vez por
Johne y Frothinghan en 1895, aunque su crecimiento en medio de cultivo no se
consiguio hasta 1913 por Twort e Ingram, que denominaron al microorganismo
Mycobacterium johnei. EI nombre de Mycobacterium paratuberculosis fue
propuesto por Bergey en 1923, y ha sido el mas aceptado durante largo tiempo.
Actualmente se considera al agente causante de la paratuberculosis como una
subespecie dentro del complejo Mycobacterium avium (Thorel y cols., 1990).
Morfolégicamente es un cocobacilo de 1 6 2 x 0,5 micras de tamafo, Gram+,
aunque se tine débilmente por esta técnica, inmdvil, aerobio o microaerobio
(Chiodini y cols., 1984a) con tendencia a formar grumos, y que crece sin formar
cordones (Thorel y cols., 1990). Al igual que otras especies del género, MAP
tiene la capacidad de resistir la decoloracién al ser tratado con acido o con
alcohol acido, por lo que el método de Ziehl-Neelsen es considerado aun como

el mas util para tefir estos microorganismos.



Las principales caracteristicas para su identificaciéon han sido tradicionalmente
su lenta velocidad de crecimiento en medios de cultivo y la necesidad de

micobactina (Chiodini y cols., 1984a; Thorel y cols., 1990).

Al igual que otros géneros y otras especies de micobacterias, MAP puede
alterar su estructura, perdiendo total o parcialmente su pared celular, lo cual
modifica sus caracteristicas morfolégicas, tintoriales y fisiologicas. Se
distinguen tres tipos: los esferoplastos que han perdido parte de esta pared
celular pero conservan restos de la misma, los protoplastos, formas bacterianas
sin ningun resto de pared, ambas formas pueden revertir a bacterias completas
pero no se pueden multiplicar de forma seriada.

Por ultimo, las células L, que aun carentes de pared celular, son capaces de
multiplicarse de forma seriada, produciendo colonias con morfologia
caracteristica. Esta caracteristica se cree que es debida a un reforzamiento de
la membrana celular y desarrollo de mecanismos compensadores que las
permite resistir cambios osmoticos (McGee, 1971). Estas células bacterianas
de pared defectiva, parece que podrian desempefiar un papel importante en las
fases iniciales de la infeccién, permaneciendo en células presentadoras de
antigeno del epitelio intestinal (Garcia Marin y cols., 1992a).

Dentro del género Mycobacterium las diferentes especies pueden clasificarse
segun su velocidad de crecimiento. Asi se denominan micobacterias de
crecimiento rapido si tardan menos de 7 dias en crecer en medios de cultivo, o
de crecimiento lento si tardan mas tiempo en aparecer las primeras colonias
visibles. Dentro estas ultimas se encuadra MAP (Granje 1990). Esta
caracteristica se debe a su bajo ritmo metabdlico con un tiempo de generacién
muy superior a la mayoria de otras bacterias. Sin embargo este hecho le
confiere la ventaja de resistir en medios con escasos nutrientes o condiciones
adversas, ayudada por la gruesa pared celular que le confiere una notable

resistencia frente a agresiones fisico-quimicas (Juste y cols, 2000).

Medios de cultivo.
El aislamiento primario de MAP es complicado debido al gran numero de
microorganismos contaminantes generalmente presentes en las muestras, al

requerimiento de factores accesorios (Merkal y Larsen, 1962) y a su lenta



velocidad de crecimiento, precisando mas de seis semanas hasta que se

observan las primeras colonias (Chiodini y cols., 1984a),

Debido al largo tiempo de incubacién que precisa, los medios para el cultivo de
MAP deben de ser capaces de aportar los nutrientes necesarios sin que estos
se degraden durante un prolongado periodo, por lo que es muy importante
evitar las contaminaciones de los medios utilizando tubos de vidrio herméticos
asi como antibidticos (Penicilina y Cloranfenicol) y antifungicos (Anfotericina B).
Ademas los medios de cultivo deben de contener fuentes de carbono y
nitrdgeno, macroelementos como el Ca, oligoelementos como el Fe, S y P,
agentes solidificantes y colorantes (Marco y Aduriz, 1990; Juste y cols, 2000).
Otras sustancias como el piruvato sodico parece tener un efecto estimulador
del crecimiento en las cepas bovinas e inhibidor en las ovinas (Juste y cols.,
1991b).

Segun la clasificacion de Marco y Aduriz (1990) los medios de cultivo pueden
dividirse en:

IMedios a base de huevo, como el de Herrold y el Léwenstein-densen, que
han sido tradicionalmente los mas utilizados.

Medios a base de suero, los cuales precisan decontaminacion de la muestra

y presentan una mayor limitacion de tiempo.

Persistencia en el medio.

MAP es un parasito intracelular facultativo, que se aisla a partir de mucosa
intestinal, linfonodos y heces de animales enfermos de paratuberculosis
(Chiodini y Van Kruiningen, 1986; Merkal y cols., 1987) y es capaz de resistir
elevados periodos de tiempo en diferentes condiciones en la naturaleza
(Larsen y cols., 1956), principalmente en suelos neutros 6 acidos (Kopecky,
1977). Es muy resistente en heces, sobre todo si estas se desecan, pudiendo
permanecer viable en este medio hasta 47 meses. Del mismo modo y aunque
la orina parece tener un ligero poder inhibitorio, es capaz de resistir en agua
hasta 9 meses (Larsen y cols., 1956, Merkal y Whipple, 1982; Chiodini y cols,
1984), incluso resistiendo concentraciones de clorina de 2(1g./ml durante 30

minutos (Whan y cols., 2001). El agente causal de la paratuberculosis resiste la



congelacion a -20°C durante al menos un ano, sin que parezcan existir
problemas para su posterior cultivo en los medios habituales (Chiodini y cols,
1984; Juste y cols, 2000). De igual forma entre un 3 y un 5% de las
micobacterias podrian sobrevivir a la pasteurizacion (Chiodini y Hermon-Taylor,
1993; Rowan y cols., 2001), aunque parecen ser susceptibles a la combinacién
de temperatura y aplicacion de campos eléctricos pulsatiles (Rowan y cols,
2001).

En sentido contrario, MAP es un microorganismo muy sensible a la luz solary a
un gran numero de desinfectantes, sobre todo si se usan conjuntamente con
detergentes y a una dilucién adecuada (Merkal y Whipple, 1982). De esta forma
el hipoclorito sédico, el formol al 5%, la cianamida calcica, cresoles y fenoles al
3y 2,5%, bicloruro de mercurio al 0,1% o el hipoclorito calcico (2%) son
eficaces si actuan durante tiempo suficiente y sobre superficies sin restos de

materia organica seca (Chiodini y cols, 1984; Juste y cols, 2000).



Estructura de MAP.

Las principales propiedades estructurales y antigénicas de MAP proceden de
su compleja pared celular (Merkal y cols., 1965; Stanford, 1983; Grange, 1990),
comun al resto de las micobacterias y que esta formada internamente por una
capa de peptidoglicanos llamada mureina que le confiere rigidez y forma,
siendo también responsable del poder adyuvante de la micobacteria; mas
externamente se situa la capa de arabinogalactano, a la que se unen los acidos
micolicos hacia el exterior, principales responsables de la acido-alcohol
resistencia y entre los que existen sulfolipidos y dimicolatos de trealosa (“Cord
factors”). Por ultimo, la capa mas externa esta formada por micdsidos, un
complejo grupo de glucolipidos de superficie, caracteristicos de cada especie y
que permite a las micobacterias patdgenas resistir la accion de las enzimas
lisosomales (Grange, 1990). Una molécula que parece tener bastante
importancia es el Lipoarabinomanano (LAM), un lipopolisacarido que, anclado a
la membrana plasmatica, sale hasta el exterior de la bacteria y que se cree que
juega un papel destacado en la patogenicidad de las diferentes cepas de
micobacterias, siendo diferente su estructura entre las cepas ovinas y bovinas.
Ademas parece que presenta cierta utilidad como antigeno en diferentes test
diagndsticos (Reichel y cols., 1999; Valentin- Weigand y Goethe, 1999).

Los antigenos micobacterianos han sido clasificados en cuatro grandes grupos
(Stanford, 1983):

- Antigenos de grupo comunes a todas las especies de micobacterias e incluso
de géneros como Nocardia y Corynebacterium, que podrian ser los causantes
de las reacciones cruzadas que existen con diferentes especies de
Corynebacterium (Larsen y Johnson, 1947; Pepin y cols., 1987).

- Antigenos propios de micobacterias de crecimiento rapido.

- Antigenos propios de especies de crecimiento lento.

- Antigenos especificos de cada especie concreta e incluso de cada
subespecie.

La estructura y composicion de MAP resulta importante a fin de identificar y
obtener las sustancias con mayor poder antigénico para su utilizacién en
pruebas de diagnostico inmunologico. En 1944 Johnson obtuvo un extracto
proteico purificado semejante al obtenido para diagndstico de tuberculosis,

llamado Johnina y utilizado en pruebas de inmunidad celular (Baisden, 1950).



El antigeno protoplasmatico crudo (PPA-3) parece haber sido uno de los
antigenos mas ampliamente utilizado en los ultimos afos en técnicas
serologicas (Yokomizo y cols., 1983; Bech-Nielsen y cols., 1985; Aduriz, 1993;
Garcia Marin y cols., 1994; Pérez y cols., 1997). Sin embargo se han detectado
hasta 20 proteinas serologicamente reactivas, después de la rotura del
microorganismo por sonicacion (Bech-Nielsen y cols., 1985). Otro grupo de
componentes que inducen respuesta inmunolégica son las denominadas “heat
shock proteins”, obtenidas tras someter al microorganismo a un stress térmico
(Young y cols, 1990). Asimismo se han identificado secuencias en el genoma
de MAP que codifican diversas proteinas causantes de una fuerte respuesta
humoral y celular en los individuos infectados con esta micobacteria, entre las
que destacan una proteina de 40 KD (Stevenson y cols, 1992) y una
superoxidodismutasa (Sod) secretada por diferentes micobacterias, que podria
estar relacionada con la capacidad patogénica de las mismas (Liu y cols.,
2001) y a su vez capaz de provocar una marcada respuesta inmune celular en
el hospedador.

Otras proteinas descubiertas recientemente que podrian tener utilidad como
antigenos especificos en pruebas de diagndstico seroldgico son las Alkyl
hidroperoxido-reductasas C y D, especificas de MAP, y una proteina de
secrecion de 14 kDa producida por micobacterias del complejo avium (Olsen y
cols., 2001a). Otro tipo de proteinas, la Pks7 y la Csp1, son reconocidas por
suero de conejos infectados de forma experimental con MAP vivas, pero no por
suero de conejos infectados con las mismas micobacterias inactivadas
(Bannatine y Stabel, 2001), sin embargo estas proteinas son similares a otras

existentes en el género Corynebacterium o en otras especies de micobacterias.

Cepas de MAP y relacién con otras micobacterias.

La existencia de varias cepas de MAP fue sefalada por Taylor en 1951 al
identificar, segun requerimientos y caracteristicas de cultivo, tres variedades:
una cepa bovina que también afectaba a otras especies, una cepa ovina
pigmentada, y otra cepa ovina no pigmentada aislada en ovejas procedentes
de Islandia, resultando las dos ultimas las mas dificiles de cultivar. Se ha
sefalado ademas, que la cepa pigmentada podria presentar una mayor

virulencia (Stamp y Watt, 1954). Estas diferencias, en cuanto a los



requerimientos para el cultivo han sido comprobadas posteriormente por varios
autores (Juste y cols., 1991b; Muskaens y cols., 2000; Whittington y cols.,
2001c) quienes comprobaron que las cepas de pequefos rumiantes son mas
dificiles de cultivar que las cepas bovinas y al contrario que éstas, ven inhibido
su crecimiento por el piruvato sodico (Juste y cols., 1991b). En este sentido y
en base a pruebas genéticas se han establecido dos grandes grupos de MAP,
uno de los cuales englobaba las cepas ovinas y caprinas y el otro las cepas
bovinas y de otros animales (Collins y cols., 1990; Whittington y cols., 2001c).
Ademas y desde el punto de vista de la capacidad infectiva, se ha demostrado
que algunas cepas de origen caprino tienen poca patogenicidad para el ganado
bovino (Saxegaard, 1990). Esta distincion desde el punto de vista genético no
parece estar reflejada de una forma tan clara en el campo, ya que en Australia
e Islandia se encuentran cepas ovinas que causan la enfermedad en ganado
bovino (Whittington y cols., 2001c) mientras que en Bélgica, el ganado ovino
puede adquirir la infeccidon y desarrollar la enfermedad a partir de cepas
bovinas (Muskens y cols., 2000). En este mismo sentido, Pillai y cols., 2001 en
EEUU encuentran similitudes genéticas entre cepas asiladas en caprino y en
ovino con otras aisladas a partir de bovino. Estos mismos autores encuentran
hasta 6 genotipos diferentes de micobacterias en 201 muestras de vacas
afectadas de paratuberculosis.

La estrecha relacion de MAP con otras especies o subespecies del género
Mycobacterium se puso de manifiesto desde el comienzo de su investigacion,
ya que Johne y Frothinghan consideraban al agente causante de Ia
enfermedad un bacilo tuberculigeno aviar, relacion que se ha comprobado
posteriormente al observarse la existencia de reacciones inmunoldgicas
cruzadas (Smythe, 1951; Stanford, 1983; Burrells y cols., 1995; Nielsen y cols.,
2001) y al comprobarse experimentalmente que dicho agente puede llegar a
producir lesiones tuberculosas en pollos (Van Kruiningen y cols, 1991).
También se ha descrito la relacion existente entre MAP y micobacterias
aisladas a partir de palomas torcaces dependientes de micobactina, capaces
de producir en terneros lesiones semejantes a las observadas en la
paratuberculosis clinica (Matthews y McDiarmid, 1979).

Teniendo en cuenta estos datos y basandose en criterios microbioldgicos y

genéticos, Thorel y cols en 1990 propusieron un cambio de nomenclatura,



clasificando las distintas cepas del complejo Mycobacterium avium en cuatro
grupos:

- Grupo 1, engloba cepas de Mycobacterium paratuberculosis y cepas
obtenidas de pacientes con enfermedad de Crohn, que pasan a denominarse
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.

- Grupo 2, engloba cepas de M. intracellulare y M. avium que pasan a
denominarse Mycobacterium avium subsp. avium.

- Grupo 3, engloba cepas de micobacterias aisladas de palomas torcaces que
pasan a denominarse Mycobacterium avium subsp. silvaticum

- Grupo 4, engloba una unica cepa vacunal de M. paratuberculosis aislada en
Weybridge en 1940.

Actualmente las técnicas de identificacion genéticas son las mas ampliamente
utilizadas para diferenciar las tres principales subespecies del complejo
Mycobacterium avium. Estas técnicas estan basadas en la detecciéon de
secuencias de insercion especificas de cada subespecie; asi para MAP son la
IS900 (Green y cols., 1989; Collins y cols., 1990), la 1S1311 (Whittington y
cols., 2001b) y la IS Mav2 (Strommenger y cols., 2001), si bien la primera de
ellas no parece ser tan especifica como se creia (Cousins y cols., 1999; Bolske
y cols., 2002). Para M. a. avium la secuencia de insercién especifica es la
IS901 (Kunze y cols., 1992) que permite expresar una proteina, la p40 con
capacidad antigénica (Inglis y cols., 2001).

La relativa difusién y éxito de estos métodos de identificacion se deben a una
relativa mejora y simplicidad de las técnicas genéticas, donde destaca la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y la mayor homogeneidad y
universalidad de los caracteres genéticos frente a los fenotipicos (Juste y cols,
2000).

PATOGENIA.

Via de contagio.

Parece bastante claro que la via de contagio principal es la digestiva, al ingerir
los animales jovenes de material contaminado con restos fecales procedentes
de individuos que excretan micobacterias en heces, principalmente cuando
estos animales jovenes maman de ubres manchadas (Chiodini y cols., 1984a;
Blood y cols., 1989; Juste y Aduriz, 1990b; Garcia Marin y cols., 2000). Se han



demostrado otras vias aunque de escasa importancia, a partir de las que los
animales que pueden ingerir la bacteria, como por ejemplo la leche o el
calostro, donde vacas con paratuberculosis clinica (Taylor, 1951) o subclinica
(Streeter y cols., 1995; Millar y cols., 1996) pueden llegar a excretar MAP,
aunque en pequefias cantidades y solamente por parte de animales que
excretan micobacterias en heces. También se ha propuesto la via uterina como
mecanismo de contagio, pero de forma muy ocasional y no presentando en la
practica ninguna importancia (Reddy y cols.,1984; Rebhun, 1995) si bien
diversos autores han aislado MAP en vacas infectadas, tanto con sintomas
clinicos como sin ellos, a partir de cotiledones, mucosa uterina e incluso tejidos
fetales (Doyle y Spears, 1951; Kopecky y cols.,1967); también se ha aislado del
tracto genital y semen de toros que padecian la enfermedad, aunque esta via
de infeccidén no se ha llegado a demostrar (Larsen y cols.,1981). Igualmente se
ha constatado en animales excretores, la presencia del agente causal de la
paratuberculosis en huevos de tricoestrongilos que puede permanecer viable
en los mismos hasta el desarrollo de la larva 3 (Whittinton y cols., 2001a) y en
diversas especies de moscas (Fischer y cols., 2001), si bien no ha sido
confirmada la participaciéon de ninguno de estos vectores en la transmision de

la enfermedad.

Entrada de MAP en el organismo y desarrollo lesional.

Una vez ingerida la micobacteria, se ha considerado la posibilidad de que el
agente de la paratuberculosis tuviera como asiento primario en el organismo
las tonsilas y linfonodos retrofaringeos, desde donde se diseminaria a intestino
y linfonodos mesentéricos (Payne y Rankin, 1961). Sin embargo, otros estudios
experimentales realizados en ganado ovino y caprino, encuentran, en los
estados iniciales de la infeccidn, que la mayoria de las lesiones se localizan en
placa de Peyer intestinal y linfonodos mesentéricos (Brotherson y cols., 1961;
Nisbet y cols.,1962; Van Kruiningen y cols.,1986; Juste y cols.,1994;
Sigurdardottir y cols. 1999). Por ello, se considera que la infeccidn
paratuberculosa esta estrechamente ligada, en sus fases iniciales, al tejido
linfoide intestinal. En este sentido, algunos autores han propuesto que las
primeras lesiones se localizarian, en este tejido, a nivel de la valvula ileocecal,

extendiéndose por la lamina propia adyacente y progresando en sentido



craneal, por contiglidad, en relacion con los espacios interfoliculares (Juste y
cols., 1994).

Se cree que la forma de entrada de MAP en el tejido linfoide intestinal es a
través de las células M situadas en el epitelio de revestimiento de las cupulas
de la placa de Peyer, las cuales actuarian degradando y presentando los
antigenos a otras células del sistema inmune (Momotami y cols., 1988; Garcia
Marin y cols., 1992a; Snider y cols., 1992; Sigudardottir y cols., 1999).

Una vez que las micobacterias penetran en las células M, son transportadas en
vacuolas, en algunos casos previamente degradadas, a macrofagos
subepiteliales e intraepiteliales de la lamina propia adyacente a la placa de
Peyer, donde se localizan en el interior de fagosomas (Chiodini, 1984; Valentin-
Weigand y Goethe, 1999). Estos macrdéfagos son las células blanco de la
infeccién paratuberculosa (Kaufmman, 1995) pudiendo el microorganismo
resistir en el interior de estas células a los diversos mecanismos
antimicrobianos, tales como la fusién fagosoma-lisosoma, mecanismos
oxidativos, enzimas lisosémicas y produccion de 6xido nitrico. Sin embargo,
aunque no se conocen con exactitud los mecanismos ultimos responsables de
esta resistencia, se cree que la pared celular de la micobacteria seria un factor
primordial, asi como la inhibicion de la acidificacion del medio, produccion de
sulfatos, glicolipidos y actividad de la enzima superoxido-dismutasa los cuales
inhibirian el sistema oxidativo y produccion de oxido nitrico de los macrofagos
(Clarke, 1997; Valentin-Weigand y Goethe, 1999; Cheville y cols., 2001; Harris
y Barletta, 2001; Liu y cols., 2001). Sin embargo, en la mayoria de los casos, el
sistema antimicrobiano de los macréfagos es capaz de destruir a la
micobacteria. Para ello previamente debe de ser estimulado por diversos
mediadores celulares producidos principalmente por linfocitos T. Esta
estimulacién inmunoldgica proviene de los diferentes antigenos de MAP, entre
los que parecen destacar el Lipoarabinomamano (LAM) y las proteinas de
choque térmico, que son presentadas por el complejo mayor de
histocompatibilidad tipo Il a los linfocitos T (Stabel, 2000). Se produce entonces
una compleja interaccion entre los diferentes procesos inmunoldgicos (apartado
[1-2.3), en ocasiones contrapuestos, que van a tener como resultado que los
macrofagos destruyan la micobacteria y por lo tanto el animal supere la

infeccién, o que la micobacteria logre sobrevivir, 1o que conducira a que el



animal desarrolle la enfermedad clinica o permanezca durante largos periodos
de vida como portador asintomatico de la enfermedad excretando MAP
(Rankin, 1961; Gilmour y cols.,1978; Blood y cols., 1989; Snider y cols.,1992;
Storset y cols., 2001). Se considera que la evolucidén hacia uno u otro estado
depende de diversos factores, como por ejemplo la distinta patogenicidad de
las cepas de MAP, tanto intraespecifica como interespecifica (Stamp y Watt,
1954; Saxegaard, 1990), el tiempo de exposicidén a la bacteria y la dosis
recibida (Whithlock y Buergelt, 1996) y fundamentalmente la respuesta del
hospedador (Garcia Marin y cols., 1994; Clarke, 1997). Dicha respuesta se
reconoce que esta influida por factores como la edad (Doyle y Spears, 1951;
Larsen y cols., 1975; Withlock y Buergelt, 1996), la dieta (Doyle y Spears, 1951;
Snider y cols.,1992), condiciones de stress, cambios hormonales como los que
ocurren durante el parto (Reddy y cols.,1984; Kreeger, 1991; Garcia Marin y
cols.,1994; Rebhun, 1995).

Estudios realizados “in vitro” en este sentido indican que la hormona del
crecimiento y la prolactina afectan negativamente a la capacidad de los
monocitos sanguineos bovinos para fagocitar y destruir al agente causal de al
enfermedad (Feola y cols., 1999). En ultimo término, el estado inmunolégico
general del animal también determina la capacidad del mismo para evitar que
la infeccion progrese (Gilmour y cols., 1978; Clarke y cols., 1996).

Finalmente una vez que se desarrolla la enfermedad, la causa principal de
degradacion de la condicion corporal que sufren los animales enfermos podria
ser la pérdida constante de proteinas por via gastrointestinal, que en ganado
bovino llega a ser de 39 gr. diarios mas que en los animales sanos (Patterson y
cols.,1967).

Respuestainmune del hospedador y relacion con el espectro patoldgico.

Una vez que la micobacteria ha penetrado en el organismo y las células M la
han transportado hasta los macrofagos subyacentes, se desencadenan una
serie de procesos inmunolégicos regulados por las células del sistema inmune
mediante la producciéon de diferentes linfoquinas. Asi en un primer momento,
los macrofagos reciben la micobacteria y presentan los antigenos a los
linfocitos T, los cuales liberan IL-2. Esta linfoquina provoca una expansién de

los clones de linfocitos T CD8+ citoliticos y de los T CD4+ helper. En un primer



momento, la respuesta inmunolégica parece estar mediada por linfocitos CD4+
Th1, los cuales producen entre otros interleuquina 2(IL-2), [I-Interferon (CI-IFN),
Factor de Necrosis Tumoral (TNF) y GM-CSF (Kaufmann, 1995; Clarke, 1997;
Begara-McGorum y cols., 1998; Valentin Weigand y Goethe, 1999).

Estas sustancias son capaces de atraer y activar a los macréfagos, logrando
una mayor capacidad de los mismos para destruir a los microorganismos
fagocitados y por lo tanto una regresion y resolucion de la infeccion (Flesch y
Kaufmann, 1990; Huygen y cols, 1994). En esta primera fase, la respuesta
inmune se limita al tejido linfoide intestinal y linfonodos asociados, aunque en
ocasiones no se refleja en sangre periférica hasta al menos los 270 dpi
(Begara-McGorum y cols., 1998; Sigudardorttir y cols, 1999).

Sin embargo, el mecanismo descrito no siempre es eficaz y cuando no es
destruida, la bacteria permanece latente en los linfonodos yeyunales,
escapando a los mecanismos de inmunidad citados (Begara-McGorum y cols.,
1998; Sigudardorttir cols, 1999). La evolucion del proceso puede entonces
variar entre una depresion de la respuesta inmune celular con proliferacion y
diseminaciéon de las micobacterias (Stabel, 2000) y una respuesta inmune
celular desmedida (Buergelt y cols., 1978; Clarke, 1997), en ambos casos con
extension de las lesiones a amplios tramos intestinales y desarrollo de la
enfermedad clinica.

Si bien no se conocen las causas exactas que originan el fallo en la respuesta
inmunoldgica, se sabe que en el primer caso, el fracaso de la respuesta inmune
celular, podria estar relacionadas con una deficiente presentacion del antigeno
por parte de los macrofagos, debido a una reduccion en el numero de
moléculas de MHC Il y del factor de adherencia, (Alzuherri y cols, 1997;
Cheville y cols., 2001). Esta reduccion podria estar causada a su vez por
elementos de MAP, posiblemente localizados en la pared celular (Weiss y cols.,
2001). Otro factor que conduciria al fracaso de la respuesta inmune celular,
seria la proliferacién de linfocitos T, los cuales inhiben la actividad de los CD4+
Th1, y por lo tanto disminuyen la liberacién de las citoquinas activadoras de los
macrofagos (Chiodini y Davis, 1993). Por otra parte, a partir de estudios
realizados sobre la tuberculosis humana, se sabe que algunos componentes de
las micobacterias tienen por si mismas propiedades inmunosupresoras (Ellner
y Wallis, 1989).



Una vez que ha fallado el mecanismo inmune celular y las micobacterias
proliferan, se produce un cambio progresivo en el tipo de respuesta, pasando
éste de ser de tipo Th1 a Th2. Los linfocitos CD4+ Th2 producen entre otras
IL4 e IL10, las cuales suprimen la respuesta Th1 promoviendo la proliferacion
de linfocitos B y la produccion de anticuerpos. En este momento, la inmunidad
celular, mas efectiva en la contencion de la micobacteriosis, cesa y prevalece la
inmunidad humoral, escasamente eficaz frente a parasitos intracelulares como
es el caso de MAP, que en estas condiciones prolifera sin obstaculos (Boros,
1992; Kaufmann, 1995; Alzuherri y cols, 1997; Begara-McGorum y cols, 1998).
Estos animales presentarian entonces una forma lesional grave de tipo
lepromatoso, con elevado nivel de anticuerpos séricos y escasa reactividad a
las pruebas de inmunidad celular. Sin embargo, en la patogenia de la
paratuberculosis en rumiantes, también se observan formas lesionales graves
que ocasionan la muerte del los animales, pero con escasa cantidad de
micobacterias en las mismas. Estas formas se corresponderian con lesiones
cercanas al extremo tuberculoide del espectro, siendo desde el punto de vista
patogénico una respuesta inmune celular desproporcionada, mediada por
linfocitos CD4+ Th1, que incluso algunos autores consideran como un

fendmeno de hipersensibilidad retardado tipo IV (Buergelt y

cols., 1978; Little y cols., 1996; Clarke, 1997). En estos casos, a nivel periférico
las citoquinas liberadas en este tipo de respuesta inmune como el [I-IFN se
encuentran en niveles elevados, mientras que la respuesta inmune humoral y la
presencia de micobacterias seria muy escasa (Clarke, 1997; Pérez y cols.,
1999).

En cualquier caso, las lesiones multifocales existentes en la paratuberculosis y
las diferencias histolégicas entre los distintos focos que se observan en
algunos casos (Corpa y cols., 2000a) podrian indicar que, al igual que en la
tuberculosis, cada nuevo foco de infeccidn podria ser tratado desde el punto de
vista inmunoldégico del hospedador de forma independiente (Dannenberg, 1968;
Chiodini, 1989).
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EPIDEMIOLOGIA E IMPORTANCIA ECONOMICA.

Hospedadores susceptibles.

La paratuberculosis es una enfermedad que afecta a todos los rumiantes
domésticos y salvajes (Chiodini y cols., 1984a; Blood y cols., 1989; Maning y
Collins, 1999), si bien es en los primeros donde mejor se ha descrito y mayor
importancia tiene. Sin embargo, el agente causal de esta enfermedad también
se ha aislado, aunque de forma esporadica, en animales domeésticos
monogastricos como el cerdo, el caballo e incluso en las aves (Larsen y cols.,
1971, 1972; Van Kruiningen y cols., 1991; Beard y cols., 2001). Mayor
importancia desde el punto de vista epidemiologico podria tener el aislamiento
de MAP a partir de heces y tracto intestinal de diversas especies silvestres,
como el tején, zorro, comadreja, liebre, ratas o ratones, (Beard y cols., 2001), y

sobre de conejos silvestres en Gran Bretana (Angus, 1990; Greig y cols., 1997,



Beard y cols., 2001), o de bisontes en EEUU (Buergelt y cols., 2000). En el
caso de los conejos, la importancia esta determinada por la elevada
prevalencia que puede llegar a tener la enfermedad en algunas regiones, por el
contacto que se establece entre las heces de éstos y los bovinos en el pasto
(Daniels y cols., 2001) y sobre todo por la capacidad de la micobacteria aislada
en los conejos de reproducir experimentalmente la enfermedad en ganado
vacuno (Beard y cols., 2001). En el caso de los bisontes en EEUU, y aunque en
un principio se considero la posibilidad de contagio a la especie bovina, se ha
demostrado mediante técnicas genéticas que las cepas de MAP que infectan a
una y a otra especie son diferentes, aunque por el momento no se ha
comprobado si la transmisibn de la infeccion entre ambas es posible
(Whittington y cols., 2001b).

Distribucion y prevalencia de la paratuberculosis en ganado bovino.

La paratuberculosis es una enfermedad de distribucién mundial (Katic, 1977;
Blood y cols., 1989), aunque se ha aceptado la diferencia de prevalencias
segun regiones.

El método mas utilizado para estimar la prevalencia de la enfermedad en
ganado bovino ha sido el cultivo a partir de heces, mucosa intestinal 6
linfonodos (Chiodini y Van Kruiningen, 1986; Merkal y cols., 1987; De Lisle y
Milestone, 1989). Siguiendo este método, Chiodini y Van Kruiningen en 1986
obtuvieron sobre muestras elegidas al azar de ganado vacuno sacrificado en
mataderos de Nueva Inglaterra, un 18% de animales positivos al cultivo
estudiando ileon, ciego, higado y tonsilas junto con valvula ileocecal y
linfonodos cecales, siendo estas ultimas localizaciones las que ofrecieron el
mayor numero de resultados positivos. Sin embargo, Merkal y cols., en 1987
realizaron el cultivo a partir exclusivamente de linfonodos ileocecales
procedentes de ganado bovino sacrificado en distintos mataderos de EEUU,
obteniendo un 1,6% de resultados positivos. Aunque el propio autor reconoce
que el cultivo de ileon y heces permitiria obtener un mayor nimero de animales
positivos, el linfonodo ileocecal es la mejor muestra de tejido simple para aislar
MAP. Utilizando métodos similares se obtuvieron tasas de infeccion de un 2,3%
y un 9,8% en Dinamarca entre los anos 1965 y 1972 (Jorgensen, 1965;

Jorgensen, 1972), un 2,6% en Gran Bretafia, que se elevaba hasta un 3,5%



cuando la técnica de diagnédstico empleada era la PCR (Cetinkaya y cols.,
1996). Sin embargo en otros paises, como Irlanda, la prevalencia de la
enfermedad parece ser bastante baja, ya que unicamente se registraron 92
casos de animales enfermos entre 1932 y 1982 en animales remitidos a
centros de diagndstico (Egan y cols.,, 1999). El otro grupo de técnicas
habitualmente empleadas para conocer la tasa de prevalencia de la infeccién
en el conjunto de la cabafia bovina de una regiébn o pais, han sido las
seroldgicas principalmente el ELISA en sus diferentes variantes.

Otros trabajos han estado orientados a conocer la tasa de rebafios infectados
en determinadas regiones. En este sentido segun un estudio realizado sobre
1219 rebafos de 20 estados de EEUU, mediante encuesta, el 26% de los
propietarios reconocian la existencia de animales con signos clinicos
compatibles con la enfermedad, mientras que cuando se utilizaba la técnica de
ELISA el 22,2% de los rebafios presentaban algun animal positivo (Ott y cols.,
1999), valor que disminuye hasta un 7,9% en otro estudio similar realizado
sobre 380 rebafios de aptitud carnica (Dagazt y cols., 2001a). uno de los
factores que podrian influir en las diferentes prevalencia de la enfermedad es el
tipo de suelo, ya que cuando estos son acidos, la tasa de rebafos afectados
parece ser mayor (Kopecky, 1977; Michel y Bastianello, 2000), segun algunos
autores debido a una mayor disponibilidad de hierro (Johnson-Ifearundulu y
cols., 1999a; Michel y Bastianello, 2000), o bien a que estos suelos son mas
pobres, produciendo un mayor estrés nutritivo en los animales que favoreceria
el establecimiento de la enfermedad (Aduriz y cols., 2000). Otros autores sin
embargo no encuentran relacién entre el tipo de suelo y la prevalencia de la
enfermedad (Turnquist y cols., 1991).

Cuando se ha estudiado la prevalencia de la paratuberculosis dentro de los
rebafnos, se ha encontrado que ésta ha sido variable incluso al contemplar
rebafios de una misma regién. Asi De Lisle y Milestone en 1989, estudiando 6
explotaciones de ganado bovino de leche, encuentran que el numero de
animales positivos al cultivo fecal variaba entre el 2 y el 16 %. En otro estudio
realizado por Hardin y Thorne, en 1996 y utilizando técnicas de ELISA sobre 12
rebafos de leche afectados por la enfermedad, la seroprevalencia variaba
entre un 1,7 y un 42%. En otros paises como Canada esta tasa variaba entre

un 7 y un 10% (VanLeeuwen y cols., 2001), mientras que en Nueva Zelanda,



en un estudio realizado en 3 rebafios y empleando el cultivo fecal, entre el 20,6
y el 26,3% de los animales eran excretores (Reichel y cols., 1999). Se ha
descrito que el manejo es un factor que puede determinar el nivel de
enfermedad dentro de un rebafio, ya que algunos autores han observado una
mayor prevalencia en rebafios de ganado vacuno de leche que en rebafos de
carne (Merkal y cols., 1987; Braun y cols., 1990; Gastenier y cols., 1999) que
se cree que es debido principalmente a un mayor confinamiento, mas que a
una predisposicion de las razas (Merkal y cols., 1987; Scott- Orr y cols., 1988;
Braun y cols., 1990). Otros investigadores, por el contrario han encontrado
mayor prevalencia dentro de rebanos de carne y aptitud mixta que en rebafos
de leche (Boelaert y cols., 2000). Ademas, se ha sefialado que la prevalencia
dentro de un rebafio es mayor cuanto mayor sea el tamafio del mismo (Braun y
cols., 1990).

En los ultimos afnos se ha realizado un estudio de prevalencia de la infeccion
sobre 200 animales sacrificados en mataderos de Espana en el Pais Vasco y
utilizando el cultivo sobre muestras de linfonodo yeyunal caudal, valvula
ileocecal y heces, encontrandose una tasa de infeccion del 0,5% (Aduriz y
cols., 2000). Sin embargo, el porcentaje de esos mismos animales positivos a
las técnicas de ELISA, PCR e histopatologia fue del 19,4%, 15,4% y 4,7%
respectivamente (Garrido, 2001). Mediante las 4 técnicas en conjunto se estimo

una prevalencia del 31,3%.

MANIFESTACIONES CLINICAS.

La paratuberculosis es una enfermedad caquectizante que tiene como signo
caracteristico comun para todas las especies el adelgazamiento cronico (Stamp
y Watt, 1954; Aller y cols., 1973; Blood y cols., 1989; Barker y cols., 1993;
Garcia Marin y cols., 1994; Pavlik y cols., 2000), si bien parece haber algunas
diferencias en otras manifestaciones segun la especie afectada.

En el ganado bovino se ha descrito como habitual la existencia de periodos
intermitentes de diarrea que no responden eficazmente a tratamiento. Cuando
esto ocurre y el animal no es sacrificado, la pérdida de peso progresiva
conduce a un debilitamiento acompafado de atrofia muscular, edemas en
partes declives y mal estado del pelo, aunque el apetito y el nivel de ingesta no

parecen verse disminuidos. En la fase final el debilitamiento extremo concluye



con la postracidon y muerte de los individuos afectados (Sherman, 1985; Barker
y cols., 1993; Corpa y cols., 1998; Pérez y cols., 2000). El curso de la
enfermedad puede durar varias semanas e incluso meses, con periodos de
recuperacioén transitoria (Juste y cols., 1983; Pérez y cols., 2000). Sin embargo,
en ganado vacuno lechero de alta produccién, los primeros sintomas, muy
inespecificos, pueden observarse previamente al desarrollo de diarrea y
caquexia, al producirse una disminucién en la produccion lactea y en ocasiones
alteraciones de la fertilidad. Este hecho conduce a una eliminacién del animal
antes de que llegue a manifestar la fase clinica de la enfermedad o cuando
esta en fase incipiente (Sherman,1985; Pérez y cols., 2000). Existen asimismo
animales infectados de forma subclinica, que nunca llegan a desarrollar la
enfermedad clinica como tal (Sherman, 1985; Rebhun, 1995; Pérez y cols.,
2000), pero en los que también se ha sefialado la presencia de estos signos
clinicos inespecificos ademas de un posible incremento de susceptibilidad a
padecer mamitis (Merkal y cols., 1975; Corpa y cols., 1998; Valentin-Weigand y
Goethe 1999). Sin embargo, sélo un porcentaje de estos animales llegara a
desarrollar la enfermedad clinica como tal.

Un hecho bastante caracteristico de esta enfermedad es su aparicion en
animales adultos, aunque relativamente jovenes, de entre 2 y 5 afios de edad,
generalmente durante la primera y segunda lactacion, si bien también pueden
padecerla animales mayores. Por contra, la paratuberculosis no se suele
presentar en animales menores de 1,5 afos (Sherman, 1985; Barker y cols.,
1993; Garcia Marin y cols., 1994; Pavlik y cols., 2000), aunque si pueden ser
excretores a partir de los 11 meses de edad (Kalis y cols., 1999b). En muchos
casos los sintomas clinicos comienzan a manifestarse en las primeras
semanas post-parto, coincidiendo con las mayores exigencias productivas y
cambios hormonales, si bien factores como el stress, deficiencias en la
nutricion o cambios en al alimentacién pueden también favorecer el desarrollo
de la fase clinica de la enfermedad (Doyle y Spears, 1951; Blood y cols., 1989;
Barker y cols., 1993; Rebhun, 1995; Feola y cols., 1999).

Una vez que se ha iniciado el proceso, la mortalidad es del 100% aunque en
ocasiones, la disminucién de produccion lactea, pérdida de condicion corporal y
diarrea, pueden conducir a un secado prematuro del animal que le permite

recuperarse parcialmente hasta la siguiente lactacion (Pérez y cols., 2000).



Cuando la paratuberculosis se encuentra instaurada en un rebafio, el numero
de animales que causan baja, como consecuencia del desarrollo de la
enfermedad, puede oscilar entre un 1 y un 10% anual (Kopecky, 1977;
Sherman, 1985; Blood y cols., 1989; Juste y cols., 1992a), si bien el numero de
animales infectados de forma subclinica que no llegan a manifestar sintomas
especificos de la enfermedad puede llegar a ser mas del 50% (Sherman, 1985;
Whitlock, 1998; Van Kruiningen, 1995). Por lo tanto, se puede sospechar la
presencia de la enfermedad en una granja de alta produccion lechera cuando,
ademas de animales de entre 2 y 5 afios con sintomas clinicos caracteristicos,
existe una productividad por debajo de lo esperado en las primeras lactaciones

de un alto porcentaje de vacas (Hansen y Rossiter, 1999).

CUADRO LESIONAL.

Lesiones macroscoépicas.

Aunque cuando se realiza la necropsia de un animal afectado clinicamente de
paratuberculosis, la caquexia, ascitis y presencia de edemas en zonas declives
son las alteraciones mas evidentes en muchos casos, las lesiones
caracteristicas y especificas se localizan en el intestino delgado y linfonodos

relacionados con el mismo.

Macroscopicamente, se ha descrito como hallazgo principal el marcado
engrosamiento y aspecto edematoso de la pared del intestino delgado,
principalmente de tramos de ileon y yeyuno, provocando que externamente
tengan la apariencia de un “tubo de goma”. En ocasiones también aparecen
afectados el ciego y el colon. Al abrir los tramos alterados, la mucosa presenta
un aspecto tumefacto y edematoso, con formacion de gruesos pliegues que
recuerdan a las circunvoluciones cerebrales y que no desaparecen al
traccionar. El apice de los pliegues en ocasiones aparece congestivo e incluso
con pequefias ulceras, en contraste con el resto de la pared intestinal, que
muchas veces presenta un aspecto blanquecino (Hutyra y Marek, 1930;
Buergelt y cols., 1978; Badiola y cols., 1979; Juste y cols., 1983; Barker y cols.,

1993). El engrosamiento es muy caracteristico en ganado bovino, aunque en



las especies ovinas y caprina no siempre aparece o puede hacerlo de forma
muy tenue (Barker y cols., 1993; Garcia Marin y cols., 1994; Corpa, 1995).

La linfangiectasia y en casos graves linfangitis, es otra lesion caracteristica,
que se observa en la serosa intestinal y mesenterio, principalmente en
pequefos rumiantes, pero también aparece con relativa frecuencia en ganado
bovino (Buergelt y cols., 1978; Barker y cols., 1993; Pérez y cols., 2000). En la
misma, los vasos linfaticos aparecen como cordones blanquecinos o
transparentes, de recorrido sinuoso y haciendo prominencia sobre la superficie
de la pared intestinal, y en animales en los que la caquexia es extrema,
también pueden verse en su recorrido a través del mesenterio hasta los
linfonodos. Sin embargo, esta lesidn no siempre es evidente en la especie
bovina, siendo en algunos casos focal y poco aparente (Buergelt, y cols., 1978;
Juste y cols., 1983; Pérez y cols., 2000).

Por su parte, los linfonodos yeyunales, asi como los ileocecales aparecen
tumefactos y edematosos, sin distincion clara entre cortical y medular en
algunos casos o con presencia de una medular incrementada de tamafo y de
color verduzco en otros.

En ganado caprino no es infrecuente encontrar fendmenos de necrosis por
caseificacion y calcificacion (Clarke, 1997; Corpa y cols., 2000a) mas raros en
ganado ovino (Reaman y cols., 1981) e inexistentes en ganado bovino
(Buergelt y cols., 1978; Chiodini y cols., 1984a).

En casos graves de paratuberculosis en la especie bovina se ha citado la
presencia de fibrosis y calcificaciones distroficas en las paredes arteriales,
principalmente en aorta, arteria mesentérica, asi como en endocardio (Buergelt
y cols., 1978; Chiodini y cols., 1984a; Corpa y cols, 1998).

Lesiones microscoépicas.

Microscopicamente, la paratuberculosis se considera como una enteritis
granulomatosa caracterizada por el acumulo de macrofagos y ocasionalmente
células gigantes formando granulomas que en los casos graves llegan a
producir la atrofia por fusion de vellosidades y la oclusion de criptas de la
mucosa intestinal (Stamp y Watt, 1954; Rayja y Singh, 1961; Buergelt y cols.,
1978; Badiola y cols., 1979; Reddy y cols., 1984; Huchzermeyer y Bastianello,
1992, Pérez y cols., 1996; Corpa y cols., 2000a) aunque también pueden



aparecer otros tipos celulares como linfocitos, células plasmaticas, y neutrdfilos
(Reddy y cols., 1984; Carrigan y Seaman, 1990; Peris, 1992; Garcia Marin y
cols., 1992c; Pérez y cols., 1996; Corpa y cols., 2000a). El infiltrado inflamatorio
puede extenderse por toda la mucosa y submucosa. Asimismo los vasos
linfaticos de la serosa intestinal pueden sufrir fendmenos de perilinfangitis,
presentando un infiltrado inflamatorio mononuclear a su alrededor (Barker y
cols., 1993; Pérez y cols., 1996; Corpa y cols., 2000a). Las lesiones
histologicas se localizan en todos los casos en intestino delgado, ileon y
yeyuno, pudiendo extenderse en ocasiones a diferentes tramos de intestino
grueso, sobre todo ciego y colon, y siendo mas esporadica la presencia de
alteraciones en duodeno y recto (Buergelt y cols., 1978; Carringan y

Seaman, 1990; Garcia Marin y cols., 1994).

Los linfonodos adyacentes presentan wuna linfadenitis granulomatosa,
principalmente el yeyunal caudal y el ileocecal, formada por acumulos de
macrofagos e incluso células gigantes de tipo Langhans en la cortical y
paracortical, llegando a infiltrar los senos subcapsulares y peritrabeculares
(Stamp y Watt, 1954; Buergelt y cols., 1978; Pérez y cols., 1996). En cuanto a
lesiones extraintestinales asociadas a paratuberculosis, ademas de la
degeneracion y calcificacion de arterias y endocardio descritas en bovino,
(Buergelt y cols., 1978; Van Kruiningen, 1995; Corpa y cols., 1998) se ha
constatado, en las principales especies domésticas, la presencia de
granulomas distribuidos de forma multifocal en higado de algunos de los
animales enfermos clinicamente y con graves lesiones intestinales. Dichos
granulomas se localizan en el intersticio hepatico y aunque en ocasiones puede
detectarse bacilos acido-alcohol resistente, en ningun caso provocan
alteraciones graves de la estructura que se reflejen a nivel macroscépico

(Harding, 1957; Buergelt y cols., 1978; Carrigan y Seaman, 1990).

Clasificacion lesional.

Las lesiones paratuberculosas pueden variar segun la gravedad, extension y
predominio de diferentes tipos celulares, por lo que se han propuesto diversas
clasificaciones. Las mismas se verian justificadas por la relacion que parece
existir entre los diferentes tipos lesionales con la patogenia, la fase de la

infeccidon y la respuesta inmune del animal frente a la misma, asi como por la



valoracion que permite realizar de diferentes técnicas de diagnédstico y posible
tratamiento de la enfermedad (Buergelt y cols., 1978; Pérez y cols., 1996;
Coetsier y cols., 1998; Brumbaugh y cols., 2000). Sin embargo, hasta el
momento no existe una clasificacidn comun para las distintas especies, si bien
ya se han empezado a establecer comparaciones entre formas lesionales en
ovinos y en caprinos (Clarke vy Little, 1996; Pérez y cols., 1996; Corpa y cols.,
2000a).

En la especie bovina, aunque fue en la primera en la cual se describid la
enfermedad (Johne y Frottinghan, 1895) y las lesiones caracteristicas por
McFadyean, en 1918, no existen demasiadas clasificaciones histopatoldgicas,
destacando la realizada por Buergelt y cols., en 1978. En la misma se
estudiaron, exclusivamente mediante métodos histopatologicos, 51 animales
desechados de dos rebanos, todos ellos infectados con MAP como se deduce
por la presencia de lesiones en todos ellos. Las lesiones fueron clasificadas
como leves, moderadas y graves. En el primer grupo se incluian aquellos casos
en los que se observan células gigantes de Langhans en la lamina propia de
las vellosidades intestinales o dispersas en la paracortical de los linfonodos,
pero pocas células epitelioides y escasa o nula presencia de bacilos
acidoalcohol resistentes. Las lesiones moderadas consistian en pequefos
grupos de macrofagos y varias células gigantes en la lamina propia y en la
submucosa, aunque en proporcion variable segun los casos. Lesiones similares
se encontraban en senos subcapsulares o paracortical de los linfonodos
regionales. La cantidad de bacilos en estos casos era entre nula y moderada,
pero siempre mayor cuando predominaban los macrofagos. Las lesiones
graves se caracterizaban por un infiltrado de numerosos macrofagos y células
gigantes en mucosa, submucosa, muscular y serosa de diferentes tramos
intestinales. Dicho infiltrado provocaba un acortamiento y ensanchamiento de
las vellosidades, dilatacion de criptas con presencia de material purulento en su
interior, asi como una dilatacién y rotura de los capilares linfaticos de las
vellosidades. La submucosa también aparecia invadida por estos tipos
celulares, si bien la placas de Peyer, aunque rodeadas, no se veian invadidas
por el infiltrado de macréfagos. Los ganglios nerviosos mientéricos de Meissner
se vieron afectados en ocasiones por células inflamatorias y leucocitos

globulares. También los linfonodos regionales se encontraban gravemente



alterados por un acumulo de macréfagos y células gigantes en senos
subcapsulares y paracortical, donde llegan a remplazar a los foliculos linfoides.

No obstante, en la anterior clasificacién no se incluyen las lesiones de tipo focal
formadas por pequefios acumulos de macrofagos o células gigantes, descritas
por varios autores (Payne y Rankin, 1961; Gilmour y cols., 1965; Larsen y cols.,

1975), tras infecciones experimentales de bovinos.

METODOS DE DIAGNOSTICO.

Uno de los principales problemas que plantea la paratuberculosis es su
diagndstico (Abbas y cols., 1983; Chiodini y cols., 1984a; Kreeger, 1991; Clarke
y cols., 1996), principalmente el de los animales con infeccion subclinica o
portadores latentes, para los cuales no existe ninguna prueba que tenga buena
sensibilidad y especificidad (Fernandez y cols., 1980; Chiodini y cols., 1984a;
Kreeger, 1991; Hietala, 1992; Whitlock, 1998; Garrido y cols., 2000). El
diagnostico individualizado de cada animal es el que ofrece mayores
dificultades, por lo que una unica prueba no seria suficiente, debiéndose
complementar con otros tests (Thoen y Muscoplat, 1979; Garcia Marin y cols.,
1994). Todos los métodos de diagndstico existentes en la actualidad pueden
clasificarse dentro de 4 grupos, los basados en aspectos clinicos vy
epidemioldgicos, aquellos que reconocen las manifestaciones lesionales de la
paratuberculosis, los que identifican el agente etiolégico y las pruebas que
detectan la respuesta inmune de los animales infectados (Garrido y cols.,
2000).

Diagndstico anatomopatoldgico convencional.

Las lesiones macroscopicas especificas que suelen presentar la mayoria de los
animales afectados clinicamente de paratuberculosis pueden proporcionar un
diagnostico bastante fiable de la presencia de la enfermedad. Sin embargo,
estas lesiones no siempre se pueden apreciar, incluso en animales con
evidentes signos clinicos (Buergelt y cols., 1978; Corpa, 1999), y en la mayor
parte de los que presentan la infeccion subclinica. En estos casos se puede
complementar con el estudio histopatoldgico, una técnica a la que se reconoce
una buena sensibilidad y especificidad (Barker y cols., 1993; Withlock, 1998), y

que es, junto al cultivo, la prueba usada como referencia para validar vy



comparar otras técnicas (Billman-Jacobe y cols., 1992; Shulaw y cols., 1993;
Clarke y cols., 1996; Pérez y cols., 1997; McDonald y cols., 1999).

Ademas tiene como ventaja la capacidad de identificar animales, no sélo con
lesiones graves y enfermedad clinica, sino también con lesiones focales,
asociadas a fases subclinicas de la enfermedad (Huchzermeyer y Bastianello,
1992; Pérez y cols., 1996; Corpa y cols., 2000a). Se debe de tener en cuenta,
sin embargo, la necesidad de efectuar una correcta toma de muestras, que
siempre deben de incluir tejido linfoide intestinal, ya que es donde se localizan
las lesiones iniciales y latentes de la paratuberculosis (Capitulo 1-2.2) (Nisbet y
cols., 1962; Garcia Marin y cols., 1992c; Huzchemeyer y Bastianello, 1992;
Peris, 1992; Juste y cols., 1994; Pérez y cols., 1996). Este hecho podria
explicar algunos casos en los que no se han detectado lesiones en animales
positivos a otras pruebas diagndsticas (Wood y cols., 1989).

Para la observacion de las lesiones histolégicas caracteristicas de la
enfermedad, se ha utilizado de forma generalizada la técnica convencional de
la Hematoxilina-Eosina, la cual debe de complementarse con la del Ziehl-
Neelsen para evidenciar resistentes (BAAR) (Johne y Frottinghan, 1895; Stamp
y Watt, 1954; Barker y cols., 1993).Esto ultimo no siempre es posible, ya que
es frecuente observar lesiones evidentes con escaso o nulo niumero de BAAR
(Stamp y Watt, 1954; Buergelt y cols., 1978; Massone y cols., 1991; Pérez y
cols., 1996; Coetsier y cols., 1998). Ante la posibilidad de que estos resultados
negativos sean debidos a la existencia de formas bacterianas de pared celular
defectiva, (Capitulo I-1), se han empleado técnicas de microscopia electrénica
para detectarlas en el interior de macréfagos o células gigantes, si bien su uso
es mas experimental que encaminado al diagndstico rutinario (Condron y cols.,
1994).

Diversos autores han discutido sobre la sensibilidad de la técnica
histopatoldgica. Mientras algunos la consideran inferior al cultivo, sobre todo en
ganado bovino (de Lisle y cols., 1980; lob y cols., 1996), otros por el contrario
han detectado un mayor numero de animales que presentan lesiones
caracteristicas de paratuberculosis pero en los que no se consigue aislar al
agente, principalmente en las especies ovina y caprina (Pérez y cols., 1996;

Corpa y cols., 2000a; Dimarelli-Malli y Sarris., 2001).



Habitualmente la disparidad de resultados entre ambas técnicas se produce en
las lesiones de caracter focal y con pocas micobacterias, o formas de pared
defectiva (Condron y cols., 1994). En cualquier caso, la histopatologia es una
técnica empleada cada vez con mas frecuencia como método de referencia en
la validacion de nuevas técnicas de diagndstico de paratuberculosis ovina
(Gwozdz y cols., 2000b; Hope y cols., 2000; Michel y Bastianello, 2000; Mason
y cols., 2001; Rajukumar y cols., 2001).

En cuanto a la especificidad de este método de diagndstico, es posible la
confusion de lesiones granulomatosas de otro tipo, generalmente parasitarias,
con lesiones paratuberculosas; sin embargo las diferentes caracteristicas
morfologicas permiten diferenciarlas en la mayoria de los casos (Condron y
cols., 1994; Pérez y cols., 1996; Corpa, 1999).

La principal limitacion de esta técnica es que su uso se restringe unicamente a
animales muertos (Gonzalez, 1998; Garrido y cols., 2000), aunque en algunos
casos se ha propuesto como prueba diagnostica sobre el animal vivo, mediante
la realizacion de una biopsia de linfonodo yeyunal caudal (Benedictus y Bosma,
1985) o de ileon (Withlock, 1998, Brumbaugh y cols., 2000). Sin embargo, este
método resulta muy costoso y supone una excesiva manipulacion del animal
(Benedictus y Bosma, 1985; Sherman, 1985), estando limitada su aplicacion a
individuos de gran valor econdmico o estudios experimentales (Garrido y cols.,
2000; Brumbaugh y cols., 2000).

Diagndstico clinico y epidemioldgico.
Diagnéstico anatomopatoldgico
Deteccion de MAP sobre preparaciones histologicas.
Técnicas inmunohistoquimicas.
Técnicas de identificacion genética.
Pruebas inmunologicas.

Técnicas “in vivo”

Técnicas “in vitro”.

Pruebas de inmunidad humoral.
Fijacion del complemento.
Inmunodifusion en gel de agar (IDGA).
ELISA



TRATAMIENTO Y CONTROL DE LA PARATUBERCULOSIS.

Tratamiento de la paratuberculosis.

La paratuberculosis es una enfermedad cuyo tratamiento estd generalmente
desaconsejado ya que exige un coste econdmico considerable, debe de
mantenerse durante bastante tiempo y, en la actualidad, no existe un unico
farmaco totalmente eficaz (Juste y Saez de Ocariz, 1990; St-Jean y Jernigan,
1991; Aduriz y cols., 2000).

En ganado ovino y caprino el gasto que supondria un tratamiento supera
ampliamente el valor de la mayoria de los animales. En la especie bovina, sin
embargo, se han probado diferentes agentes antimicrobianos capaces de hacer
desaparecer de forma transitoria la sintomatologia clinica, pero no asi la
excrecion de microorganismos en heces (Merkal y cols., 1973; Baldwin, 1976).
En muchos casos, al cesar el tratamiento los animales acababan sucumbiendo
a la enfermedad (Larsen y cols., 1950; Chiodini y cols., 1984a; Brumbaugh y
cols., 2000). No obstante, farmacos anti- tuberculosos como la isoniazida y la
rifampicina o los aminoglucdsidos parecen lograr un restablecimiento mas
prolongado de algunos casos (Baldwin, 1976; Blood y cols., 1989; Rebhun,
1995). En este sentido Chiodini y cols. 1984a consideran que una combinacion
de dichas sustancias, junto con agentes anti- inflamatorios e
inmunoestimulantes, podria ser util en la recuperacion de animales enfermos,
aunque economicamente poco rentable. En cualquier caso siempre se debe de
considerar que los animales sometidos a tratamiento pueden ser una fuente de
contagio para el resto de la explotacion, por lo que unicamente en caso de
individuos con un gran valor genético estaria recomendada esta practica (St

Jean y Jernigan, 1991).

Programas de control de la paratuberculosis.

Las diversas medidas empleadas en el control de la paratuberculosis en
rebafios bovinos pueden dividirse en dos grupos: vacunacion 'y
diagndstico/eliminacion de animales infectados. Sin embargo, en ambos casos
se deben acompaiar de medidas de manejo de caracter higiénico, sobre todo

cuando se aplica el segundo de los métodos.



Aunque ambos métodos no son excluyentes, se debe de tener en cuenta que la
vacunacion conlleva la imposibilidad de realizar posteriores diagndsticos

inmunologicos.

Diagndéstico y eliminacion.

El primer tipo de actuacién, defendida por autores de diferentes paises para la
especie bovina, esta basado en un diagndstico eficaz de animales infectados y
su sacrificio en el menor tiempo posible (Sherman, 1985). Este protocolo
llevaria en los primeros afos a una disminucion en la prevalencia y finalmente,
a la erradicacidon de la enfermedad del rebafio (Rossiter, 1996; Benedictus y
cols., 1999; Pavlik y cols., 2000; Kalis y cols., 2001). Sin embargo, los
resultados obtenidos hasta el momento han sido bastante desiguales, ya que
mientras en algunos rebafos se han logrado importantes reducciones en la
tasa de infeccion, en otros persiste la enfermedad, y en algunos casos la
prevalencia se ha visto incrementada (Rossiter y cols., 1992; Withlock y cols.,
1995; Pavlik y cols., 2000). El principal problema que presenta este
planteamiento es la falta de un método de diagnéstico lo suficientemente eficaz
(Aduriz y cols., 2000), ya que incluso la técnica del cultivo fecal, que ha sido la
mas ampliamente utilizada en los programas de control de la paratuberculosis,
no alcanza a detectar a todos los animales infectados, sobre todo los casos
subclinicos. Ademas presenta como inconveniente afnadido el largo tiempo de
espera hasta que detecta a los animales excretores, durante el cual
permanecen en el rebafo diseminando la infeccibn. A pesar de todo,
importantes programas han sido llevados a cabo siguiendo este método,
principalmente en algunos estados de EEUU (Rossiter y cols., 1992) y en
regiones de Holanda (Benedictus y cols., 1999), estableciendo la certificacion
de rebafos libres de paratuberculosis, cuando durante 2 muestreos
consecutivos en un afo, ningun animal resultaba positivo. Sin embargo, el
empleo sistematico del cultivo fecal supone un considerable coste econdémico,
por lo que ha sido sustituido o complementado por otras técnicas como el PCR

y pruebas inmunolégicas, principalmente el ELISA, disminuyendo el coste



anual del programa, pero obteniendo resultados de forma mas lenta (Bulaga y
Collins, 1999).

Medidas de manejo.

Ademas del establecimiento de los diferentes programas de control se ha
sefalado la importancia en todas las especies, de un correcto manejo y de la
adopcion de medidas higiénico-sanitarias para disminuir en lo posible el
contagio entre animales (Juste y Saez de Ocariz, 1990; Aduriz y cols., 2000;
Kalis y cols., 2001). Dentro de estas medidas se considera primordial la
limpieza y desinfeccién peridédica de la explotacion (Merkal y Whipple, 1982),
con especial atencién a una eliminacién exhaustiva de restos fecales, y la
separacion de las crias de las madres lo antes posible, o al menos de aquellas
que resulten sospechosas de padecer la enfermedad (Merkal y cols., 1975a;
Sherman, 1985; Pavlik y cols., 2000). En estos casos, dichas crias deben ser
alimentadas con leche previamente pasteurizada (Stabel, 2001). Debido al
enorme esfuerzo que requiere la erradicacion de la paratuberculosis y las
pérdidas que puede ocasionar, es especialmente importante evitar su entrada
en rebafos o regiones libres de la misma. Para ello es necesario un estricto
control en el movimiento de ganado y el establecimiento de garantias sanitarias
a la hora de adquirir nuevos animales (Chiodini y cols., 1984a), bien realizando
pruebas de diagndstico a los mismos o adquiriéndolos en rebafios libres de la

enfermedad.



RESULTADOS.

En el presente estudio realizado en los meses de agosto 2004 a enero del
2005, en los mataderos de Ledn-Chinandega para determinar la presencia de
Paratuberculosis bovina o enfermedad de Johns, en una poblacién de 8162
animales, de donde se muestrearon 292 bovinos adultos segun calculo
realizado, a los cuales se les realizd la técnica de tincion de hematoxilina -
eosina resultando 22 animales sospechosos por las lesiones microscopicas
caracteristicas se les procedi6 a realizar la técnica de Ziehl -Neelsen,
resultando todos negativos y en diez animales se detectaron quistes
parasitarios que provocaban lesiones macroscopica compatibles con una
enteritis cronica con formacion de pliegues en 10 animales que presentaban
engrosamiento de la mucosa intestinal del ultimo tramo del intestino delgado
que corresponde al ileo asi como aumento de tamafo de la pared intestinal y
coloracion blanquecina. El ganglio de la valvula ileocecal presentaba coloracion
blanquecina, aumento de tamafio, forma redondeada y al corte de aspecto

seco lo que corresponde a una linfadenitis cronica.

Las muestras procesadas mostraban microscopicamente engrosamiento de las
microvellosidades con infiltracion linfocititaria y de macréfagos asi como un
aumento de la poblaciéon de eosindfilos debido a la presencia de quistes
parasitarios los que se muestran en donde, el total de quiste observado en la
grafica 1. por mes es de cero caso en el mes de agosto, de 3 casos para
septiembre, de 3 casos para octubre, de 3 casos para noviembre y de 1 caso
para enero obteniéndose un total de 10 quistes parasitarios en el total de

animales sospechosos.

Ejemplos reperesentativos de los resultados se muestran en las Figuras 5, 6 y
7. La Figura 5 es un ejemplo de una zona de ileo de un bovino tefido por la
técnica de hematoxilina-eosina donde se observa la completa normalidad de

las estructuras histologicas. La Figura 6 es un ejemplo de infiltracion



linfoplasocitaria y células gigantes en un caso bovino afectado por PTBC y la
Figura 7 es una reaccion Zeil Nielssen positiva en una vaca afectada por
PTBC.

En la grafica N° 1 que refleja los casos de animales que aparecieron con quiste
parasitario por mes de estudio donde se confirma la aparicion de lesiones
caracteristica a parasitosis y no de paratuberculosis en el cual se refleja la

negatividad con la tincion de Ziehl-neelsen.

Gréafica N°1. Comportamiento de los parasitos en los diferentes meses de muestreo.
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DISCUSION.

La repuesta inflamatoria observada macroscopicamente en el intestino y en los
linfonddulos de los animales afectados fue leve coincidiendo con el
engrosamiento de la pared intestinal. En los casos observados
microscopicamente predominaron principalmente tipos celulares como

macroéfagos, eosinofilos y linfocitos.

En ninguno de los casos seleccionados se observaron ni necrosis ni
caseificaciéon. La ausencia de estas lesiones puede ser de utilidad para
diferenciar microscopicamente las lesiones de PTBc., de las lesiones de
tuberculosis (Chiodini, R.J.; Van KRUINIGEN, H.; MERKAL, R.S, .1987).

Las coloraciones para bacterias acido-alcohol resistente, realizada en
extendidos obtenidos apartir de corte de tejidos intestinales de la valvula
ileocecal, son relativamente sencillas pero no son muy especificas. Ademas
existen otros organismos como Nocardia y Corynebacterium que son positivos
a ZIEHL NEELSEN. (MASSONE, A.R.; MARTIN, A.A; IBARGOYEN, G.S;
GIMENO, E.J (1990).

Para la observacion de las lesiones histolégicas caracteristicas de la
enfermedad, se ha utilizado de forma generalizada la técnica convencional de
la Hematoxilina-Eosina, la cual debe de complementarse con la tinsion de
Ziehl-Neelsen para evidenciar bacilos acido alcohol resistentes (BAAR) (Johne
y Frottinghan, 1895; Stamp y Watt, 1954; Barker y cols., 1993). Esto ultimo no
siempre es posible, ya que es frecuente observar lesiones evidentes con
escaso o nulo numero de BAAR (Stamp y Watt, 1954; Buergelt y cols., 1978;
Massone y cols., 1991; Pérez y cols., 1996; Coetsier y cols., 1998). Ante la
posibilidad de que estos resultados negativos sean debidos a la existencia de
formas bacterianas de pared celular defectiva. Sin embargo hay otros agentes
que son capaces de producir engrosamiento de la mucosa intestinal, presencia
de parasitos intestinales (ostertagia, tricostrongilos, cooperia, etc.). segun
(Cordero del Campillo M. 1999)






CONCLUCIONES

Los resultados del presente estudio muestran que los bovinos muestreados en
los rastros de Ledn y Chinandega durante el periodo de julio 04 a enero 05 son
negativos a la presencia de PTBC, tanto a nivel histologico como citoquimico.

En el presente estudio realizado a una poblacién de 8162 animales de los
cuales se muestrearon 292 animales en un periodo de 5 meses y realizando las
pruebas de laboratorio pertinentes no se obtuvo ningun caso positivo, esto
significa que para detectar la enfermedad con una probabilidad de 95% se
considera que la prevalencia permisible es de 1% y si hay algunos enfermos

son menos del 1%.

En segundo lugar se ha de destacar que los animales muestreados no
mostraban sintomas clinicos digestivos. Se observaron otros agentes que son
capaces de producir engrosamiento de la mucosa intestinal como la presencia
de parasitos intestinales ostertagia, tricostrongilos, cooperia (Cordero del
Campillo M., 1999).

En la especie bovina, la paratuberculosis presenta una diversidad lesional en
los animales infectados, de forma que las lesiones pueden ser clasificadas
segun su localizacion, extension, tipos celulares predominantes y cantidad de
bacilos presentes. Existen lesiones focales caracterizadas por la presencia de
pequefios granulomas en los linfonodos yeyunales e ileales y ocasionalmente
en la Placa de Peyer intestinales, lesiones multifocales en las que ademas de
en los linfonodos, hay lesiones granulomatosa en las vellosidades intestinales y
lesiones difusas asociadas a signos clinicos, caracterizada por enteritis

granulomatosa grave y extensa.

Sin embargo en el presente estudio no se detectd presencia lesional
microscopica asociada a paratuberculosis y las lesiones compatibles que se
encontraron macroscopicamente corresponden al 45.45% por parasito y el
resto corresponde al 54.54% que podria atribuirse a infecciones bacterianas

que originan lesiones similares.



RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de muestra sesgada en animales de descarte y no
descarte destinados al sacrificio en diferentes fincas.

Valorar la prueba de tuberculina vs. la aviar utilizada en el campo por el

MAGFOR para detectar animales positivos.

En caso de los mataderos investigar aquellos animales caquécticos para

realizar estudios.

Continuar con el estudio utilizando otras técnicas diagndsticas que

ayuden a determinar animales positivos a la enfermedad.

Estudios de corte longitudinal (periodo mas largo y mayor tamafio de

muestra)
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ANEXO



Fig. VIII-1. Localizacion, en una vaca sana, de las diferentes dreas intestinales
y linfonodos tomados como muestras Tramo final de yeyuno, ileon, valvula
ileocecal y ciego. Cadena de linfonodos yeunales: linfonodo yeyunal caudal
(LNY). ileales (LNI).

Fig. VIII-2. Morfologia de la placa de Peyer de la valvula ileocecal (complejo
linfoglandular) en una vaca sana. Se observan nodulos linfoides (*) y dreas
interfoliculares (=) con criptas de Lieberkhiin que atraviesan la muscular de
la mucosa y penetran en el interior del tejido linfoide. H-E. X12.5.



Morfologia de la valvula ileocecal. Microvellosidades intestinales.
Con tincion de H—E X10

Morfologia de la microvellosidades intestinales (quiste parasitario) técnica de
ZN X20
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