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1. RESUMEN

Las lesiones histologicas de paratuberculosis inducidas por el bacilo de
Mycobacterium avium subesp. Paratuberculosis en bovinos son muy constantes y
evidentes, sin embargo en cabras difieren de las lesiones clasicas en bovinos, en
el presente trabajo se evaluan diferentes grupos (vacunados e inoculados,
vacunado no inoculados, no vacunados e inoculados, no vacunados no
inoculados), para determinar el grado de lesion en base a infiltrado celulares
principalmente en yeyuno, ileon, valvula ileocecal, y linfonodulos mesentéricos.

También se evalua la eficacia de la vacuna, desafiandola con el inoculo
realizado a partir de macerado intestinal de bovinos con paratuberculosis.

Los resultados indican que el inoculo puede inducir respuestas variables,
desde una infiltracion leve, hasta una infiltracion severa en algunos animales,
estas infiltraciones tiende a incrementar como pasa el tiempo, pero este
incremento no se aprecia en los animales que fueron vacunados, en los que la
infiltracion fue constante en todos los animales; con lo que se concluye que la

vacuna si protege ya que esta induce una respuesta celular constante.



2. INTRODUCCION

La paratuberculosis o enfermedad de Johne es una enfermedad cronica
causada por Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis la cual es
caracterizada clinicamente por una enteritis granulomatosa en bovinos asociada a
una pérdida progresiva de peso. Esta enfermedad afecta a una gran mayoria de

animales domeésticos, asi como a animales silvestres de todas las edades.

El agente causal es un bacilo Gram +, alcohol acidorresistente, capaz de
sobrevivir en ambientes extremos por largos periodos de tiempo, teniendo mayor
importancia econémica en el ganado bovino, ya que es la causa de grandes
pérdidas considerables debido a que todos los animales tienen las mismas
posibilidades de enfermarse cuando existe en el hato un animal enfermo (Collins,
1996). Otro de los puntos importantes economicamente es que el animal infectado
no presenta signos clinicos en el inicio de la infeccidon sino varios meses o anos
posteriores a la infeccion. La via de infeccion de este bacilo es necesariamente

oral.

Las investigaciones en México son relativamente pocas con relacién a esta
enfermedad y en comparacién con otras enfermedades, probablemente se debe a
gue se han realizado en grandes especies lo cual es muy costoso aunado al valor
econdmico de los paquetes de diagndstico.

La finalidad de la presente tesis es conocer la reaccion patologica de la
paratuberculosis en cabritos inoculados con Map a partir de intestinos de bovinos
clinicamente enfermos de paratuberulosis evaluando el comportamiento

histopatolégico.



3. HISTORIA

El bacilo de M. paratuberculosis fue inicialmente descrito por Johne y
Fronthingham en 1895 como la causa de una enfermedad inflamatoria en el
intestino de una vaca en Alemania (Hermor et a/., 1998) hasta ese tiempo se creia
gque estos gérmenes eran bacilos tuberculosos aviares o0 bovino que se habian
modificado de algun modo y producian infeccion intestinal (Merchant y Pocker
1965), pero aun sin identificarlo como M. paratuberculosis. Sin embargo no fue
sino hasta 1906 que Bang admitié que la infeccion era diferente de la tuberculosis,
proponiendo el nombre de paratuberculosis; fue entonces que se le denomino
enfermedad de Johne o paratuberculosis y aunque el termino paratuberculosis
sugiere una relacion intima con la tuberculosis en realidad son muy diferentes
(Hermor et al.,, 1998). Esta especie fue inicialmente denominada Mycobacteruim
enteriditis chronicae pseudotuberculosae bovis, literalmente "bastoncillo fungoide
de la enteritis cronica pseudo tuberculosa de los bovinos” y aunque su nombre era
extraordinariamente ilustrativo de las propiedades hasta entonces reconocidas, su
complejidad y la observacion de que también afectaba a otras especies
condujeron a que muy pronto se propusieran otros nombres mas simples, tales
como, M. Paratuberculosis y M. Johnei estos nombres subsistieron hasta hace
muy poco pese a que habia mas tendencia mundial a utilizar el primero, que se
fue consolidando en la década de los 80° la revision del complejo M. Avium-
paratuberculosis, en 1990, consagro oficialmente el caracter de subespecie
actualmente aceptado como Mycobacterium avium subsp paratuberculosis que en

forma abreviada se conoce como Map (Juste et al., 2000). Se ha postulado que la
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bacteria localizada dentro de los fagocitos bovinos puede tener un incremento en
la resistencia al calor, muchos estudios han encontrado que la pasteurizacion es

menos efectiva contra patégenos intracelulares (Hope et al.,1997).
4. DEFINICION

La paratuberculosis es una enfermedad causada por Mycobacterium avium
subespecie paratuberculosis (Map), la cual se caracteriza por una enteritis
granulomatosa y se produce una diarrea cronica y una emaciacion progresiva
(Momotani et al, 1988; Gay and Sherman 1992; Williams, 1983), que afecta
principalmente a los rumiantes domésticos, asi como a una gran variedad de
mamiferos incluyendo primates salvajes, roedores y es considerada una zoonosis
potencial; ya que estudios actuales con la PCR han identificado al bacilo de Map
como la causa de la enteritis cronica en humanos o “Enfermedad de Crohn”

(Blood, 1992; Hermor et al., 1998; Sung and Collins 1997; Millar et al., 1996).
5. AGENTE ETIOLOGICO

La paratuberculosis es causada por  Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis el cual es un bacilo Gram.+ pero debido a la elevada cantidad de
lipidos que contiene dificilmente se tifie con el método de Gram. , es alcohol
acidorresistente, aerdbio obligado, patégeno intracelular facultativo (Hirsh, 1990),
con caracteristicas de crecimiento especiales las cuales son: que a diferencia de
los demas representantes del genero Mycobacterium, la micobacteria de
paratuberculosis necesita de un factor de crecimiento, un siderdforo, la

micobactina (Hirsh, 1990).



Su crecimiento es lento y requiere de 8 a 12 semanas de incubacion a 37
°C la baja velocidad de crecimiento de las micobacterias, aunque sin ser extrema
en el mundo bacteriologico, supone un desafié que no se ha podido explicar
satisfactoriamente. En realidad el dinamismo de crecimiento de las micobacterias
es similar a la de otras bacterias, s6lo que a ascala mas prolongada, mientras el
tiempo para la E. coli es de 20 min. los mejores registros de Map no pasan de 8
horas. Esto implica que las micobacterias, y Map seria el caso extremo de ellos,
viven a un ritmo mucho mas lento que cualquier otra especie bacteriana (Juste ef

al., 2000).

La gruesa capa cérea les permite soportar las condiciones fisico quimicas
mas alla de las que soportaria cualquier otra especie, ademas de proporcionarle
un estado de letargo y la posibilidad de reiniciar su metabolismo cuando las

condiciones se hacen mas favorables (Juste ef al., 2000)
6. PATOGENIA

La via natural de entrada es la oral y la localizacion primaria es el tejido
linfoide. Tras su ingestion, el microorganismo se encuentra en el interior de los
macrofagos por fagocitosis en la submucosa de la porcidon ileocecal y en los
ganglios linfaticos proximos (ileocecales) (Hirsh, 1990, Momotani et al., 1988;
Clarke, 1997). Los macréfagos son claramente importantes en el transporte de
bacterias de la superficie del epitelio al interior de las placas de Peyer. Los bacilos
se encuentran en las células epiteliales en las 20 horas postinoculacion
experimental y en 5 — 20 horas en los macrofagos subepiteliales después de la

inoculacion (Momotani et al,, 1988). La colonizacion fuera del intestino indica la



existencia de una fase de diseminacion hematogena, no obstante se desconoce si
la diseminacion es inmediatamente después de la infeccion o mas tarde (Hirsh,
1990; Williams, 1983). También se ha llevado a cabo la infeccion experimental en
cabritos y corderos empleando varias vias de inoculacion en los cuales se
comprobé que la via oral como la endovenosa desarrollan las lesiones
caracteristicas de la paratuberculosis, no obstante esta misma via, lleva consigo la
presencia de Map en numerosos érganos y tejidos principa'mente en aquellos con
abundante riego sanguineo como el bazo, higado, pulmén, rifidn, en cuyos
organos el bacilo actia a modo de cuerpo extrafo (Garcia et al., 2000). La
infeccion con Map puede ser eliminada en las primeras semanas después de la
exposicion o el animal puede albergar al organismo y seguir infectadas
subclinicamente por anos. La atrofia muscular tipica de Map resulta de la mala
absorcion y pérdida de proteina que ocurre de manera consecuente como las

lesiones intestinales progresan (Hietala, 1992)
7. LESIONES MACROSCOPICAS

Se han descrito una serie de lesiones en las diferentes especies animales
afectadas por Map, siendo los hallazgos mas importantes en bovinos la enteritis

cronica, linfangitis intestinal crénica y linfadenopatia mesentérica (Clarke, 1996).

En cabras domésticas la paratuberculosis usualmente es caracterizada por
ligeros cambios macroscopicos; los intestinos raramente estan marcadamente
inflamados y los linfonédulos usualmente estan agrandados de una forma ligera a
moderada y frecuentemente contienen focos necréticos, sin embargo la

caracteristica de la paratuberculosis bovina es el desarrollo de granulomas con
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~=zzz2ntéricos (Hamilton et al., 1991) la necrosis focal y mineralizacion, son raras

4

-~ zovinos y generalmente estan asociadas a la paratuberculosis ovina y caprina.

Los microgranulomas ocurren en un numero significativo de todas las
zsczcies clinicamente afectadas (Williams et al., 1983). En los casos mas graves

z= =z enfermedad llega a apreciarse una marcada atrofia serosa de la grasa

\

o

:.zJa en los surcos coronarios y en la pelvis renal donde se ha sustituido por un
e 23 de aspecto gelatinoso (Pérez et al., 2000). Diferentes autores han clasificado
lzs zsiones en cabras Navarro ef al. (1998), las clasificaron en tres tipos, el tipo |:
mzzroscopicamente no se observan lesiones en intestino delgado y los
lironodulos  estan ligeramente inflamados, En las lesiones del tipo |l
mzcroscopicamente la mucosa intestinal de las cabras esta inflamada desde la
mitad del yeyuno hasta la vélvula ileocecal, y los linfondédulos mesentéricos estan

infliamados y edematosos (Navarro et al. 1998),.

En las lesiones del tipo lll se agrupan las siguientes: clinicamente las
cabras estan emaciadas y muestran atrofia de los depositos grasos,
principalmente del surco coronario, mesenterio y pelvis renal. La serosa intestinal
se observa edematosa con inflamacion prominente de los vasos linfaticos, la
mucosa intestinal esta inflamada, con prominentes pliegues o arrugas a partir de la
mitad del yeyuno hasta ! fleon, los iinfonddulos mesentéricos e ileocecales estan
inflamados y edematizados y al incidirlos estos muestran un exudado claro
(Navarro et al.,, 1998; Clarke, 1997, Williams et al., 1983). Se ha observado una

altz incidencia de arteriosclerosis en casos avanzados de la enfermedad de



Jomne, con evidente corrsiacion entre las lesiones vasculares y los cambios
mzcroscopicos en el intestino (Blood, 1992). Otras lesiones observadas en un
numero de animales se incluyen la alopecia y calcificacion endocardial y aortica

(Clarke. 1996: Enriquez et a/.. 2000).
8. LESIONES MICROSCOPICAS

La necrosis focal y mineralizacion, es rara en bovinos y esta generalmente
ascciado a la inflamacion granulomatosa en la paratuberculosis ovina y caprina
(Williams, 1983). La caracteristica microscopica de la paratuberculosis en bovinos
es el desarrollo de granuiomas con BAAR en la mucosa intestinal y linfonodulos

(Hzmilton ef al., 1991).

Las lesiones microscopicas del tipo | descrito por Navarro et al. (1998)
también llamado forma tuberculoide o paucibacilar se caracterizan por la presencia
de un pequerio granuloma con macréfagos que contienen pocos bacilos, sin
cambios significativos en el nimero y distribucion de los diferentes subgrupos de
linfocitos T, pero los linfocitos TCD4 representan el subgrupo predominante
asociado con el granuloma (Navarro ef al, 1998), los granulomas estan
compuestos de macréfagos modificados, células epitelioides, y células gigantes,
muchas de las cuales contienen numerosos BAAR (Hamilton et al., 1991) otro
hallazgo histopatolégico es que en la lamina propia del ilebn se encuentran
macrofagos dispersos que contienen una pequena cantidad de BAAR, ademas los
macrofagos se encuentra envueltos por un exudado linfocitico (Navarro et al,

1988; Carrigan y Seaman 1990).



En las lesiones del tipo Il microscopicamente se observa un infiltrado celular
epitelioide difuso que contiene muchos BAAR | aunado a esto en las vellosidades
del ileon y la valvula ileocecal, las células epitelioides forman una placa con un
patrén de mosaico que distiende la lamina propia y después se distribuye en |a
submucosa (Navarro et al., 1998). Los linfonodulos presentan células epitelioides
dispersas o formando un pequefio granuloma en el area inter folicular y
paracortical; estos contienen una cantidad baja de BAAR (Navarro et al,, 1998).
Los microgranulomas ocurren en un numero significativo de animales clinicamente

afectados de todas las especies (Williams, 1983).

Los Hallazgos microscopicos del tipo Il incluyen los siguientes: la lamina
propia de la parte media del yeyuno y ciego esta distendida por placas de células
epitelioides que contienen grandes cantidades de BAAR. La submucosa muestra
pequenos agregados de células epiteliodes y macrofagos dispersos conteniendo
un moderado numero de BAAR rodeados por un gran nimero de linfocitos. Este
infiltrado celular invade las placas de Peyer y vasos apareciendo dilatados y
conteniendo macréfagos con BAAR. En los linfonddulos mesentéricos se observan
numerosas células epiteliodes tanto en corteza como en la médula con un gran

numero de BAAR (Navarro et al., 1998).
9. INMUNOLOGIA

La respuesta inmune de los animales infectados con Map pueden
comportarse de manera paraddjica dependiendo del estado de enfermedad. Las
infecciones de paratuberculosis pueden ser caracterizados por una respuesta

mediada por células, una respuesta humoral, ambas o ninguna (anergia). En las



primeras fases de la infeccion, predomina una respuesta mediada por células con
proliferacion y diferenciacion de células T. De este modo conforme |la enfermedad
avanza hasta un estado mayor, primero hay una respuesta mediada por células, y
esta declina hasta un momento en que es mayor la respuesta humoral (Sweeney

et al., 1998).

En el estado final de |la enfermedad no se detecta una respuesta humoral o
celular y se desarrolla un estado de anergia (Stabel, 1996). De acuerdo con lo
anterior la micobacteria puede estimular la produccién de citocinas pero esta es
refractaria a muchos mecanismos intracelulares de destruccion. La persistencia de
altas cantidades de Map puede estimular la produccién continua de citocinas pro-
inflamatorias, dando lugar a un estado de enteritis crénica y le enfermedad clinica

(Alzuherri et al.,1996).

Para entender los procesos de la respuesta inmune contra la
paratuberculosis se realizara una breve descripcion de las células y tejidos

implicados.

La respuesta inmune gastrointestinal es controlada por tejido linfoide
asociado al intestino GALT, el cual incluye a los agregados linfoides
especializados llamados placas de Peyer (PP) y foliculos linfoides localizados

fuera del intestino llamados linfonodulos (LN) (Chiodini, 1996).
8.1. Placas de Peyer

Las placas de Peyer consisten en tejidos linfoides relativamente
organizados, y poseen todos los componentes que se requieren para crear una

respuesta inmunitaria (células T, células cooperadoras, células B, macréfagos)



(Tizard, 1995). Una de las funciones de las PP es modular la respuesta inmune
contra una gran cantidad de antigenos que se encuentran en la superficie
digestiva, esto incluye e desarrollo de tolerancia inmunologica de algunos de
estos, se puede asumir de esta manera que las PP son un medio ambiente
especial en el cual existe un delicado balance entre sefales estimulatorias e

inhibitorias (Juste et al., 1994; Chiodini 1996).

Las placas de Peyer estan cubiertas por un epitelio rico en linfocitos y por
un tipo de células epiteliales especializadas que se conocen como células M
(Momotani et al.,, 1988; Tizard 1995). La superficie epitelial del ileon bovino esta
caracterizado por una marcada poblacion uniforme de células M y se encuentra en
contraste con el yeyuno anterior y la superficie epitelial en otras especies
animales, incluyendo roedores y el hombre (Momotani et al., 1988), Un ternero
neonato tiene normalmente aproximadamente 100 placas de Peyer, y ellas
recubren hasta el 50% de la superficie del ileon. Las placas de Peyer son
funcionalmente heterégenas. En los corderos algunas aumentan de tamano desde
el momento de su nacimiento hasta los seis meses y después sufren una

regresion dejando solo una pequefia cicatriz (Tizard, 1995)
8.2. Macrofago

El macrofago es una célula multifuncional esencial para la inmunidad
contra patogenos y liberacion de niveles fisioldgicos de citocinas, estas son de
varios subtipos y formas indiferenciadas a) monocitos circulantes que pueden
entrar en los sitios de inflamacion, b) macréfagos fijos como los macréfagos

alveolares, macrofagos intravasculares, células de Kupffer, etc. c¢) macrofagos
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epitelioides y multinucleados hallados en las inflamaciones cronicas (Ackerman et
al., 1994). Los macrofagos son el objetivo celular de la infeccion, de este modo
tiene un papel principal en la entrada de microorganismos, y la presentacion de
antigenos al sistema inmune (Alzuherri et al.,, 1997). En base a lo anterior los
macréfagos tienen un papel principal en la destruccion de micobacterias,
procesamiento y presentacion de antigenos, y dirigiendo procesos inflamatorios e
inmunes (Alzuherri et al, 1996), estos mecanismos estan fuertemente
influenciados por citocinas de macrofagos tales como factor de necrosis tumoral oc
(TNF-a), interleucina — 1B (IL-1B), IL-6, Factor estimulador de colonias de
granulocitos macréfagos (GM-CSF), factor de transformacion de crecimiento-j

(TGF-B) (Alzuherri et al., 1997)
8.3. Linfocitos

Otro tipo de células importante en el desarrollo de la inmunidad frente a
Map es el de los linfocitos T o B; ya que la inmunidad contra todas las
micobacteriosis es dependiente de respuestas mediadas por células (Tizard, 1995;
Alzuherri et al., 1997). Los factores de inmunidad humoral tienen poco o nulo valor
de proteccion, por lo tanto desarrollo de inmunidad contra microorganismos
intracelulares facultativos en general involucra a la accion cooperadora de
linfocitos T como inductores especificos y macréfagos como efectores

inespecificos (Tizard, 1995; Chiodini, 1996).

Los linfocitos T agrupan y ensamblan a los fagocitos mononucleares para la
formacion de un granuloma y activan a los macrofagos para incrementar la

actividad bactericida. Estas interacciones celulares son controladas por
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mediadores solubles o senales comunmente conocidas como interleucinas,

linfocinas, y/o citocinas (Chiodini, 1996).

El éexito de la respuesta inmune contra agentes infecciosos es
principalmente determinada por citocinas producidas localmente por células
inmunes, las diferentes subpoblaciones de linfocitos T y fagocitos mononucleares
estan interconectados para formar un circuito regulatorio que determina la calidad,
tamano, y duracién de la respuesta inmune. Las células T cooperadoras pueden
ser divididas en al menos 2 poblaciones basadas en su papel funcional y perfil de
linfocinas (Chiodini, 1996). En cabras con lesiones 1l o Ill un descenso en el
numero de linfocitos T CD4 y un incremento de linfocitos TCD4 son observadas en

mucosa intestinal y area cortical de linfonédulos mesentéricos (Tizard, 1995)
10. EPIDEMIOLOGIA

La enfermedad ocurre en todo el mundo y la prevalecia parece ir en
aumento en algunos paises. Es mas frecuente y en menor grado en ovinos y
caprinos. La incidencia es mayor en aquellos animales criados de forma intensiva
bajo condiciones climaticas y de manejo que conduzcan a la propagacion de la
enfermedad. En Dinamarca Nielsen y Agger (2000) reportan un promedioc de
prevalencia real del 4.6 - 12.6 este trabajo es apoyado por otro trabajo realizado
en Dinamarca en el cual Jakobsen et al. (2000) reportan un 8.8 en vacas lactando,
lo que indica una prevalencia casi exacta de la paratuberculosis en Dinamarca. Sin
embargo en EU justamente en el estado de Michigan se reporta un 41.8%, que
ademas al gjustarlo es de 59.9% (Johnson et af., 2000). En un estudio de animales

sacrificados se ha reportado prevalencia de 1.6 % nacional en EU, otras



prevalencias estatales son: 7.2% en Pensilvania, 18% en Nueva Inglaterra, 9% en
California y 10.8% en Wisconsin (Hutchinson, 1996). Asi mismo en Nueva Zelanda
se reporta un rango que va de 5 a 20% en la prevalencia en bovinos (Fouad et al.,
1997). Ademas de EU y Nueva Zelanda en Inglaterra se registra el 1% de
prevalencia con aproximadamente 2% de prevalencia de los hatos afectados. En
México se carece de informacion epidemiologica a cerca de esta enfermedad, sin

embargo =n la laguna se estima aproximadamente un 8% en cabras criollas®
11. HALLAZGOS CLINICOS

Los signos clinicos de la PTB difieren en las distintas especies de animales
domésticos, asi como en el estado de la enfermedad en una misma especie. Sin
embargo se consideran signos cardinales la diarrea cronica progresiva en bovinos
y la perdida progresiva de peso en la mayoria de las especies domésticas. La

enfermedad se puede acelerar por el parto, lactacion u otro estrés (Clarke, 1997)

En bovinos no se observan signos clinicos antes de los 2 afos de edad y
son mas frecuentes en los animales de entre 2 y 6 afos (Blood, 1992; Pérez et al.,
2000). Esta edad es paralela a la segunda lactacion en ganado lechero, uno de los
primeros signos es el descenso de la produccion Lactea. Las manifestaciones
clinicas en esta edad incluyen: la diarrea, en los inicios esta puede ser intermitente
pero con el tiempo llega a ser mas prolongada causando la muerte después de un
curso de semanas o meses (Benazzi ef al., 1995; Scalan, 1988; Gay and Sherman
1992). Las heces diarreicas son tipicamente homogéneas, sin moco o sangre, sin

embargo la diarrea no es un hallazgo comun en la paratuberculosis ovina y

9 Centro De Analisis E Investigaciones Pecuarias De La Laguna (CAIPEL)
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caprina {Clarke, 1997; Dercksen et al., 1998). La posible explicacion de gque no
haya diarrea en los pequefios rumiantes es que tienen diferentes vias por las
cuales el agua se absorbe del colon (Dercksen et al,, 1998). Puede ser que la
diarrea se deba a una respuesta inmune de hipersensibilidad no muy conocida y
gue se inicia por factores estresantes como el parto (Dercksen et al., 1998; Gay
and Sherman, 1992). La diarrea tiene tendencia marcada a mejorar al final de la
gestacion pero reaparece agravada despues del parto (Blood et al., 1992). La
pérdida de peso en rumiantes es una consecuencia de mal absorcion proteica
debida a una gran infiltracion celular o edema en el intestino. Una causa que
contribuye a la perdida de peso puede deberse a la elevada concentracion de
factor de necrosis tumoral alfa, el cual incrementa el catabolismo celular (Clarke,
1997). Debido a la enteropatia y al balance energético negativo y sin ser un signo
muy persistente puede haber un incremento de los dias abiertos en infecciones
subclinicas de Map lo que da como resultado en explotaciones intensivas una
eliminacion temprana de vacas por problemas reproductivos (Johnson et al.,
2000). Un cuadro clinico sugestivo es presentadc como sugestivo de

paratuberculosis en un hato

Tabla 1. Signos que lleva a una explotacion a ser considerada como

sospechosa de padecer paratuberculosis

¢ Animales adultos con perdida de produccion Lactea, sin causa aparente,
y de condicion corporal

» Diarreas, siempre posteriores a la perdida de condicion corporal

e« Agravamiento o inicio de estos signos durante la lactacion, a partir de
las primeras semanas de la misma

e Presentacion de animales afectados en forma de goteo, a lo largo de
todo el ano




e (Concentracién de casos de vacas de 12 Y 22, Lactacion.

e Incremento del numero de animales con signos clinicos en cambios de
estacion (invierno — primavera y otofio - invierno), de alimentacion
(cambios de racién o de pastos), asi como cuando se intensifica o se
presiona la racion alimenticia para incrementar la produccion.

(Pérez et al., 2000)

Los individuos infectados de forma subclinica no suelen presentar las
manifestaciones clinicas ya sefaladas. En ellos la paratuberculosis se puede
sospechar por las alteraciones no relacionadas directamente con los organos
lesionados en esta infeccidn, sino reflejadas en diferentes indices productivos,
como serian los trastornos de caracter reproductivo con una notable disminucién
de la fertilidad sin otras causas aparentes, un incremente en la mastitis y un
descenso en la produccion lechera (Perez ef al,, 2000). La produccion lechera
desciende hasta en un 4% en el periodo de la fase subclinica (Nordlond et al.,
1996). De esta manera se asume que el incremento en los dias abiertos es un
indicador de que quizas la expresion del estro se ha reducido o un incremento en
el periodo de anestro posparto ocurre en un animal positivo (por ELISA), ambos
debidos en gran parte a un balance energético negativo secundario por la

infeccion con Map de manera subclinica (Jhonson et al., 2000).

12. DIAGNOSTICO
Para él diagnostico de la paratuberculosis se han creado una variedad de
pruebas tanto serolégicas como genéticas, sin olvidar las pruebas inmunolégicas

en el animal infectado.
Un Concep.to equivocado es que no existe una prueba diagnostica precisa

para la deteccion de la paratuberculosis. Sin embargo existen 8 pruebas de uso
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comun para la deteccion de Map, tres metodos para la deteccion del
microorganismo, cuatro técnicas para la deteccion de anticuerpos en suero y una
prueba para la reaccion de la respuesta inmune mediada por células contra Map.
De este modo 5 de estas pruebas generalmente estan disponibles como pruebas
completas o componentes de una prueba (Collins, 1996).

Virtualmente todas las pruebas disponibles tienen un rango de falsos
positivos menor de al menos 1.0% (Collins, 1996).En general la seleccion y valor
diagnostico de la prueba de laboratorio esta determinada por la sensibilidad y
especificidad. La sensibilidad es una medida de la habilidad de una prueba para
identificar animales infectados con un resultado positivo, y la especificidad es la
medida de una prueba para identificar animales no infectados con un resultado
negativo. Como regla general hay un balance entre sensibilidad y especificidad, y
este es un punto en el cual cuando un parametro se incrementa el otro disminuye
(Hietala, 1992). Sin embargo la sensibilidad y especificidad varian
considerablemente de acuerdo al estado de la infeccion con Map en animales
individuales y la prevalencia de la infeccion en los hatos (Collins, 1996).

11.1. Pruebas Rapidas

Existen pruebas rapidas para diagnosticar la paratuberculosis, cuando se
sospecha de esta en los cuales se incluyen el examen de frotis directo de heces,
raspados de linfonodulos o mucosa rectal. El examen directo de heces se realiza
con la tincidn previa por el método de Zieehl — Neelsen, en los cuales se puede
observar los bacilos alcohol-acido resistentes. También son de utilidad las
improntas de ganglios linfaticos, los frotis de raspados rectales o intestinales

(Blood, 1992; Hirsh, 1990). Sin embargo el examen de raspado de linfonodulos



puede ser un factor de confusion al observar los bacilos ya que los bacilos de M.
tuberculosis, también pueden estar presentes, pero la confirmacion de la
presencia de bacilos en los frotis de mucosa intestinal y la historia clinica se
confirma el diagnostico de paratuberculosis. La biopsia de mucosa rectal no brinda
grandes ventajas si se compara con los frotis fecales ya que probablemente sélo
en etapas clinicas tardias es invadida la mucosa rectal (Blood, 1992 ).

11.2. Pruebas Serologicas

La patobiologia de la PTB a veces limita la habilidad de las pruebas
serologicas para la deteccion de anticuerpos en los primeros estadios de la
infeccion con Map (Collins, 1996). En animales infectados con Map, el nivel de
respuesta humoral (produccién de anticuerpos especificos) correlacionada con la
eliminacion fecal del organismo, con un gran numero de bacterias en las heces
correspondiendo con una incidencia alta de resultados serologicos positivos
(Hietala, 1992; Collins, 1996). Las pruebas de uso comun son la prueba de fijacion
complemento, ELISA, Inmunodifusion en gel agarosa. La prueba de fijacion de
complemento mide anticuerpos que se desarrollan durante la enfermedad, de esta
manera los anticuerpos pueden solo ser detectados de manera intermitentemente.
La prueba de fijacion complemento no es considerada de uso comun en pequenos
rumiantes, principalmehte porque los animales son expuestos a una gran variedad
de reacciones cruzadas con corinebacterias y micobacterias relacionadas (Hietala,
1992).

La prueba de ELISA se considera que tiene el mejor balance de sensibilidad
y especificidad de las pruebas actualmente disponibles para el diagnostico de

PTB. La prueba de ELISA proporciona mas confiabilidad que AGID y FC, en
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animales con infeccion subclinica principalmente porque es capaz de detectar
anticuerpos especificos de Map en los inicios de la enfermedad (Garrido et al.,
2000). Hay varias modificaciones de la prueba de ELISA disponibles para detectar
anticuerpos de Map Las diferencias basicas a cerca de las pruebas son el
antigeno utilizado, y ¢l tratamiento de la muestra antes de la prueba para remover
los anticuerpos inespecificos y asi evitar las reacciones cruzadas con otras
micobacterias.

11.3. Inmunodifusion en gel agarosa (AGID)

Es una técnica rapida y barata, cuyo uso se ha generalizado en los Ultimos
anos. Su principal ventaja es que proporciona valores cercanos al 100%, por lo
que un resultado positivo permite confirmar con una elevada probabilidad la
infeccion por Map (Garrido et al., 2000; Shulaw et al., 1993). La prueba de AGID
detecta anticuerpos entre los tres y nueve meses después de la eliminacion de los
microorganismos en animales con Map. La sensibilidad para animales con la
enfermedad subclinica es cercano al 50% pero la sensibilidad desciende a 27-29
% para animales con infeccion subclinica, con lo que se concluye que tiene
valores variables en cuanto a sensibilidad (Garrido et al., 2000; Hietala 1992) pero
proporciona especificidad proxima al 100% que la hace muy conveniente para la
confirmacion rapida de casos sospechosos (Garrido et al., 2000)

11.4. Prueba del interferon y

Esta técnica se basa en el fundamento de la liberacion de una citocina,
interferén vy, que se produce tras la estimulacion antigénica de los linfocitos T

fundamentalmente linfocitos del tipo CD4+, ademas de los CD8+, las células
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asesinas naturales (Garrido et al, 2000; Stabel, 1996). El interferon v es
responsable de la liberacion de intermediarios de nitrégeno y oxigeno, la expresion
de los antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il y secrecién de
metabolitos del acido araquidonico. De este modo esta es una distintiva entre IFN
— v vy la activacion de macrofagos y su subsecuente habilidad para destruir
patdégenos intracelulares (Stabel, 1996). La cuantificacion del IFN-y se realiza
mediante un ensayo biolégico o mediante ELISA. La produccion del IFN-y  por
parte de los linfocitos varia dependiendo del estado en que se encuentre el animal.
Asi en las fases preclinicas se alcanzan tasas mucho mayores que las que se
observaron en animales con sintomatologia clinica, lo cual indicaria una utilidad
potencial de esta técnica en al deteccion precoz de animales infectados (Garrido
et al., 2000)

11.5. Cultivo Bacteriolégico

El cultivo bacteriolégico en medios selectivos es una las pruebas de
laboratorio mas comun para confirmar los casos sospechosos de PTB, pero el
procedimiento requiere cuando menos de 4 a 16 semanas para que el
microorganismo se desarrolle (Hietala, 1992; Whittington et al., 1999 ). E! cultivo
de Map ofrece muchas ventajas sobre otras pruebas para la confirmacion de PTB.

Esta es una prueba definitiva. Recientemente se ha encontrado que es
posible el cultivo a partir de heces o tejido (Whittington et al., 1999). El cultivo de
tejidos intestinales es mas sensible que el cultivo de heces, porque las heces de
algunos ovinos con infeccion con Map de tipo paucibacilar dan resultado negativo.

Sin embargo para algunos ovinos en los que estan ausentes las evidencias de
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PTB en tejidos, pero en heces también dan resultado positivo al cultivo
(Whittington et al ., 1999).

11.6. Prueba Genética

El descubrimiento de la secuencia de insercion 1S900,y su caracterizacion
como especifica de Map, ha proporcionado una excelente herramienta de
identificacion de esta especie mediante una simple reaccion llamada reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) (Garrido et al, 2000, Collins, 1996), la gran
ventaja de esta prueba es su velocidad ya que el procedimiento de principio a fin
solo dura 3 dias, siendo significativamente mas rapida que las 4- 7 semanas
requeridas para el cultivo bacteriolégico radiometrico BACTEC o las 12 a 16
semanas requeridas para un cultivo convencional (Collins, 1996). EI
descubrimiento y la caracterizacion de la secuencia de insercion 1S900 se realizo
en el Reino Unido en el afo de 1985, ademas de la observacion de 18 copias en
el genoma de la micobacteria (Millar et al.,1996).

Mediante la PCR es posible detectar cantidades minimas de
microorganismos a pesar de la limitacion que supone la concentracion de las
micobacterias a partir de las muestras clinicas y de visualizacion del producto
amplificado (Garrido et al.,2000).

13. CONTROL

El control y erradicacion de la paratuberculosis en un hato es un proceso
muy largo y frustrante por la naturaleza insidiosa de la infeccion, el largo periodo
de latencia, y le costoso y limitado desarrollo de pruebas fidedignas de
diagnostico. Por la falta de pruebas confiables para el diagnostico de Map se hace

dificil el control de paratuberculosis a menos que se realice sacrificio radical e
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incorporar ganado de hatos libres. Otro factor que dificulta notablemente el control
y erradicacion de la paratuberculosis es el bajo nivel de casos clinicos por razones
del largo periodo de incubacion (Blood, 1992). Para el inicio de un programa de
control Gay y Sherman (1992) sugieren 3 componentes importantes:
e Hacer un muestreo al hato completo y eliminar los animales positivos
e Realizar practicas de manejo que disminuyan la susceptibilidad de los
animales que pueden ser infectados

e \acunar a neonatos para incrementar la resistencia a la infeccion.

Es importante recordar que el control de la paratuberculosis o solo se limita
a aislar al neonato de su madre para ello se en listan las siguientes medidas en la

siguiente tabla.

Tabla 2. Cambios en el manejo de la explotacion para el control de la

paratuberculosis

Manejo de los partos (ganado de leche)

Sala de partos limpia y separada del resto de los animales
Separacion de los terneros en el momento del nacimiento
Limpieza de las ubres antes del ordefio del calostro
Pasteurizacion del calostro (incremento de tiempo y temperatura)
No emplear el calostro de las vacas sospechosas de estar infectadas
Manejo de los terneros (ganado de leche)

Aislamiento de los animales de reposicion hasta los dos afios de edad
No permitir el contacto con las heces u orina de los animales adultos
Vacunar los animales de reposicion (ganado de leche y carne)
Manejo diario de los terneros previo al manejo de las vacas
Higiene cuidadosa de botas y material en comun
Emplear leche artificial

Manejo del animal enfermo (ganado de leche y carne)
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No utilizar la sala de partos para acoger animales enfermos
Aislar cualquier animal con sintomas compatibles en un area de facil desinfeccion
Enviar al laboratorio muestras de animales con signologia compatible
Sacrificar cualquier animal con diarrea que no responda al tratamiento
Eliminar la descendencia de animales con paratuberculosis
Desinfeccidn con compuestos eficaces y a presion

No permitir el contacto de las vacas con los desechos del area de aislamiento de
animales enfermos

Manejo de los animales adultos
No permitir el acceso a aguas estancadas

Prevenir la contaminacion fecal de agua y alimentos. Instalar barreras si es
necesario

No utilizar equipo contaminado con material fecal para maneja r el alimento
Establecer un plan de seguimiento

(Gay and Sherman, 1992)
En cuanto al muestreo de animales, la frecuencia y él numero de diferentes
pruebas usadas son determinadas por varios factores tales como:
¢ El tipo de negocio para el cual son usados los animales
e La prevalencia estimada de la paratuberculosis
¢ La percepcion del duefio, de la importancia de la paratuberculosis para
la productividad del hato
e La capacidad del duefio para pagar pruebas de diagnostico
» La velocidad con la que el duefio espera lograr el control de la
erradicacion de la paratuberculosis
e Silameta es el control o la erradicacion de la enfermedad (Collins,

1996).




14. VACUNACION

Durante las ultimas décadas el éxito de la erradicacion de muchas
enfermedades de debe en gran parte al desarrollo de vacunas para la
iInmunizacidn artificial. Sin embargo para las micobacterias aun no se cuenta con
una vacuna eficaz y disponible economicamente.

La vacunacion contra Map fue inicialmente descrita en 1926 por Vallee y
Ringjard después de sus observaciones cuando inocularon Map subcutaneamente
y esta no resulto en infeccion (Chiodini, 1996). En cuanto al mecanismo de accién
de la vacuna, distintas experiencias han demostrado que la inmunizacion no
previene la infeccion en animales, pero si que modifica su respuesta inflamatoria
provocando una regresion de las lesiones y la disminucion tanto del numero de
individuos con sintomatologia clinica, como de la eliminacidn de bacterias (Garcia
y Pérez, 1999; Scalan, 1988; Sherman, 1992). Aunque la presencia de anticuerpos
no tendria un efecto protector, si seria un indicador del grado de activacion del
sistema inmune (Corpa et al., 1999).

La vacuna de uso comun en los EEUU es preparada a partir de la cepa 18
destruida por calor suspendida den aceite mineral, sin embargo en Europa es
usada una vacuna viva. No obstante ambas son capaces de inducir respuestas
humorales y celulares que proveen un apreciable nivel de inmunidad (Chiodini,
1996). El uso de vacuna en EU esta restringida a bovino neonatos de edad entre
1-35 dias para la vacunacion inicial. No hay productos para la vacunacion en

rumiantes diferentes a los bovinos pero la vacunacién en ovinos y caprinos parece
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ser mas efectiva. Generalmente en el ara de la inyeccién se forma un granuloma y
puede convertirse en un absceso (Corpa et al., 1999).

La vacunacion también sensibiliza de algun modo a los animales con
tuberculosis aviares y mamiferas por varios anos, lo que probablemente se debe a
la duracién de la vacuna. Pero este efecto de sensibilizacion interfiere con el
control de tuberculosis. El uso de la vacuna esta bajo estricto control del gobierno
y en algunos estados esta prohibido su usc. En cuanto a la edad de vacunacion en
ovinos y caprinos, Corpa y colaboradores realizaron un estudio de la edad optima
de la vacunacion encontrando que los animales a los 4-5 meses tienen un mayor
efecto protector que en animales inmunizados a los 10 — 15 dias de nacidos,
sugiriendo que en animales vacunados tardiamente, puede deberse posiblemente
a que estos animales hayan tenido una mayor de conato previo con micobacteria y
responden con mayor intensidad a la vacuna, o probablemente a que su sistema
inmune haya alcanzado un mayor grado de desarrollo que los animales de 10 a
15dias de edad(Corpa ef al., 1999).

15. TRATAMIENTO

A pesar de que numerosos antimicrobianos son eficaces frente a Map in
vitro, ninguno de ellos ha proporcionado un resultado aceptable tras el tratamiento
del animal enfermo. Este hecho puede ser debido, al menos en parte, a la
localizacién intestinal de las lesiones y a la multiplicacion intracelular de Map. De
todos los compuestos utilizados, la isoniazida, la clofozimina , la rifampicina, y la
gentamicina parecen ser los mas efectivos tanto in vitro como in vivo, aunque

ninguno de ellos elimina totalmente la infeccién (Aduriz et al., 2000).
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16. RELACION CON LA ENFERMEDAD DE CROHN

Le evice~ziz 2.2 s.2272 2 Mz5 como la causa de la enfermedad de Crohn
€S MUCNe. v CuUs 32 "2 Zgradc aislar a Map de tejidos de pacientes con la
enfermecsc = nice S-zz- 2t 2/ 2000). La relacion entre Map y la enfermedad
de Crcmn 82 ~smc-iz ~23:z2 |3 gécada de los 80°° e inicios de los 90°° cuando
investigatcres reciT="C” = posicie papel etioldgico de Map en la enfermedad
{Sung anc Cz ins “==7 _cs averces téenicos han permitido la identificacion y/o
aislamientc 2= Y=z 2= Una groporcion  significativamente alta de tejidos

provenientes ae pexanies con la enfermedad de Crohn que de los del grupo
control. Estas metocciogias incluyen:

¢ Tecnicas de culivo mejoradas

e Desarolio de 'z pruesca de PCR

e Desarrollo ds un nusvo metodo de hibridacion

o Eficacia de macrolicos y terapias de drogas antimicobacteriales

o Descubnmiento de seroreactividad especifica de la enfermedad de Crohn

hacia dos antigenos recombinantes de Map. (Chamberlin et al., 2001)

La secuencia de insercion 1S900 se ha detectado en los tejidos intestinales de
pacientes con la enfermedad de Crohn en un 72 %, sin embargo aun existe
controversia ya que se ha reportado la secuencia de insercion IS900 en pacientes
con sarcoidosis; la sarcoidosis es una enfermedad granuolomatosa multisistemica

similar a la enfermecad de Crohn pero de causa aun desconocida (Clarke 1997)
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17.JUSTIFICACION

En el presente estudio se propone estudiar la interaccion poblacional entre
bovinos y caprinos, para la posible infeccién de caprinos al estar en contacto con
bovinos clinicamente enfermos y el papel que juega la edad de los cabritos para el
desarrollo de la enfermedad. No obstante que se han llevado a cabo trabajos con
estas caracteristicas, se han realizado con cepas aisladas en laboratorio, en este
trabajo se utilizan indculos elaborados directamente a partir de intestinos de
bovinos infectados naturalmente para lograr una semejanza mas evidente de una

infeccion de campo.
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18. OBJETIVO

Conocer la reaccion patologica de la paratuberculosis en cabritos inoculadaos
con Map a partir de intestinos de bovinos clinicamente enfermos de

paratuberulosis evaluando el comportamiento histopatologico.
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18. MATERIAL Y METODOS

Parz 2 rzalizacion cz este estudio se formaron dos grupos de cabritos de 6
TSs8s de edad todos orig ~arios de un hato libre de Map. Cada grupo se formo
ce "0 animales en los cuziss se inocularon con 2 ml de Map elaborado a partir
22 m=acerzdos ce mucosa c= ileon y valvula ileocecal de bovinos diagnosticados
clgicements e histopeidiogicamente  positivos a Map. La inoculacion se
re2.20 por vie cral. simular o la infeccién de campo ademas de una reinoculacion
2 1ercer ¢lz con la misme cantidad de Map, posteriormente se vacunaron con la
cacterina comercial* de Mao.
Purrficacion de micobacterizs a partir de mucosa intestinal

-

Abrir el intestino y lavar secuencialmente con agua destilada y PBS, para
eliminar su contenido.
2. Raspar la mucosa intestinal empleando una hoja de bisturi estéril.
Anadir 2ml. de una solucién de ampicilina (200pug/m! de agua destilada esteéril)
por cada 5g de mucosza obtenidos.
4. Homogenizar mediante un Stomacher ( Lab Blender 80)durante 20-25

segundos.

‘U't

Macerar manualmente empleando un Tenbroek (Pobel).
6. El macerado se vierte en una solucién de PBS y tripsina al 0.5% (pH 7,8)
80ml durante 30 minutos a 23°C.

~J|

Centrifugar 2 veces a 800g, 20 minutos cada vez.

8. Comprobar la presencia de micobacterias, realizando un frotis para la
observacion de micobacterias a través de la técnica de Zeehl-Neelsen.

8. Las micobacterias obtenidas, se mantuvieron a -20°C, hasta la realizacion de

la inoculacion, periodo que estuvo comprendido entre una y tres semanas.

" Myoopar — Fort Dodge
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Para |z cuanticacic~ de la micobacterias del inoculo se realizo el siguiente
método
Cuantificacion ce las Micobacterias Contenidas en el Inoculo
Se homogenizz el inoculo empleando una agitador, unos 10 segundos.
2. Setome 1yl de inoculo a utilizar y se distribuye homogéneamente en una
superficie de 1 2m” en un portaobjetos, secar al aire.
3. Sz realzz latéznica de Zeehl-Neelsen.
4. Se obtiene el cromedio de bacterias detectadas por conteo de micobacterias
a 1000X aumentos en 40 campos seleccionados al azar. En este caso se
emplea para su abservacion un microscopio optico.
5. Una vez obtenica la cantidad, se multiplica por una constante (360242)*
obteniendo de esta manera el numero de bacterias multiplicadas por 10°

contenidas por cada ml del inoculo, como se expresa a continuacién:

Promedio de micobacierias / campo. 360242*= N° de micobacterias x 10° /ml de inoculo.

* Factor de microscopio, calculado mediante la formula: FM = 1000/-r

Los animales de cada grupo se dividieron en 4 grupos (inoculados
vacunados y no vacunados, control vacunados y no vacunados), también fueron
criados en condiciones similares. El experimento se dividié en periodos de 0, 2, 4,
6 meses, sacrificando 4 (1inoculado vacunado, 1 inoculado no vacunado, 1 no
inoculado no vacunzdo, 1vacunado no inoculado ) al final de cada periodo.

En cada sacrificio se obtuvieron muestras de: yeyuno posterior, ileon
anterior, posterior y medio, valvula ileocecal, linfonédulos mesentéricos, LN
mediastinicos. LN popliteos.

Las muestras se colectaron en formol buferado al 10%, posteriormente se
procesaron para la inclusion en parafina, se realizaron cortes de aproximadamente

5 u de grosor y se fiaron en laminillas para después tefirlas bajos las técnicas de



hematoxilina-eosina y Zeehl-Neelsen de acuerdo con lo descrito por Luna {1968)
en su manual de metodos de tincion histologicos.

Para la evaluacion histologica se disefio un método basado en el método
utilizado por Clarke y Little para evaluar la infiltracion celular en intestinos. La
evaluacion realizd bajo el mismo criterio en lo que se refiere a los grados de
infiltracion; siendo los valores siguientes: 0 = nulo o ausente, 1 = infiltracion ligera,
2 = infiltracion de tipo moderado, 3 = infiltracion de tipo severo o difuso. La
densidad y tipo de infiltrado celular (linfocitos, macréfagos, neutrofilos, y
eosinofilos) fueron evaluados en la mucosa hasta la lamina propia, submucosay la
capa muscular.

20. RESULTADOS

A la necropsia los hallazgos macroscopicos fueron variables, en un rango
que fueron desde la ausencia de cambios patoldgicos aparentes hasta la
presencia de linfangitis ligera apenas perceptible, asi como linfonodulos
ligeramente edematizados y la mucosa con un ligero aumento de grosor en su
porcion distal. La presencia de heces formadas en recto confirma la ausencia de
diarrea en todos los animales.

Los cambios microscopicos también fueron variables dependiendo del
tiempo transcurrido entre la inoculacion y el sacrificio; otro factor importante para
la aparicion de lesiones fue la vacunaciéon. De este modo los animales sacrificados
en la primera etapa no mostraron lesiones sugestivas de la paratuberculosis, pero
si una infiltracion de linfocitos y macréfagos en la mucosa del yeyuno, siendo mas
intensa en ileon y valvula ileocecal, ademas de una infiltracion eosinofilica en

estos ultimos.
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Estos cambios celulares se resumen en Ia siguiente tabla evidenciandose la

Infiltracion eosinofilica.

Tabla 3. Cambios histopatologicos basados en infiltracion* de animales
: sacrificados en la primera etapa del experimento

Grupo vacunado e Grupo no vacunado
inoculado” inoculado”
Mucosa Yey. Post. lleon Valvula Yey. Yey. lleon  Valvula
lleocecal medio Post. ileocecal
Linfocitos 1 2 3 2 2 3 3
Macrofagos 1 2 8 1 2 1 3
Neutrofilos 2 0 0 1 1 1 1
eosinofilos 2 1 0 1 3 2 1
Células Gig. 0 0 0 0 0 0 0
Submucosay
muscular
Linfocitos 0 2 1 1 2 0 1
Macréfagos 1 1 0 1 1 1 1
Neutrofilos 2 0 0 1 1 3 1
Eosinofilos 0 0 0 0 1 0 0
Células Gig. 0 0 0 0 0 0 0

* Los valores de Ia infiltracion corresponden de la siguiente manera: 0 = minimo o ausente 1 =
leve 2 = moderada 3 = severa o intensa, este criterio de evaluacién es comin en todas las
tablas subsiguientes

# El numero de animales por grupo fue de 1

Para los animales sacrificados en las fases intermedias las infiltraciones se
hicieron mas intensas en animales no vacunados, pero estas no progresaron en
animales vacunados, sin embargo los animales sacrificados en estas fases se
observoé la hiperplasia de las placas de Peyer en ambos grupos (vacunados y no

vacunados). Los resultados de los hallazgos se resumen en la tabla siguiente:

Tabla 4. Cambios histopatolégicos basados en infiltracion de' animales

sacrificados en la etapa lntermedla del experimento

Grupo vacunado ¢ inocculads” Grupo no vacunado inoculado®
Yey. lleon Valvula Yey. Yey. lleon  Valvula
Post, ileocecal medio  Post. ileoccecal
Mucosa 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Linfocitos 2 3 1 3 3 1 3 3 3 3 2 3 53 3
Macrofagos 0 3 1 3 3 2 3 2 3 3 3 2 3 2
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Neutrofilos 1 0 1 2 1 1 2 1T 2 2 68 Z 1
eosinofilos 1 0 2 1 1 0O 0 2 0 1 O
Células Gig. 0O 0 O 0 0 0 0O 0 0 O Q
Submucosa
y muscular
Linfocitos 2 2 Z 1 1 2 T 1 4 3 1 9 1 2
Macréfagos T 2 2 1 1 1 21 1 1 1 2 2 2
Neutrofilos 1 1 1 1 0 0 1T 0 1 0 0 2 1 1
Eosinofilos 1 0 0 0 0 0 0O 0 0 OO 0O 0 O
Células Gig. 0O 0 0 0 0 0 0O 0 0O OO O 0 O

# El numero de animales por grupo fue de 2.
** Numero de animales sacrificados.

En los animales sacrificados en la ultima fase se hallaron lesiones
sugestivas a paratuberculosis en el darea interfolicular de la corteza de lifonodulos,
ademas de la presencia de granulomas en foliculos de las placas de Peyer,
formados por macréfagos rodeados por linfocitos pero sin la presencia de células
gigantes. Los resultados de las infiltraciones se resumen en la siguiente tabla,

notese la infiltracion de eosinofilos en los no vacunados

Tabla 5. Cambios histopatoldgicos basados en infiltracion de animales

sacrificados en la ultima etapa del experimento

Grupo vacunado e inoculado®  Grupo no vacunado inoculado®
Yey. Post. lleon Valvula Yey. Yey. lleon  Valvula
ileocecal medio Post. ileocecal
Mucosa **mico unico unico 1 2 1 2 1 2 1 2
Linfocitos 2 2 3 3 2 2 2 8 3 2 &
Macrofagos 2 2 3 2 3 3 2 3 8 2 3
Neutrofilos 1 1 1 1T 2 1 1 1 1 1 38
eosinofilos 3 1 2 2 0 1 1 2 2 2 2
Células Gig. 0 0 0 0 0 0 0o 0 o o0 O
Submucosay
muscular
Linfocitos 2 0 1 2 1 1 1 2 2 2588
Macrofagos 1 1 1 3 2 1 1 3 2 2 2
Neutrofilos 1 1 1 O 1 1 1 0 0 2 O
Eosinofilos 1 0 0 o @ 9 0 & 0 @ 0
Ceélulas Gig. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0%
# El nimero de animales por grupo fue de 1 para los vacunados inoculados y 2 para los no

vacunados inoculados.
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** Numero de animales esvaluados

En la siguiente tabla se resumen los cambios de los animales control en la
primera etapa del experimento encontrandose que los cambios son ligeros para el

grupo vacunado no inoculado, con respecto al grupo no vacunado no inoculado.

Tabla 6. Cambios histopatologicos basados en infiltracion* de animales

sacrificados en la primera etapa del experimento de animales control

Grupo vacunado no Grupo no vacunado no
inoculado® inoculado”
Mucosa Yey. Post. lleon  Vaivula Yey. Yey. lleon Valvula
ileocecal medio Post. ileocecal
Linfocitos 0 1 2 0 0 1 2
Macrofagos 0 2 2 1 1 2 2
Neutrofilos 1 1 1 1 0 1 1
eosinofilos 3 1 1 0 0 0 1
Células Gig. 0 0 0 0 0 0 0
Submucosa y
muscular
Linfocitos 0 0 1 0 0 1 1
Macrofagos 1 1 1 1 1 1 1
Neutrofilos 0 0 0 1 0 0 1
Eosinofilos 1 0 0 0 1 0 0
Células Gig. 0 0 0 0 0 0 0

# El numero de animales por grupo fue de 1 para los vacunados inoculados y 2 para los no
vacunados inocuiados.

Para el final del experimento se observaron los siguientes cambios resumidos
en la siguiente tabla resaltando los cambios en el grupo vacunado con respecto al

grupo control, evidenciado la reaccién de la vacuna.

Tabla 7. Cambios histopatolégicos basados en infiltracion* de animales

sacrificados en la ultima etapa del experimento de animales control

Grupo vacunado no inoculado Grupo no vacunado no inoculado®

Mucosa Yey. Post. licon Valvula Yey. Yey. lleon  Valvula
ileocecal medio Post. ileocecal
Linfocitos 2 2 3 0 1 2 2
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Macrofagos 2 3 2 1 1 1 2
Neutrofilos 1 1 1 1 0 1 1
eosinofilos 2 1 1 0 0 0 1
Células Gig. 0 0 0 0 0 0 0
Submucosa y
muscular
_ | Linfocitos 1 2 2 0 0 1 1
| Macréfagos 1 1 1 1 1 1 1
Neutrofilos 0 g 2 1 0 0 1
Eosinofilos 1 0 1 0 1 0 0
Células Gig. 0 0 0 0 0 0 0

# El numero de animales por grupo fue de 1 para los vacunados inoculados y 2 para los no
vacunados inoculados.

En relacién a los resultados obtenidos en las tablas anteriores, se puede
observar que las infiltraciones celulares en los animales vacunados no inoculados
son en forma creciente en comparacion con los animales control (ne vacunados no
inoculados), ya que en estos ultimos es constante el infiltrado ligero.

A pesar de los nallazgos no se logro observar a las micobacterias en los
tejidos fijados y tefidos bajo la técnica de Zeehl Neelsen. Aun con estos se puede
decir que la infeccion pudo haber ocurrido en los animales no vacunado ya que en
ellos se logré observar los pequenos granulomas en linfonddulos, sugiriéndonos
dos cosas; que la infeccion se halla eliminado en las fases tempranas y estos
granulomas son vestigios de ello o que la infeccion estaba progresando aun. pero
sin mostrar mucha evidencia.

21. DISCUSION

‘La ev_c'alucién de las lesiones producidas por el bacilo de Map progresan
conforme avanza el tiempo, pero de una forma lenta, sin embargo para este
estudio, la edad de los animales pudo haber influido en la aparicion de los signos
y lesiones caracteristicas de Map ya que los animales de mayor edad son mas

resistentes a la infeccidn ya sea por la madurez inmunolégica, en este sentido, se
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ha senalado que en la especie ovina el sistema inmune no alcanza su completa
madurez anatomica fisiologica y funcional hasta varios meses tras el nacimiento
(Corpa et al,, 1999) o por contacto previo con otras miccbacterias atipicas que
sensibilizan de algun mecdo a los animales confiriéndoles una reaccion
inmunolégica mas eficiente y asi poder resistir a la infeccion (Juste et al., 2000).

En cuanto a la evolucion de la vacuna se puede asumir que esta funciona
de manera prolongada y eficaz manteniendo el grado de infiltracion linfocitica y de
macréfagos los cuales son importantes ya que la respuesta de tipo celular es la
gue confiere proteccion y no la humoral como ocurre en otras enfermedades
(Chiodini, 1996). En base a lo anterior se puede confirmar que la vacuna es mas
eficaz en animales mayores de 4 meses como lo reportaron Corpa et al (1999)
pugzéto que no desarrollaron las lesiones halladas en los animales no vacunados
;acrificados en la etapa final.

Técnicamente se observd la formacion del granuloma en el area de la
vacunacién referido por varios autores y que es considerado de importancia ya
que su formacion indica de alguna manera una buena respuesta inmunoldgica.

22. CONCILUSIONES

En primer lugar se concluye que la bacterina a nivel histopatoldgico induce
una buena respuesta de tipo celular.

El inoculo estimula una repuesta de tipo celular a nivel digestivo sin
embargo, no produce lesiones en este mismo si se vacuna simultdneamente con
una bacterina.

La cepa de Map de campo puede infectar a caprinos menores a 5 meses.
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