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RESUMEN

Se analizaron 306 muestras de suero de cabras criollas lecheras de la
Comarca Lagunera con el objetivo de conocer la seroprevalencia de la
paratuberculosis. El estudio se inicié a partir de una poblacion de 43,804
cabras lecheras pertenecientes a 593 productores distribuidos en los
municipios de Francisco |. Madero, San Pedro, Matamoros, Viesca, Yy
Torredn pertenecientes al estado de Coahuila y Gomez Palacio, por parte

del estado de Durango.

Las muestras de suero se analizaron en el laboratorio del centro de
Andlisis e Investigaciones Pecuarias de la Laguna (CAIPEL) en Gomez
Palacio Durango. La prueba diagnostica empleada fue ELISA (prueba

inmunoabsorbente ligada a enzimas)

Se concluye que el periodo de prevalencia de paratuberculosis en
cabras criollas lecheras de la Comarca Lagunera, encontrado con este
trabajo es minimo, si consideramos que el porcentaje de muestreo fue de
0.70% y que se encontraron ftres cabras reactoras positivas a

paratuberculosis que significa sélo un 1%.



I. INTRODUCCION

La paratuberculosis (PTB, enfermedad de Johne) es una enteritis
granulomatosa, degenerativa, cronica, contagiosa, de origen infeccidso que
afecta a los rumiantes tanto domésticos como salvajes. Se describio por primera
vez en Alemania en 1895 como una forma de tuberculosis aviar, pero no fue
hasta 1978 que el agente causal fue aislado de ganado bovino en México y
hasta 1982 se aislo de cabras lecheras.

Aunque la paratuberculosis se ha considerado mucho tiempo una
enfermedad econdmicamente importante en bovinos, ha sido en gran parte
pasada por alto en ovejas y cabras probablemente porque el valor individual del
animal es inferior. Las pérdidas econdmicas asociadas a la paratuberculosis en
estos animales es en parte debido a la disminucién en la produccion lactea.

El impacto econémico de ofras condiciones asociadas con
paratuberculosis (tales como infertilidad, infecciones concomitantes o la pérdida
de recursos genéticos) son dificiles de cuantificar. Aunado a esto en los dltimos
afios existe un renovado interés acerca de las posibles implicaciones zoonoticas
de Map, ya que existen indicios que asocian esta micobacteria a la enfermedad
de Crohn. Las manifestaciones clinicas en cabras son: pérdida progresiva de la
condicion corporal, debilidad y disminucién en la produccion, también puede
ocurrir diarrea intermitente pero es mas comun en bovinos; durante las etapas
terminales otros agentes infecciosos oportunistas pueden presentarse, los cuales

contribuyen a acelerar el curso de la enfermedad.



La region lagunera cuenta con un inventario caprino de 600,000 animales
criollos, por lo que es una importante zona productora de leche de cabra a nivel
nacional. Generalmente la mayor parte de este ganado se encuentra agrupado
en pequefios hatos que pertenecen a los sectores marginados del campesinado.
En base a lo anterior es frecuente encontrar rebafios en pésimas condiciones
productivas en las que los aspectos nutricionales y sanitarios se presentan como
los factores limitantes de mayor importancia.

Retomando el aspecto sanitario podemos sefialar que existen severos
problemas en las explotaciones, donde el hacinamiento, la falta de higiene y las
construcciones inadecuadas favorecen la transmision y permanencia de los
agentes infecciosos. Esta combinacion de animales mal nutridos que no pueden
establecer una respuesta inmune adecuada con un ambiente sobrecontaminado
resulta en cuadros alarmantes de las distintas enfermedades, con graves
pérdidas de condicién y muerte en los hatos.

Entonces juega un papel de suma importancia la incorporacion de
tecnologias sofisticadas a este tipo de explotaciones, estableciendo pruebas de
diagnostico rapidas y confiables capaces de detectar a los animales positivos en
este caso para Mycobacterium paratuberculosis, el objetivo que perseguimos €s
determinar si se trata de una enfermedad ampliamente extendida y que suponga
una seria limitacion a la productividad de las explotaciones que la padecen;
mediante el analisis serologico de ELISA (prueba inmunoabsorbente ligada a

enzimas)



Il. ANTECEDENTES

En 1895 en la region de Oldenburg Alemania, fue observada una vaca con
diarrea, pérdida de peso y suspension de la produccion lactea, las muestras de
intestino fueron enviadas a examinarse a la unidad de patologia veterinaria en
Dresden, los tejidos fueron examinados por el Dr. H. A Johne y el Dr. L.
Frothingam, notaron engrosamiento de la mucosa intestinal y nédulos linfaticos
mesentéricos y en la examinacion histolégica encontraron la pared intestinal con
exceso de infiltracion de leucocitos, células epitelioides y ocasionalmente células
gigantes (Chiodini, et. al, 1984).

Johne y Frothingam concluyeron que la enfermedad observada fue
provocada por una bacteria que causa tuberculosis en aves (Mycobacterium
avium) y reconocieron la similaridad de la patologia con la tuberculosis intestinal
(normalmente causada por bacterias que causan tuberculosis en bovinos,
Mycobacterium bovis) propusieron el nombre de pseudotuberculosis entérica
para la enfermedad (Chiodini, ef.al , 1984; Pijoan et. al, 1986).

En los inicios de los 1900’s la enteritis pseudotuberculosa fue bien
reconocida como una nueva enfermedad. Los cientificos propusieron una
variedad de nombres para la enfermedad, tales alternativas eran
paratuberculosis y enteritis hipertréfica. En el principal reporte anual de 1906 del
real colegio veterinario J. Mc Fadyean ide6 el término de “enfermedad de Johne”

0 paratuberculosis para designar a la enfermedad (Chiodini, et. al, 1984).



En Dinamarca O. Bang (citado por Chiodini, et. al, 1984) descubrié que los
animales portadores de la enfermedad de Johne respondian lentamente a la
inyeccion intradérmica preparada de antigenos del bacilo tuberculoso
(Mycobacterium bovis) pero respondian bien a la tuberculina aviar (antigenos
preparados de Mycobacterium avium), en base a esta observacion Bang sugirio
que la tuberculina aviar puede ser usada para prueba de diagnostico en
animales (Chiodini, et. al, 1984).

En 1911 el cientifico britanico F.W. Twort fue el primero en aislar el agente
etiolégico de la enfermedad de Johne. En México Unzueta en 1936 (citado por
Ramirez et. al, 1986) informa la presencia de la enfermedad en bovinos lecheros
utilizando como medio de diagnéstico la aplicacion de Johnina y tuberculina aviar
y también al observar el bacilo al microscopio. El aislamiento del microorganismo
a partir de muestras de ganglios mesentéricos e intestino delgado de ganado

bovino se realizé en 1978 (Chiodini, et.al 1984; Ramirez et. al, 1986)



Ill. AGENTE ETIOLOGICO.

La paratuberculosis o enfermedad de Johne es causada por una bacteria
acido-resistente Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (Map, M
Jjohnei) (Jakobsen et. al, 2000; Gasteiner ef. al, 1998; Vander Giessen, et. al,
1996; Pijoan et. al, 1986).

Del griego myces hongo, bacterium pequefio bastoncillo (William y
Richard,1978). Se clasifica entre las bacterias superiores, orden
actinomycetales, del género Mycobacterium, este género no se incluye entre las
bacterias verdaderas, sino que a causa de la arborizacion ocasional y de la
naturaleza filamentosa de sus especies se coloca en el orden Actinomycetales
(Kenneth y Williams, 1971; William y Richard, 1978).

Las mycobacterias poseen un componente céreo que las hace resistentes
a los colorantes ordinarios y a muchos desinfectantes, tienen un contenido
especialmente abundante de material graso en su composicion. Por medios
quimicos se han obtenido de las células bacterianas lipidos complejos, ceras y
fosfatidos. Una caracteristica sobresaliente es su capacidad para tomar una
tincion acido-resistente, esta propiedad especial de tincién es conferida por las
grandes cantidades de materiales céreos. El término acido-resistente deriva del
hecho comprobado, de que cuando la célula ha sido impregnada por un
colorante este no puede eliminarse facimente (Stanier y Adelberg, 1977;

Kenneth y Williams, 1971; William y Richard 1978).



Las microfotografias electronicas muestran que las paredes estan
compuestas de tres capas que envuelven una membrana citoplasmatica, en este
aspecto las mycobacterias son similares a las bacterias gram-negativas tipicas
(Kenneth y Williams, 1971).

E! Mycobacterium paratuberculosis es semejante antigénica y
morfolégicamente a las mycobacterias que causan la tuberculosis; es dificil de
cultivar debido a que no crece con facilidad en medios normales, para su cultivo
primario es necesario el enriqguecimiento del medio con agar y yema de huevo,
es costumbre emplear algun extracto de algun mycobacterium, por lo general
Mycobacterium Phlei ¢ bacilos tuberculosos muertos (factor de crecimiento
llamado micobactina, en este cultivo metaboliza y prolifera lentamente, pero los
subcultivos siguientes son mas abundantes, inclusive hasta en los medios no

enriquecidos (Pijoan et. al,1986; Allen y Baker, 1976).

Muere con la exposicion durante 15 minutos a compuestos cresilicos
diluidos a una proporcion de 1:64, fenol 1:40 y alcohol etilico al 70% (Pijoan et.

al, 1986).



IV. EPIDEMIOLOGIA MUNDIAL DE LA PARATUBERCULOSIS EN CABRAS.

La enfermedad ocurre en todo el mundo y la prevalencia parece ir en
aumento en algunos paises (Matthias ef. al, 1998; Blood y Radostits, 1992).

Se ha reportado el incremento en la incidencia de la paratuberculosis en
Estados Unidos, Canada, India, Australia, Nueva Zelanda, Sudafrica y
Sudamérica, dentro de Europa la enfermedad se encuentra mas cominmente en
Espaiia, Inglaterra, Francia y el norte de Alemania (Gasteiner, et. al, 1998:
Michel, 1999).

Es mas frecuente en bovinos y en menor grado en ovinos y caprinos. La
incidencia es mayor en aquellos animales criados de forma intensiva bajo
condiciones climaticas templadas y regiones tropicales himedas y de manejo
que conduzcan a la propagacién de la infeccién. Estos animales estabulados
estan sujetos a un alto riesgo de infeccion debido a la gran contaminacién de las
heces y la prolongada supervivencia de la bacteria en sitios protegidos. La
enfermedad cada vez se presenta con mayor frecuencia en caprinos, originando
grandes pérdidas en los rebafios, siendo en dichos casos recomendable la
inmunizacién (Blood y Radostits, 1992).

Mainar-Jaime y Vazquez-Boland (1997) sefialan que la paratuberculosis
tiene una prevalencia mas alta en animales lecheros que en animales de carne,
lo que probablemente refleja las diferentes condiciones de manejo bajo las
cuales son alojados (intensivo y extensivo respectivamente) también se observa

que los mejores animales parecen ser mas propensos.



Las ovejas y cabras adquieren la infeccion a una edad temprana,
generalmente durante los primeros seis meses (Pijoan ef. al, 1986), al
respecto Blood y Radostits (1992) sefialan que una caracteristica distintiva de
la enfermedad de Johne es que afecta a animales muy jévenes, generalmente
menores de 30 dias de edad, y la enfermedad clinica no aparece hasta los 3-5
anos, aunque este limite de edad no debe usarse como criterio diagnostico de
confianza. Saxegaard y Fodstad (1985) coinciden en que los animales pueden
contraer la infeccion tempranamente, generalmente antes de los tres meses de
edad pero pueden no desarrollar signos hasta 2 afios mas tarde.

En condiciones naturales la enfermedad se transmite por ingestiéon de
alimentos y bebidas contaminadas por heces de animales infectados que
excretan esta infeccion de tipo subclinico. Las diversas circunstancias que
tienen alguna influencia en la posibilidad de transformar esta infeccion en
padecimiento clinico pueden ser factores como el parto, deficiencias y excesos
nutricionales, transporte y elevado rendimiento lacteo. Dado que el periodo de
incubacion normalmente es prolongado, los animales enfermos pueden
excretar microorganismos en las heces durante 15-18 meses antes de
presentar signo clinico alguno (Stehman, 1992; Blood y Radostits, 1992;
Pijoan, et. al, 1986)

La paratuberculosis es casi siempre introducida al rebafio por un animal
infectado, el cual no muestra signos al momento de la compra, por lo tanto el

retraso en el diagnostico puede resultar en el establecimiento de la



enfermedad en un hato.

En México un gran porcentaje de los rebafios de cabras, estan formados por
animales importados de paises en donde esta enfermedad existe con alta
incidencia (Pijoan et. al, 1986).

En un estudio realizado por Jakobsen et. al (1999) en Dinamarca sefiala
que hatos con ganado de carne importados, hatos de ganado lechero con un
promedio importante en la proporcion de vacas adultas y hatos en contacto
con cabras, especialmente aquellos hatos caprinos con un bajo control de
paratuberculosis, se encontrd0 que tienen una alta prevalencia para
paratuberculosis.

En la republica de Sudafrica, Koen, (1999) al realizar un muestreo de 47
granjas de 1996 a 1997, empleando pruebas para paratuberculosis de agar gel
inmunodifusion (AGID) confirmando el diagnostico por histopatologia encontré
que la distribucion de las granjas infectadas indica una correlacion positiva entre
suelos acidos (especialmente silicatos) y la infeccion. Solamente 1 de 47 granjas
no estaba localizada en suelos acidos; Blood y Radostits (1992) indican que en
Estados Unidos se registra una elevada incidencia de la enfermedad sobre
suelos acidos, en contraste con lo que ocurre en suelos alcalinos, ya que el

microorganismo es relativamente susceptible a el p.H alto del suelo.



V. PATOGENIA.

Un numero de puntos relativos a la patogénesis de la paratuberculosis,
permanecen oscuros, muy incompletos, incluyendo la alta susceptibilidad de
animales jovenes y la razon por la cual las lesiones ocurren particularmente en la
porcion terminal del iledn y la valvula ileocecal (Juste et.al, 1994; Clarke, 1997).

Generalmente los microorganismos son ingeridos durante la etapa de
lactancia, después de ingeridos comienzan a multiplicarse lentamente en la
lamina propia del intestino, nédulos linfaticos mesentéricos y en el interior de los
macrofagos induciendo una enteritis granulomatosa cronica. La progresion de la
enfermedad es insidiosa, la enfermedad clinica sigue so6lo unos afios después de
la infeccion inicial, lo cual ocurre con mas frecuencia dentro de los primeros 6
meses de vida (Pijoan et. al, 1986; Secott ef. al, 1999; Waters ef. al, 1999).

Durante la etapa subclinica de la enfermedad los animales, generalmente
tienen niveles indetectables de anticuerpos séricos especificos para Map, se
incrementa el gamma interferon en respuesta al microorganismo y no se detecta
la bacteria debido al escaso nimero de ellas en las heces ( Waters et. al, 1999).

Se conoce que independientemente de la via de inoculacién aunque el
microorganismo pueda aparecer en diferentes o6rganos, gradualmente su
presencia se hace mas predominante en el tracto intestinal. El tropismo que
manifiesta Map por el tejido intestinal podria deberse a la estimulacion de las

enzimas oxidativas de los macrofagos intestinales, liberadas después de la

10



infeccion (Pijoan et. al, 1986).

Tipicamente al inicio de la enfermedad Mycobacterium paratuberculosis
se localiza en el iledn, su pared contiene un gran nimero de tejido linfoide: las
placas de Peyer, son grupos de macrofagos y linfocitos que estan organizados
en muchos nodulos linfaticos, su cubierta tiene una capa de células llamadas
células M, su funcion es circular en el lumen del intestino donde capturan
preferentemente a Mycobacterium paratuberculosis antes de retornar a las
placas de Peyer para mostrar esos antigenos a los macrofagos y linfocitos
siendo fagocitados por ellos (Chiodini et. af, 1984; Juste ef. al, 1997: Secott et. al
1999).

Uno de los papeles de las placas de Peyer es modular la respuesta
inmune contra la enorme cantidad de antigenos que alcanzan la superficie
digestiva, esto incluye el desarrollo de la tolerancia a algunos de ellos, pues es
conocida la habilidad de la bacteria para inducir tolerancia. La hipétesis de la
tolerancia parcial puede explicar la duradera persistencia de la infeccién sin
signos clinicos y el conocimiento de lo variable que es la respuesta inmune de
los animales paratuberculosos que impide en gran medida el uso de pruebas
serologicas e intradérmicas para el diagnéstico. Por lo tanto las placas de Peyer
son un medio inmune especial en el que existe un delicado balance entre
sefales estimulatorias e inhibitorias (Juste et. al, 1994).

Desafortunadamente cuando las células M llevan la bacteria hacia las

placas de Peyer encuentran un lugar ideal para crecer. El macréfago es la célula



blanco para la infeccion y por lo tanto tiene un papel fundamental para la
comprension del microorganismo, al multiplicarse en estas ceélulas quedan
protegidos de los anticuerpos formados por el animal y de la mayoria de los
antimicrobianos empleados como tratamiento. Los macrofagos engloban a
Mycobacterium paratuberculosis con la intencion de destruir al invasor extrano.
Por razones que aun son confusas los macréfagos fallan en este intento
(Chiodini et. al, 1984; Alzuherri et. al, 1997).

Los factores especificos (el complejo 85 ABC, la proteina de unién
fibronectina FAP) pueden tener un papel en la unién a la matriz extracelular y
puede mediar también el ingreso a los macroéfagos. Entre las moléculas que
forman la pared y envoltura celular estan los glicolipidos fendlicos (PGL4 y otros)
se encuentran en estudio que suprimen las enzimas oxidativas de los
macréfagos al encontrar radicales libres e inducir una respuesta fuerte de
anticuerpos que puede ser desfavorable para el huésped (Bercovier, 1996).

El siguiente paso requiere que estos macrofagos alcancen el area
interfolicular y generen una orden a los linfocitos T que caracterizan este sitio,
para presentar a los antigenos de la micobacteria a todo el sistema inmune
(Juste et. al, 1994; Alzuherri et. al, 1997).

La infeccion se asocia con la disminucion de la presentacion de antigenos
por parte de los macrofagos a los linfocitos, lo que puede por lo tanto alterar una
respuesta inmune potencialmente efectiva del animal y permite la supervivencia

intracelular de la micobacteria. La pobre presentacion de los antigenos puede

12



resultar en una falta de mecanismos efectores de las células T tales como el
gamma interferon mediado por la destruccion intracelular que es reconocido en
otras micobacteriosis (Alzuherri et. al, 1997).

Se conoce también que el aumento en la disponibilidad de intermediarios
metabolicos en estos macrofagos y no en otras células similares(en otras
localizaciones), puede estimular la multiplicacion bacteriana. Este ambiente
favorable para el crecimiento bacteriano se hace Optimo por la pérdida de la
actividad lisosomal de los macroéfagos, los cuales estan dedicados a ingerir a los
bacilos paratuberculosos que se estan multiplicando en la lamina propia del
intestino (Pijoan et. al, 1986).

Ante la invasion de Mycobacterium paratuberculosis se concentran mas
macrofagos y linfocitos en el sitio de la infeccién. Los linfocitos liberan una
variedad de sefales quimicas denominadas citokinas en un intento de
incrementar el poder destructivo bacteriano de los macréfagos, estos a su vez,
se fusionan formando células gigantes multinucleadas en un intento aparente de
destruir a la micobacteria (Chiodini et. al, 1984).

En el interior de los macréfagos Map se multiplica hasta que
eventualmente la célula muere y se extiende infectando otras células cercanas.
A su vez otras partes del ileon y eventualmente otras partes del organismo son
invadidas por millones de bacterias. Como Map persiste, prolifera y evade la
eficiencia normal de los mecanismos de destruccion bacteriana de los

macrofagos aun es desconocido (Chiodini et. al, 1984; Alzuherri ef. al, 1997).



Considerables investigaciones son llevadas a cabo para tratar de entender
como la micobacteria prospera considerando que es muy hostil el medio
ambiente intracelular de los macrofagos. En términos generales dos propiedades
de la micobacteria explican esta resistencia a la destruccion de los macrofagos :

a.-) la pared celular de la micobacteria quimicamente Unica es resistente a la
destruccion o penetracion.

b.-) factores producidos por la micobacteria que pueden neutralizar los
quimicos antibacterianos producidos en el interior de los macrofagos (Chiodini
et. al, 1984).

La lipoarabinomana (LAM) es el componente principal de la pared de la
micobacteria. Lipomana (LM) y el fosfatidil inositol manosido (PIM) son las
versiones simples de LAM, LM le falta arabinosa mientras que PIM le falta
tanto arabinosa y mas residuos mana. LAM, LM y PIM inducen la transcripcion
del mRNA de la citokina. Eliminando citokinas producidas por macréfagos,
induciendo ademas la no produccion de estas en macréfagos de raton y
suprimiendo la proliferacién de células T inducidas por antigenos (Bercovier,
1996)

Ante la replicacién bacteriana el huésped como consecuencia genera una
respuesta celular inmune. En una respuesta efectiva las moléculas clase Il
superficiales del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) juegan un papel

critico en la presentacion de antigenos por parte de las células T capaces de
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regular y amplificar la respuesta inmune especifica, por lo que la respuesta
inmune de las células T es esencial para limitar la severidad de la infeccion. En
la infeccidn avanzada, ocurre produccion de anticuerpos, pero no tiene efecto en
el control de la multiplicacion de Mycobacterium paratuberculosis. Claramente la
produccién de anticuerpos proporciona poca o solo alguna proteccion contra el
patégeno intracelular. No obstante, las células B pueden proveer apoyo para la
respuesta de las células T a través de la presentaciéon de antigenos y funcion
coestimulatoria (Chiodini ef. al, 1984; Alzuherri et. al, 1997, Waters et. al, 1999;
Secott et. al, 1999).

La localizacion inicial de las lesiones en las placas de Peyer sugieren 2
importantes conclusiones sobre la patogénesis de la paratuberculosis en relacion
con la ontogenia de esta estructura. La primera sobre la localizaciéon especifica
de las lesiones es mejor explicado con su asociacion con el tejido linfoide denso
de las placas de Peyer, tal hipotesis previa esta basada en la retenciéon mecanica
craneal de la valvula ileocecal o a la alta concentracion de hierro en los
macrofagos de esta area. La disponibilidad de hierro en el huésped es muy
limitada por lo tanto las bacterias tienen que desarrollar un sistema obligado
eficiente para el hierro. Muchas de las micobacterias excepto Map tienen un
doble sistema obligado para el hierro (exochelina y mycobactina) que permiten la
adquisicion de hierro para el crecimiento y responder al medio ambiente con
diferente contenido de hierro. Se ha estimado que requiere de 7 a 64

microgramos de Fe/gr. de masa celular de micobacteria para sostener el
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crecimiento (Juste et. al, 1997).

La segunda conclusion tentativa relacionada con el periodo de alta
susceptibilidad a la infeccion que es justo cuando las placas de Peyer alcanzan
su maximo desarrollo con respecto al tiempo de nacimiento. Esto es también
compatible con la infeccion en la edad adulta porque la susceptibilidad fue
relativa con la extension del tejido linfoide denso intestinal en animales adultos la
probabilidad de la infeccion desciende pero no desaparece totalmente (Juste et.

al, 1997; De Voss et. al, 1999).
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Vi. SIGNOS CLINICOS Y CUADRO LESIONAL.

El periodo de incubacion de este padecimiento es prolongado e
irregular de dos anos o mas. Los signos se manifiestan generalmente entre los
3 a 5 afios de edad pero se han observado casos en animales de 1 a 2 afios.
Un alto porcentaje de los animales infectados en un rebafio, puede no
desarrollar la fase clinica de cualquier forma estos animales estaran
eliminando intermitentemente el microorganismo por las heces quedando
como reservorios (Pijoan et. al, 1986; Blood y Radostits, 1992).

Los principales signos clinicos en pequefios rumiantes son la pérdida
progresiva de condicion corporal, adelgazamiento, debilidad y descenso en la
produccion. La pérdida de peso es un signo constante de la enfermedad de
Johne, generalmente es lenta y puede que no sea detectada cuando los
animales tienen una densa capa de pelo o lana (Mainar-Jaime y Vazquez-
Boland, 1997; Chiodini et. al, 1984).

Los bovinos con paratuberculosis clinica son faciimente reconocidos por la
presencia de diarrea profusa cronica sin mal olor al principio de la infeccion,
acompafada por una peérdida progresiva de peso, debilitamiento y pueden
presentar fiebre intermitente. En contraste los caprinos afectados rara vez
desarrollan diarrea acuosa abundante, continian produciendo heces con

aspecto de bolas, salvo en forma intermitente y en las fases terminales de la
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enfermedad, en estos casos, las heces pierden su forma caracteristica y pueden
ser de consistencia lo suficientemente blandas como para perder su aspecto
normal de bolas y apareceran blandas y pastosas parecidas a las heces de
perros y humanos.  El decaimiento y la disnea son evidentes en las cabras, la
emaciacion, la deshidratacion, el pelo hirsuto en casos avanzados de
paratuberculosis. Un hecho importante es que el apetito de los animales
infectados se conserva y la pérdida progresiva de peso puede ser en muchos
casos el unico signo aparente pero no especifico. Por consiguiente cuando los
animales son sometidos a la necropsia, la infeccion se encuentra muy avanzada,
los animales se encuentran extremadamente enflaquecidos y si aln viven estan
débiles (Chiodini et. al, 1984; Pijoan el. al, 1986; Blood y Radostits, 1992;

Mainar-Jaime y Vazquez-Boland, 1997).

6.1 LESIONES MACROSCOPICAS

La gravedad de las lesiones no guarda relaciéon con la diarrea y la
emaciacion de forma que algunos animales con lesiones graves pueden
aparecer clinicamente normales, mientras que muchos -graves con signos
clinicos intensos y cronicamente afectados no muestran lesiones macroscopicas
definidas o suelen ser minimas (Pijoan et. al, 1986, Blood y Radostits, 1992).

En los caprinos las lesiones quedan restringidas a la parte posterior del
aparato digestivo y ganglios linfaticos vecinos, estudios patoldgicos revelan

engrosamiento predominantemente en la mucosa intestinal del ileon, ciego y la
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primera parte del colon, no obstante en cabras con la enfermedad avanzada las
lesiones fueron detectadas en la totalidad del tracto intestinal, higado, bazo y

pulmones (Gezon et. al, 1988; Blood y Radostits, 1992; Alzuherri et. al, 1997).

Gezon et. al (1988), encontraron que la amiloidosis estaba presente en el
bazo, higado, rifiones y glandulas adrenales de 67 de 118 cabras necropsiadas
con paratuberculosis (56.8%), y 149 de 387 cabras (38.5%), sin evidencia
bacteriolégica o histoldgica de paratuberculosis. En el yeyuno e ileon se pueden
presentar varios grados de engrosamiento, aunque esta lesion es poco comun, y
no tiene utilidad diagnostica (Chiodini et. al, 1984; Pijoan et. al, 1986). Sin
embargo Blood y Radostits (1992), sefialarbn que es caracteristico el
engrosamiento de la pared intestinal hasta tres o cuatro veces su grosor normal
con plegamiento de la mucosa. Aunado a esto la valvula ileocecal se haya
siempre afectada, y la lesion varia desde el enrojecimiento de los labios en
etapas iniciales, hasta edema con engrosamiento y arrugamiento posterior.

En un estudio conducido por Juste et. al (1997), en una infeccion
experimental de 17 corderos, vacunados y no vacunados divididos en 4 grupos
encontraron lesiones de engrosamiento solamente en uno vacunado y en uno no
vacunado sacrificado a los 220 dias postinfeccion. En el cordero no vacunado las
Iesiones_ consistian en nédulos prominentes de 3-8 mm de diametro con el centro
caseoso presentes por todas partes del intestino delgado, pero mas abundantes

(casi confluentes), en las proximidades de la valvula ileocecal. En el animal
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vacunado las lesiones fueron también nodulares, pero mucho menos
voluminosas y no caseosas. A nivel microscopico no hubo lesiones a los 15 dias
al sacrificio. A los 45 dias no hubo diferencias entre los corderos no vacunados y
vacunados. Los corderos vacunados presentaron claras lesiones
granulomatosas en el area interfolicular de las placas de Peyer y en los nodulos
linfaticos mesentéricos e ileocecales. Los animales no vacunados mostraron
solamente una infiltracion polimorfonuclear comparable con las areas de las
placas de Peyer de el ileon, invadiendo los foliculos y destruyendo esta
estructura, en la valvula ileocecal los cambios también se dan en el area
interfolicular, presentaron caracteristicas mas granulomatosas pero estaban
pobremente delineados. A los 120 dias los cambios en ambos grupos fueron
definitivamente granulomatosos y mas extensos en los corderos vacunados que
en los no vacunados. Sin embargo, en los primeros hubo evidencias de
encapsulamiento del granuloma. El grupo vacunado sacrificado a 220 dias
presentaron menos granulomas, pequefos y mejor definidos que en los animales
no vacunados en los que hubo un incremento en el numero de granulomas
grandes. Los cambios estuvieron aun en gran parte confinados a los espacios
interfoliculares de las placas de Peyer y nédulos linfaticos. Ademas de las
lesiones en el intestino asociadas con los nédulos linfaticos, las lesiones
granulomatosas se encontraron frecuentemente en los nédulos linfaticos
mediastinicos y hepaticos.

Una lesion caracteristica importante para el diagnostico serd la
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linfadenitis, donde los ganglios mesentéricos e ileocecales se encuentran
aumentados de tamainio, hipertrofiados, edematosos y ocasionalmente con zonas
de necrosis caseosa y calcificacion causando “sensacion de arena” al corte, esta
lesion sélo se presenta en uno de cada cuatro animales (Chiodini ef. al, 1984;

Pijoan et. al, 1986; Blood y Radostits, 1992).

6.2 LESIONES MICROSCOPICAS

Como en los ovinos y caprinos es usual que las lesiones macroscopicas
sean minimas es importante las observaciones de las lesiones microscopicas
(Pijoan et. al, 1986).

La infiltracion de los tejidos infectados con millones de linfocitos vy
macrofagos induce un engrosamiento visible del intestino, el ileon se encuentra
infiltrado con células mononucleares inflamatorias, macréfagos y linfocitos. Con
frecuencia los macrofagos se fusionan para formar células gigantes. Tal
respuesta inflamatoria es llamada inflamacion granulomatosa. Esta es similar en
muchos aspectos a la encontrada en la tuberculosis, de cualquier modo la
inflamacion granulomatosa encontrada en la enfermedad de Johne no esta
organizada en granulomas o tubérculos bien circunscritos si no que es difusa. La
necrosis caseosa (celulas que forman un material de color y consistencia como
de “harina de avena”, cocida y espesa), se encuentra en el centro de las lesiones
causadas por tuberculosis. La necrosis caseosa generalmente no es observada

en la enfermedad de Johne, en bovinos, algunas veces las ovejas pueden
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presentar necrosis caseosa de los nddulos linfaticos (Chiodini et. al, 1984).
Alzuherri ef. al (1997), encontraron a la necropsia en 7 de 14 ovejas
adultas de 2-5 afos de edad, provenientes de un rebafio con el problema
establecido de paratuberculosis, y que presentaban signos clinicos de pérdida
progresiva de peso y evidencia serologica de infeccion con Mycobacterium
paratuberculosis positivas a resultados de pruebas de inmunodifusion en agar
gel (AGID) y ensayo de inmunoabsorbencia ligada a enzimas (ELISA), a la
examinacion histolégica de los tejidos mostré lesiones de una enteritis
granulomatosa crénica severa con atrofia. La mucosa del intestino afectado
estaba marcadamente engrosada e infiltrada por capas de macrofagos con
abundante citoplasma eosinofilico palido células epitelioides. La tincién de Ziehl-
Neelsen revel6 un gran numero de bacterias acido-resistentes dentro del
citoplasma en los macréfagos en el intestino y nédulos linfaticos. Estos animales
fueron clasificados las lesiones de tipo lepromatoso. Las 7 ovejas enfermas
restantes tuvieron resultados poco convincentes para ELISA y fueron negativas a
los resultados de AGID. Las lesiones de engrosamiento fueron similares al grupo
lepromatoso, pero la examinacion histologica del intestino mostrd una enteritis
granulomatosa con pequefios granulomas multifocales compuestos de
agregados de celulas epitelioides entre una notable infiltracion linfocitaria. La
tincion de Ziehl-Neelsen en este caso mostré muy pocos organismos acido-
resistentes intracelulares. Estas lesiones fueron clasificadas como tipo

tuberculoide.
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VIl. METODOS DE DIAGNOSTICO.

Confirmar un diagnéstico tentativo de la enfermedad de Johne en el
animal vivo presenta dificultades debido a la falta de una prueba seroldgica
rapida, especifica sensitiva, el crecimiento lento del microorganismo en cultivo
de heces, la falta de sensitividad de PCR directa de muestras fecales, la cual
no es confiable en casos de eliminacion baja e intermedia del microorganismo
(Chang et.al, 1999; Murray et. al, 1999; Pijoan et. al, 1986, Ramirez et. al, .
1986).

Ademas en el estado temprano no se muestran signos, o son pocos, y en
los dUltimos estadios son inespecificos pudiéndose confundir con otras
enfermedades. Otras causas de pérdida de peso injustificada en ovinos y
caprinos son: la linfadenitis caseosa, abscesos internos, parasitismo
gastrointestinal, artritis encefalitis caprina, neumonia progresiva ovina,
deficiencias dietéticas y enfermedad dental, especialmente parasitosis internas,
que es un padecimiento muy comun en los hatos nacionales (Ramirez et. al,
1983; Pijoan et. al, 1986; Blood y Radostits, 1992).

Con frecuencia los animales infectados se sacrifican por otras razones,
como problemas reproductivos o parasitosis antes de que los signos tipicos de la
enfermedad aparezcan. Por esta razon el diagnostico debera llevarse a cabo lo

mas rapidamente posible. La principal dificultad que existe para el diagnéstico de
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la paratuberculosis es la identificacion correcta delos animales que son
resistentes y que no se infectan, pero pueden ser positivos a alguna prueba
cutanea o serologica y de aquellos otros que se encuentran en el estadio
intermedio, excretando el microorganismo en las heces aungue sean negativos a
la prueba serologica (Ramirez et. al, 1983; Blood y Radostits,1992).

Para el diagnostico de esta enfermedad se han empleado un sinnimero
de pruebas. Sin embargo hay que sefalar que estas pruebas tienen una alta
proporcion de resultados falsos positivos y falsos negativos, lo cual puede
deberse a la ocurrencia de reacciones cruzadas en animales que estuvieron
expuestos a otras micobacterias y hongos, y las diferencias importantes entre las
cepas de micobacterias no son ain del todo claras (Ambrosio et. al, 1991; Pijoan
et. al, 1986).

Las pruebas diagndsticas incluyen:
a.-) examen clinico, el signo clinico mas caracteristico en los ovinos y
caprinos es la pérdida de condicién acompafada de edema submandibular,
debilidad, la diarrea es menos frecuente y esta presente tinicamente en casos
terminales, o bien con ataques intermitentes y diarrea leve (Pijoan et. al, 1986;
Blood y Radostits, 1992).
b.-) diagnostico inmunolégico:

1.- las pruebas in vivo de inmunidad: fueron las que primero se

emplearon en el diagnéstico de la paratuberculosis, utilizando tuberculina aviar

y posteriormente Johnina en inoculacion intradérmica. Se ha visto que la



técnica mas apropiada para cabras es la inoculacion de Johnina por via
subcutanea, intradérmica o intravenosa. Esta prueba resulta en una reaccion
local similar a la encontrada en tuberculosis. El problema de este tipo de
pruebas es que puede ocurrir reacciones falsas positivas por infeccion con
otras micobacterias y organismos relacionados, por lo que se les considera
como métodos poco especificos, sin embargo se reporta también una
prevalencia alta de positivos en hatos donde el organismo ha sido aislado, lo
gue sugiere que esta prueba puede tener valor en un hato base.

2.- Pruebas basadas en inmunidad humoral : las pruebas serologicas
son rapidas y faciles de realizar, de cualquier modo, ninguna de ellas ha sido
lo suficientemente sensitiva o especifica. De estas pruebas solamente la
prueba de inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), y la prueba de
inmunodifusion en gel (AGID) se emplean en el diagndstico de la
paratuberculosis en ovinos y caprinos (Vander Giessen et. al 1996; Pijoan et.
al, 1986).

Recientemente la prueba de inmunoabsorbente ligado a enzimas con una
especificidad cercana al 100% fue desarrollada en hatos negativos a
paratuberculosis. De cualquier modo las reacciones cruzadas con anticuerpos
inducidos por vacunas seguira siendo un problema. Pero el problema mas
importante es todavia la insuficiente sensitividad que varia entre 47 y 60% en
animales infectados y positivos a cultivo respectivamente (Vander Giessen ef. a/

1996).



La prueba de inmunodifusién en gel se ha reportado como una técnica
efectiva para la identificacion de cabras infectadas con Mycobacterium
paratuberculosis. Esta técnica no ha sido muy eficaz en bovinos, pero se ha visto
que si es especifica para cabras. La prueba tiene la ventaja de bajo costo, ser de
facil uso, rapida y requerir una pequefa cantidad de suero y contando con el
antigeno, puede hacerse en condiciones de campo, en cabras se ha visto que es
de gran utilidad para detectar a los animales infectados a nivel de hato, no asi

para la identificacion de animales individualmente (Ramirez et. al, 1983).

c.-) Diagnéstico bacteriolégico:

1.- examen microscopico, el frotis de raspado de mucosa rectal
coloreado con la tincidon de Ziehl-Nielsen es uno de los métodos mas rapidos
pero tiene las desventajas de que no detecta concentraciones bajas de
microorganismos, por lo que algunos laboratorios prefieren utilizar la tincion
fluorescente de aureamina o para detectar las micobacterias en estos
raspados y en improntas de ganglios linfaticos mesentéricos y también
requiere de cierta experiencia para diferenciar el Mycobacterium
paratuberculosis de las micobacterias saprofitas que se encuentran en las
heces, puesto que pueden dar resultados falsos positivos y falsos negativos

(Pijoan et. al, . 1986; Murray ef. al, 1999).
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2.- cultivo: como alternativa para un programa de control de la enfermedad de
Johne, el Gnico método de diagnéstico mas confiable en este momento es el
cultivo del microorganismo causal Mycobacterium paratuberculosis, de las heces
de todos los animales cada 6 meses y separar a los animales positivos a cultivo
(Murray et. al, 1999; Vander Giessen etf. al, 1996).

El aislamiento de Mycobacterium paratuberculosis de heces de bovinos,
cabras, ovejas infectados es tedioso y toma mucho tiempo, el cultivo toma por lo
menos 3 meses para confirmarse por las caracteristicas inusuales del cultivo in
vitro, especialmente la dependencia de micobactina exdgena, la dependencia
de hierro y el indice de crecimiento muy lento, ademas se necesita que el animal
sospechoso elimine un minimo de 100 microorganismos por gramo de heces. En
ocasiones el cultivo puede tomar arriba de 6 meses, para obtener cultivos
positivos y existe el grave problema de contaminacion por hongos y bacterias en
los tubos sembrados. Otros autores sefialan que arriba de 16 semanas para
bovinos y cabras y generalmente en el cultivo de heces de oveja puede tomar un
largo periodo de incubacién (con frecuencia mas de 1 afio) para obtener un
aislamiento positivo de Map. En los animales muertos o sacrificados, se
recomienda obtener muestras de la porcion terminal de valvula ileocecal, yeyuno
y ganglios mesentéricos locales, estas muestras se emplearan para la obtencion
de improntas, cortes histologicos y cultivos bacterianos {Chang et. al, 1996;

Vander Giessen et. al, 1996; Ambrosio et. al, 1991; Pijoan et. al, 1986).
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En estudios de la tuberculosis humana se ha realizado una rapida
deteccion de Mycobacterium tuberculosis, por medio del uso de sistemas de
cultivo radiométrico en el que un substrato (frecuentemente acido palmitico), es
metabolizado a dioxido de carbono en un medio liquido, asi puede ser medida la
sensitividad del cultivo, sobre la fase de gas. Damato y Collins 1990 (citado por
Whittington ef. al, 1998) aplicaron el cultivo radiométrico a Mycobacterium
paratuberculosis, y encontraron que es mas rapido que otros procedimientos de
cultivo, al ser detectado crecimiento en los primeros 9 dias después de la
inoculacion del medio. Sin embargo se encontroé que el tiempo requerido es largo
para muestras de animales con un bajo grado de infeccion, porque contienen
relativamente una pequefa cantidad de micobacterias comparada con el namero
de las muestras de animales severamente afectados. El cultivo radiométrico fue
combinado exitosamente con analisis de PCR IS900 para obtener una
confirmacion relativamente rapida de la muestra para Mycobacterium
paratuberculosis. Sin embargo la desventaja de este método es que requiere
muestras de subcultivo de el cultivo radiométrico primario viable para un medio
radiométrico sin yema de huevo para obtener una porcion de la muestra para la
prueba de PCR, aumentando significativamente los costos (Whittington et. al,
1998).

La genética molecular proporciona una nueva manera de identificar

microorganismos por medio del uso de pruebas de DNA, las cuales son
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extensamente utilizadas en medicina humana, permitiendo una rapida
identificacion, realizandose meticulosamente, ya que el lento crecimiento de la
bacteria es similar a algunas micobacterias. EI DNA de Mycobacterium
paratuberculosis fue empleado para construir una serie de informacioén genética
en la Escherichia coli. El subsiguiente desarrollo de la clonacion de un fragmento
de DNA se ha investigado, asi se identifica y diferencia Mycobacterium
paratuberculoéis de otros miembros estrechamente relacionados con
Mycobacterium avium (Murray et. al, 1989).

Algunas pruebas de DNA para la deteccion de M. Paratuberculosis han
sido ya descritas pero la sensitividad y la especificidad de estas pruebas bajo
condiciones de campo no estan disponibles (Vander Giessen et. al, 1996).

La hibridacién del DNA ha sido usada para el diagnostico e identificacion
de bacterias, virus, o bien en muchas otras aplicaciones. Las técnicas de
deteccion de bases de acidos nucleicos son lo suficientemente sensitivas para
diferenciar entre especies estrechamente relacionadas y también es rapida para
ser aplicada en diagnoésticos de rutina e identificacion de agentes infecciosos
(Ambrosio et. al, 1991).

El descubﬁmiento de una secuencia de insercion de DNA especifica de
Map junto con el desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
amplificacion del DNA y pruebas moleculares han revolucionado esta area. La
identificacion rapida, sensitiva y precisa de el organismo y la diferenciacion de

otros aislamientos de subespecies de M.avium, ahora es posible.
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La identificacion del DNA de M. paratuberculosis puede ser aplicada al
diagnostico de heces y tejidos obtenidos en necropsia, y los reportes de
hallazgos de secuencias especificas de células mononucleares sanguineas de
animales infectados también pueden conducir al desarrollo de una prueba de
diagnostico til para casos incipientes (Clarke 1997).

El uso de la prueba de PCR para el diagnoéstico parece que sigue siendo
una opcién viable para la deteccion de Mycobacterium paratuberculosis. Es
posible detectar animales con alta eliminacién de bacterias por las heces con
PCR, sin mas aumento de la sensitividad lo que parece inadecuado para la

deteccion de rutina en animales con eliminacién media o baja (Yang et. al 1996).
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VIIl. JUSTIFICACION.

Con la pretension de contribuir al conocimiento de la seroprevalencia de
la paratuberculosis en la comarca lagunera se plantea este estudio, para
identificar el porcentaje de cabras infectadas que pudieran producir pérdidas
economicas, afectando directamente la productividad de los animales. La
comarca lagunera cuenta con una poblacion aproximada de 600,000 cabras
criollas, siendo una importante regién productora de leche de cabra a nivel

nacional.

El estudio de la prevalencia de esta enfermedad permitird dirigir nuestros
esfuerzos para elaborar programas de salud animal que reduzcan el riesgo de
infeccion y diseminacion de la enfermedad, ademas coadyuvar con el aumento

de la produccion lactea al contar con animales sanos.

Por dltimo la paratuberculosis empieza a ser una preocupacion en salud
publica, recientemente se le ha asociado con la enfermedad de Crohn (descrita
por primera vez en 1932 por Crohn) la cual se manifiesta con una enteritis

granulomatosa, similar a la paratuberculosis de los rumiantes.



IX. OBJETIVO

Llevar a cabo un estudio serolégico mediante la prueba de ELISA (prueba
inmunoabsorbente ligado a enzimas) para conocer la seroprevalencia de la
infeccion por Map en una muestra representativa, tomada aleatoriamente de la
poblacion de cabras lecheras de la comarca lagunera, durante el periodo

comprendido de Octubre a Diciembre de 1999.

X. MATERIALES Y METODOS.

El trabajo de campo se inicié en el mes de Octubre de 1999, realizandose
un muestreo serologico de cabras lecheras criollas, mayores de 1 afio, con
antecedentes de no vacunacion y concluyd en el mes de Diciembre del mismo
afio. Comprendiendo los municipios de Francisco |. Madero, San Pedro,
Matamoros, Viesca y Torreén de el estado de Coahuila y Gémez Palacio de el

estado de Durango.
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10.1 METODOLOGIA.

El sangrado se obtuvo por puncion en la vena yugular. Obteniendo
aproximadamente 10 ml. colectados en tubos vacutainer al alto vacio sin
anticoagulante. Se trasladaron en refrigeracién al laboratorio del Centro de
Analisis e Investigacion Pecuaria de la Laguna (CAIPEL), se retiré el coagulo de
los tubos y se congelaron los sueros a — 20 °C hasta la realizacién de la prueba
de ELISA, estudiandose 306 sueros.

El tamafio de la muestra (N) para el estudio se obtuvo utilizando la féormula

estadistica:

Z* pq

E2

Donde: N = tamafio de la muestra
Z? = |limite de confianza
p = prevalencia positiva
q = prevalencia negativa

E? = error estandar
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Se consideré un limite de confianza (Z) de 95% (1.96), una prevalencia
positiva (p) de 15%, una prevalencia negativa(q) de 85% un error estandar de

4%, sustituyendo los valores, se obtuvo una N de 306 muestras.

Entre los métodos serologicos ELISA es la tecnica mas sensible y
especifica para la deteccion de anticuerpos contra Mycobacterium
paratuberculosis. Generalmente se acepta que su sensibilidad es comparable a
la de fijacion del complemento en casos clinicos, pero superior en portadores
sanos debido a su mayor detectabilidad. Esto permite detectar animales
portadores de 6 a 9 meses antes de la excrecion de gérmenes viables en cultivo.
Debido a las posibles reacciones cruzadas por el contacto con ofras
mycobacterias provenientes de M. phlei se realiza antes de permitir la reaccion

de ELISA propiamente dicha (Instituto Pourquier 2001).

10.2 PRINCIPIOS DE LA PRUEBA.
Los antigenos de M. paratuberculosis se adsorben a los pozos de la microplaca
de poliestireno.
Para eliminar las reacciones cruzadas, las muestras a evaluar se diluyen 1/20 e
incuban en una dilucion buffer que contiene M. phlei , (segun Yokomizo et. al

1985) proporcionando alta sensitividad y especificidad a la prueba.
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Después de incubar, las muestras se colocan en los pozos de la microplaca. Si
en el suero hay anticuerpos contra Mycobacterium paratuberculosis, se

formaran complejos M. paratuberculosis-anticuerpo adheridos en los pozos.

Después de un lavado, una inmunoglobulina anticuerpo monoclonal bovina,
ligada a una enzima se cnloca en los pozos y se incuba. Este conjugado se fija

a los complejos inmunes.

Después de otro lavado se agrega el substrato de la enzima (TMB), que
permitira su transformaciéon en un compuesto azul que se volvera amarillo
después del bloqueo. La intensidad del color es una medida del indice de

anticuerpos en la muestra.

10.3 MATERIAL REQUERIDO.

Se utilizé el siguiente material:
a) 5 microplacas adsorbidas
b) Solucién de lavado, 20x, 100ml.

c) Solucion buffer liofilizada, 70ml.

- d) Suero referencia negativo liofilizado, 0.5ml.
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e) Suero referencia positivo liofilizado, 0.5 ml.
f) Conjugado monoclonal anti IgG bovina 0.5mi.
g)Solucién de revelado lista para usar (TMB), 60ml.
h) Solucion detenedora (H2SO4, 0.5M), 60ml.
i.-) Espectrofotometro de microplacas.
j)Centrifuga, tubos y microtubos.
k) Agitador Vortex o similar.
[) Lavador de microplacas que distribuya 300 pl por pozo.
m) Micropipetas uni y multicanal y puntas.
n) Agua destilada (extrapura).

o) Cubiertas para microplaca.

10.4 PROCEDIMIENTO.

1.-Adsorcién de las muestras de suero a evaluar al M. phlei.

a.-)Preparacién de las referencias: reconstituir los controles positivo y negativo

con 0.5 ml. de agua destilada.

b.-)Preparacion del “buffer” :

1)Diluir un vial de la solucion de lavado concentrado 20x en 1900 ml. de
agua destilada. La dilucién puede realizarse antes de |la desaparicion de los

cristales que se forman entre 2 y 8 grados centigrados.
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2) Agregar 70 ml. de la solucién de lavado en el vial de la solucion buffer.

3) agitar al menos 30 minutos hasta disolver completamente. Esta dilucion se
prepara antes de usarse, una mala reconstitucion causara problemas en la
realizacion de la prueba y en su interpretacion.

c.-) Tratamiento de las muestras. Los sueros (referencias y muestras) se diluyen
1/20 en la dilucion buffer en microtubos o tubos de hemolisis, se agita

suavemente e incuba una hora a temperatura ambiente (20 + - 3 grados

centigrados).

2. -Deposicion del suero: colocar (ver la figura 1)
e 200 pl del suero de referencia negativa diluido en A1y A2
¢ 200 pul de suero de referencia positiva limite diluido en B1 y B2
¢ 200 pl de cada muestra de suero diluida en :
- 1 pozo adsorbido (columna non)

- 1 pozo no adsorbido (columna par)

Agitar suavemente el contenido de la placa

Cubrir la placa e incubar por una hora a 37 grados centigrados (+ 2 °C).
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Figura 1 . microplaca de poliestireno.

P= Control positivo limite
N= Control negativo.

1,2,3... Muestras

3.- Lavado: eliminar el contenido de la placa en forma manual o automatica.
e Llenar todos los pozos de la placa con la solucion de lavado,
vaciar la placa de nuevo.

¢ Repetir el paso dos veces (tres en total)
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4.- Agregado del conjugado:
¢ Diluir el conjugado 1/100 con la solucion de lavado.
¢ Colocar en cada pozo 100 pl del conjugado diluido.
e Cubrir la placa e incubar por una hora a 37 grados centigrados (+ - 2 grados

centigrados).

5.- Lavado:
e Segquir las instrucciones del paso tres con los siguientes cambios:
El lavado final debe durar por lo menos 1 minuto.
Eliminar el exceso de liquido golpeando la placa contra una toalia
absorbente
6.- Revelado:
e Colocar 100 pl de la solucidon de revelado en cada pozo.
¢ Dejar la placa a temperatura ambiente por 10 minutos, alejada de la luz.
e Detenerla reaccic’mr agregando 100 pl de la solucién “ stop “ en cada pozo.
e Agitar suavemente hasta que el color esté homogéneo, secar y limpiar

cuidadosamente el fondo de la placa.
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7.- Lectura:
Leer la densidad 6ptica a 450 nm (DO 450).
El lector debe blanquearse con aire.
Calcular la DO 450 para cada muestra: restar el valor de DO 450 obtenido de

un pozo sin adsorber de la DO 450 de un pozo adsorbido.

10.5 CRITERIO DE VALIDACION
Los resultados se consideran confiables si: el suero de referencia positiva tiene
una DO 450 sin corregir minima de 0.350.
El cociente entre la DO 450 corregida de la referencia positiva y la DO 450
corregida de la referencia negativa es mayor o igual a 3.5.
10.6 INTERPRETACION.

Sueros cuya DO 450 corregida es mayor que el 90% de la DO 450
corregida del suero positivo se consideran provenientes de ganado no
infectado con Map.

Sueros cuya DO 450 corregida esta entre 90% y 110% de la DO 450
corregida del suero positivo se consideran sospechosos. Se requiere de una
segunda prueba para confirmar el estatus del animal.

Sueros cuya DO 450 corregida es mayor que el 110% de la DO 450

corregida del suero positivo se consideran provenientes de ganado infectado
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Xl. RESULTADOS

Los resultados representados en porcentaje que se obtuvieron mediante
el analisis serologico de ELISA (prueba inmunoabsorbente ligada a enzimas)
de 306 sueros, muestran que sélo 3 animales resultaron positivos (1%) y 303
negativos (99%) lo que pone de manifiesto que la seroprevalencia de
paratuberculosis no se encuentra ampliamente diseminada y por lo tanto no

supone una seria limitacion a la productividad de las explotaciones que la

padecen.
Promedio de seroprevalencia en %
No. de animales (sueros) No. de positivos Promedio de seropositividad
306 3 1%
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Xll. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos, el periodo de prevalencia de la
paratuberculosis en cabras criollas lecheras de la Comarca Lagunera durante
el periodo especifico de Octubre a Diciembre de 1999 fue infimo, tomando un
porcentaje de muestreo de 0.70% detectandose un promedio de seropositividad
de solo 1% (3 sueros positivos de un total de 306 animales) lo que parece
confirmar que la enfermedad se encuentra distribuida en una proporcion minima
esto es atribuible a que los animales se encuentran en su gran mayoria en
sistema extensivb :

Blood y Radostits (1992) sefialan que la incidencia es mayor en animales
criados de forma intensiva, se encuentran sujetos a un alto riesgo de infeccion
debido a la gran contaminacién de las heces y la prolongada supervivencia de

la bacteria en sitios protegidos.
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XIll. DISCUSION.
La prevalencia de esta enfermedad en cabras criollas lecheras de la
Comarca Lagunera aparentemente no ha sido descrita con anterioridad.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, parece confirmar
que la enfermedad se encuentra distribuida en una proporcion minima de solo el
1%. Los animales serologicamente probados a paratuberculosis son sélo una
muestra representativa al azar del total de la poblacién de ganado caprino criollo
de la laguna. Sin embargo el estudio de la seroprevalencia de anticuerpos contra
Mycobacterium avium subespecies paratuberculosis (Map) es incipiente en la
comarca lagunera. Es necesario ampliar los periodos de muestreo, el numero de
hatos elevando asi la cantidad de muestras a evaluar. Ademas seria conveniente
incluir la seroprevalencia de Map para cada municipio en particular, en la medida
de lo posible Ia’edad exacta aunque esto se antoja mas dificil por la falta. de
registros adecuados por parte de los productores.

Ramirez et. al (1983) seiiala que en México, hasta 1978 el agente causal
fue aislado a partir de muestras de ganglios mesentéricos e intestino delgado de
ganado bovino y en 1982 se logrd el aislamiento a partir de heces e ileon de
cabras lecheras.

Son escasas las descripciones que se han realizado acerca de su difusion
en zonas o regiones concretas, Ramirez et. al (1983) confirmaron la presencia
de paratuberculosis en 12 cabras de los estados de Querétaro y Guanajuato,
mediante pruebas de inmunodifusién, resultando positivos cinco de los

animales; aunado a esto realizaron raspados de mucosa intestinal que se
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tifieron siguiendo la técnica de Ziehl Neelsen observandose gran cantidad de
bacilos acido-resistentes semejantes al bacilo de Johne, al examen histologico
ocurrid® una enteritis cronica, la mucosa y submucosa estaban infiltradas con
células leucocitarias, predominando linfocitos y células epitelioides, se
observaron pequefios conjuntos de células mononucleares y células epitelioides
repartidas dentro de las capas musculares.

En un estudio similar de una muestra representativa de la poblacion de
pequefios rumiantes en la region de Madrid ( Espafa) Mainar-Jaime y Vazquez-
Boland (1997) reportaron una prevalencia de anticuerpos contra Map de 11.7%
de un total de 546 muestras de sueros colectadas de 60 rebafios de ovejas y
cabras, 64 animales resultaron positivos, empleando la prueba de
inmunodifusion en agar gel ( AGID) que es una técnica serologica altamente
especifica (casi 100%) Este valor es relativamente alto, respecto a los
determinados en estudios previos, realizados en otras regiones de Espana,
utilizando la misma prueba 3-5% en Aragén (Juste et. al 1991; Badiola et. al
1983) 4% en la provincia de Segovia (Tejedor 1993) y 2% en el pais vasco
(Aduriz, et. al 1994). En el presente trabajo se atribuye el bajo porcentaje de
seropositividad, en primera instancia a el tamafio de los hatos, ( generalmente
menores de 200 cabezas, que se encuentran en sistema de pastoreo) ademas
no existen semovientes de importacion ni un alto indice de reemplazos, que
seglin Mainar-Jaime y Vazquez-Boland (1997) estos tres factores estan
relacionados significativamente con la seropositividad y un manejo mas

intensivo; ya que se acepta que Map posee una elevada resistencia en el
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medio ambiente si se dan las condiciones adecuadas, pudiendo permanecer
viable hasta 287 dias en los purines segun la temperatura y la composicion de
los mismos, (Jorgensen, 1977).

Aduriz et. al (2000) plantea que los datos mas precisos provienen de
estudios realizados en rastros utilizando el cultivo de tejidos. Asi tras el analisis
de muestras de ganglios mesentéricos, valvula ileocecal y heces de 200
animales sacrificados en el pais vasco, se observd una prevalencia de 0.5%
(datos sin publicar) Estos resultados son similares a los obtenidos por Merkal
(1987) en EEUU utilizando el cultivo de la valvula ileocecal, si bien cuando se
analizd un mayor nimero de muestras por animal la proporcion de casos
positivos aument6 ostensiblemente llegando al 18%. En Dinamarca Jorgensen
(1972) observé un incremento en la prevalencia de 2.3% al 9.8% en los siete
afios que transcurren entre ambos muestreos en rastro.

Praxedis et. al (1983) en un estudio de determinacion de la prevalencia de
paratuberculosis en caprinos sacrificados en 4 rastros periféricos al Distrito
Federal, con base en la prueba de Inmunodifusion en gel, arrojaron una
prevalencia de hasta 8.44%.

El uso de técnicas serologicas fundamentalmente ELISA, confirma la

difusion de la paratuberculosis (Braun et. al 1990; McNab et. al 1991)

En este trabajo se empleé la prueba de ELISA, que es
internacionalmente aceptada en pruebas de muestras representativas para

anticuerpos contra la enfermedad de Johne; proporciona resultados
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confiables no sélo para la investigacion en poblaciones, sino que tambien por
su alta sensitividad y especificidad para el diagnéstico individual
(especialmente en animales con infeccién subclinica), por lo tanto es el tipo de
prueba mas conveniente para este tipo de investigaciones que todos los
métodos de investigacion serologica aplicados en la actualidad.

Es importante mencionar que a partir de una poblacion aproximada de
600,000 cabezas de ganado caprino, se redujo el estudio a 7 rutas de entrega
de leche a una empresa particular que cuenta con una participacion de 340
hatos, 43,804 cabezas de ganado caprino y a partir de esta se disminuyo mas
a 306 sueros analizados.

Se advierte que el nimero de sueros analizados respecto al inventario de
ganado caprino es reducido, sin embargo este trabajo se puede emplear como
punto de referencia para medir la seroprevalencia de la enfermedad en

investigaciones futuras.
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