EVALUACION DE TRES METODOS DE DIAGNOSTICO
PARA LA DETECCION DE PARATUBERCULOSIS EN CABRAS

Resumen

Se evaluaron las pruebas de inmunodifu-
sién en gel, intradermorreaccién (Johnina)
y cultivo de heces, para diagnosticar la en-
fermedad de Johne (paratuberculosis} en
un grupo de 35 cabras lecheras natural-
mente infectadas. FEstos animales fueron
sangrados, se les tomé muestra fecal y se
les aplicaron 0.2 ml de johnina intradér-
mica en el pliegue ano-caudal. De este gru-
po se seleccionaron 9 animales que resul-
taron positivos a alguna de las tres pruebas
utilizadas, y uno negativo a todas las prue-
bas; se les sacrificé y se recolectaron dos
muestras de intestino delgado y ganglio lin-
fatico mesentérico por animal para cultivo
bacteriolégico y para histopatologia. Se
compararon los resultados obtenidos en las
prucbas de inmunodifusién en gel, intra-
dermorreaccién y cultivo de heces con el
crecimiento del microorganismo a partir
de los 6rganos cultivados y la presencia del
mismo en los cortes histoldgicos vistos al
microscopio. El muestreo se llevé a cabo de
marzo a septiembre de 1982, En los nueve
animales sacrificados se aislé Mycobacte-
rium paratuberculosis a partir de las mues-
tras de intestino delgado y ganglio linfatico
mesentérico, y en los cortes histologicos te-
fiidos con Ziehl Neelsen, se encontrd gran
cantidad de bacilos acido-resistentes dentro
de células epitelioides. Para la prueba in-
tradérmica hubo 8 animales positives, para
la prueba de inmunodifusién en gel hubo
5 animales positivos y para el cultivo de
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heces hubo 4 animales positives, De los re-
sultados obtenidos se concluye que la mejor
prueba en este trabajo fue la intrader-
morreaccion, pues de los nueve animales sa-
crificados sélo uno resulté falso negativo.

Introduceion

Aun a pesar de que esta enfermedad fue
descrita por primera vez en 1895 por Johne
y Frothingham (Jubb y Kennedy, 1970),
no fue sino hasta 1978 cuando el bacilo
paratuberculoso se aislé en México de ga-
nado bovino (Ramirez y col., 1979) y en
1982 en cabras lecheras (Ramirez y col,,
1982) en el Instituto Nacional de Investi-
gaciones Pecuarias.

Desde entonces el problema que se ha
presentado, al igual que en otros paises, es
el de implementar una técnica de diagnés-
tico que sea rapida y confiable que detecte
a los animales enfermos que puedan estar
diseminando el bacilo paratuberculoso en
toda la zona. La enfermedad de Johne es
generalmente introducida a un rebafio por
un animal infectado, €l cual no muestra sig-
nos al momento de la compra (Jubb y Ken-
nedy, 1970; Blood y Henderson, 1974}, por
lo tanto, un retraso en el diagnéstico pue-
de resultar en el establecimiento del mi-
croorganismo dentro del rebafio; en nuestro
pals esto es muy importante ya que es muy
comiin que el propietario del mayor ni-
mero de animales sea el que venda ganado
a los propietarios de menores recursos, y
si los animales vendidos estan contamina-
dos, la enfermedad se disemina a otras zo-
nas. Fl diagnéstico de esta enfermedad en
animales vivos es muy incierto, ya que se-
gin Merkal (1970, 1973) los animales se
contagian a temprana edad y al inicio de
la misma no hay sintomas aparentes. En
el diagnéstico de paratuberculosis se han
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empleado la mayoria de las pruebas sero-
l6gicas y alérgicas usadas en el diagnéstico
de otras enfermedades. Algunos investigado-

res como Larsen (1951) y Merkal (1973)

han encontrado de poco valor estas pruebas
aplicadas a bovinos, afirmando que la me-
jor prueba en vivo para esta especie es el
cultivo de heces; sin embargo, esta técni-
ca resulta problematica porque el animal
secreta intermitentemente el microorganis-
mo y se requieren 100 organismos por gra-
mo de heces para poder obtener un cultivo
(Julian, 1975; Merkal, 1970). Otra forma
de diagnéstico es la prueba de la Johnina;
se prepara a partir de un cultive de M. pa-
ratuberculosis y puede ser usada subcuta-
nea, intravenosa o intradérmicamente (Lar-
sen y Kopecky, 1965). Cuando se usa la
via subcutinea o intradérmica se produce
una reaccion local comparable a la vista
con la reaccién que produce la tuberculina.
Esta prueba presenta la dificultad de que
cruza serolégicamente con animales que es-
tin tuberculinizados; sin embargo, en Mé-
xico, esta practica no se lleva a cabo en
cabras.

Una nueva técnica de diagndstico es la
prueba de inmunodifusién en agar, y ac-
tualmente se sugiere como un método con-
fiable para la identificacién de borregos y
cabras infectados con M. paratuberculosis
{Sherman y Gezon, 1980). Sorprendente-
mente, esta prueba ha resultado de poco
valor cuando se utiliza en ganado bovino,
pero parece ser adecuada cuando se apli-
ca a bovinos y caprinos (Sherman y Gezon,
1980; Kluge et al., 1968). Esta prueba es
de bajo costo, requiere de una pequefia
cantidad de suero de cada animal y puede
dar resultados en 24 hr. La prueba es ge-
neralmente aceptada-y su potencial para el
futuro es amplio en el diagnéstico de para-
tuberculosis a nivel de hato en las especies
ya mencionadas.

Objetivo

El objetivo del presente trabajo fue el de
evaluar las pruebas de inmuncdifusién en
agar, intradermorreaccién y cultivo de he-
‘ces en un hato de cabras naturalmente
infectado.

Material y métodos

El hato bajo estudio pertenece a un ran-
cho de cabras lecheras localizado en el es-
tado de Guanajuato. Se formd un grupo
de 50 animales sospechosos de estar enfer-
mos de paratuberculosis, estos animales
eran de diferentes razas con una edad pro-
medio de cinco afics, se les tomaron mues-
tras de heces y sangre para asegurar la pre-
sencia de Micobacterium paratuberculosis
en este grupo de animales, De este grupo se
utilizaron 35 animales para evaluar las
pruebas de inmunodifusién en agar, intra-
dermorreaccién y cultivo de heces. En este
grupo, habia algunos animales positivos al
cultivo de heces y otros positivos a la prueba
de inmunodifusién en gel. Para esto, los ani-
males fueron sangrados, se les tomé mues-

"tra {ecal, se midié el pliegue ano-caudal y

se aplicaron 0.2 ml de Johnina intradér-
micamente en esta zona., La Johnina fue
proporcionada por el Dr. R, Merkal del Na-
tional Animal Disease Center, de Ames,
Iowa. La reaccibén cutinea se midié a las
24, 48 y 12 horas y se tomaron como posi-
tivos los casos con més de 5.5 mm de dia-
metro de induracién en el sitio inoculado,
los resultados de este grupo de animales
aparecen en el Cuadro 2. De este grupo
se seleccionaron nueve animales que resul-
taron positives a alguna de las tres pruchas
utilizadas, y uno negativo a todas las prue-
bas. Se les sacrific, se hizo la observacién
macroscopica de las visceras y se recolecta-
ron dos muestras de intestino delgado y gan-
glio linfatico mesentérico por animal, para
hacer el cultivo bacteriolégico e histopato-
légico. Se compararon los resultados obte-
nidos en las pruebas de inmunodifusién en
gel e intradermorreaccién con el crecimien-
to del microorganismo a partir del cultivo
de los 6rganos y la presencia del mismo en
los cortes histologicos vistos al microscopio.
El muestreo se llevé a cabo de marzo a sep-
tiembre de 1982.

El cultivo bacteriolégico de 6rganos y
heces se hizo siguiendo la técnica del ben-
zalconio (Merkal, 1973). La prueba de in-
munodifusién en agar se elaboré con 0.75%
de agarosa en tris tampon a pH de 7.2.
El antigeno utilizado en esta prueba fue
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donado por el Dr. R. Merkal y consiste de
un antigeno protoplasmico de M. paratu-
berculosis. La presencia de una o mis lineas
de precipitacion claras y definidas, seme-
jantes a las del suero control positivo, des-
pués de 24 a 48 horas se consider6 como
positivo. Las muestras de intestino delgado
y ganglio linfatico mesentérico que se tra-
bajaron para histopatologia se fijaron en
formol al 109 y se incluyeron en parafina
para hacer cortes que se tificron con he-
matoxilina-eosina y Ziehl Neelsen,

Resultados

En el grupo de 50 animales muestreados
se obtuvo el 44% (22 animales) de anima-
les positivos a la prueba de inmunodifusién
en agar y el 20% (10 animales) animales
positivos al cultivo de heces (Cuadro 1).
Del hato de 35 animales muestreados pos-
teriormente, el 82.85% (29 animales) de
los animales tuvieron una reaccién intra-
dérmica positiva, En este mismo grupo un
niimero menor de animales fueron positi-
vos a las otras pruebas de la siguiente ma-

“nera: 37.14% (13 animales) a la prueba
de inmunedifusién en agar y 40% (14 ani-
males) al cultive fecal (Cuadro 11).

Todos los animales positivos al cultivo de
heces lo fueron también a la prueba intra-
dérmica vy a la de inmunodifusién en agar,
el 285% (10 animales) de los animales
fueron positivos a la prueba intradérmica,
pere no a las pruebas de cultivo de heces

Cuabro 1

Resultados obtenidos en 50 cabras,
ufilizando las pruebas de doble difusién
en gel y el cultivo de heces para
el diagnéstico de paratuberculosis

Inmauno difusién* **Cultivo de heces

% %
Positivos 44 20
Negé.tivos 56 80

% Doble difusién con antigeno protoplismico
de M. paratuberculosis.

** Qe utilizé medio de yema de huevo de Her-
rold con micobactina P. .
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CuADRO 2

Resultados obtenidos en 35 cabras,
utilizando las pruebas de intradermo-
reaccién, doble difusién en gel y el cultivo
de heces para el diagnéstico
de paratuberculosis

Intradermo- Inmunodifu- Cultivo de

rreaccibn % sibn % heces %
Positivos B2.85 37.14 40
Negativos 17.14 62.85 60

o inmunodifusién en agar. Los resultados
obtenidos en los diez animales sacrificados
fueron los siguientes: los nueve animales
que resultaron positivos a alguna de las
pruebas a evaluar tuvieron lesiones macros-
copicas semejantes a las descritas por Jubb
y Kennedy (1970). En general hubo hiper-
plasia de nédulos linfoides en la mucosa y
submucosa de este 6rgano; los ganglios lin-
faticos mesentéricos estaban agrandados y
edematosos, a través de la cédpsula eran vi-
sibles algunos focos blanquecinos, la mu-
cosa intestinal se encontraba hiperhémica
y el contenido intestinal estaba acuoso. His-
tolégicamente hubo enteritis crénica, la mu-
cosa y submucosa estaban infiltradas con
células leucocitarias predominando linfoci-
tos vy células epitelioides. En los ganglios
linfiticos mesentéricos, hubo granulomas
con centros necréticos rodeados por células
gigantes de tipo Langhans. En los cortes
histolégicos coloreados con tincién de Ziehl
Neelsen se observaron gran cantidad de ba-
cilos acido-resistentes dentro de macréfagos
y células epitelioides en mucosa y submu-
cosa de intestino delgado y ganglios linfa-
ticos mesentéricos. De estos animales que
fueron sacrificados se aislé M. paratubercu-
losis a partir de las muestras de intestino
delgado y ganglio linfitico mesentérico y
en los cortes histolégicos tefiidos con Ziehl
Neelsen de estos mismos drganos, se encon-
tré gran cantidad de bacilos acido-resisten-
tes dentro de las células epitelioides. En
prueba intradérmica hubo ocho animales
positivos, cinco animales positivos a la prue-
ba de inmunodifusién en agar y para el



Cuapro 3

Resultados obtenidos en 10 cabras sacrificadas wutilizando como pruebas el cultive
bacteriano, histopatologia, interdermorreaccién, doble difusion en gel y el cultivo
de heces, para el diagnéstico de paratuberculosis

Cultivo bacteria  Histopatologia Intradermo-
(Int ~ Gang) *¥¥ (Int - Gang) rreaccidn Tnmunodifusién  Cultive de heces
% % % % %
Positivos 90 90 80 50 - 40
Negativos 10 10 27 50 ]

%  TIntestino delgado v ganglio linfatico mesentérico.

cultivo de heces hubo cuatro animales posi-
tivos. En el décimo animal sacrificado, que
fue negativo a las tres pruebas, no se aisl6
el M. paratuberculosis a partir de b6rganos
ni tampoco hubo presencia del mismo en los
cortes histolégicos tefiidos con Ziehl Neel-
sen.

Discusion

Aunque segiin Larsen (1973) y Merkal
(1970) el cultivo de heces es la prueba
definitiva para diagnosticar la paratubercu-
losis en un hato, se ha visto gue esta prue-
ba es una de las mas complicadas al tratar
de desarrollarla, pues muchas veces el ani-
mal no excreta el bacilo y por otro lado, la
muestra de heces debe contener mas de 100
microorganismos por gramo de’ heces, lo
cual es evidente que no es facil de determi-
nar. El principal problema que nosotros en-
contramos al utilizar esta prueba fue la
gran contaminacién por otras bacterias de
crecimiento rapido en nuestros medios de
cultivo, a pesar de seguir la técnica reco-
mendada. Esto en parte pudo ser la causa
del bajo porcentaje de animales positivos
a esta prueba, pues en sélo cuatro de los
10 animales sacrificados se logrd el aisla-
miento del microorganismo a partir de he-
ces, La prueba de inmunodifusion en agar
es facil de hacerse y contando con el anti-
geno, puede manejarse a nivel de campo.
Utilizando esta técnica en cabras, Sherman
y Gezon (1980) han obtenido buenos re-
sultados en el diagnéstico a nivel de hato,
no asi para la identificaciéon individual;

los resultados de este autor concuerdan
con los obtenidos en este trabajo, en donde
solo cinco animales reaccionaron positiva-
mente a pesar de que se aislé el microorga-
nismo a partir de los 6érganos obtenidos en
la necropsia y se identificé en los cortes his-
tolégicos tefiidos con Ziehl Neelsen.

Por lo que respecta a la prueba intradér-
mica, investigadores como Merkal (1970},
Vardaman y Larsen (1966), mencionan
que es una de las pruebas menos especificas
como método de diagnéstico. Por otro lado,
Sherman (1980) menciona una buena co-
rrelacién con animales artificialmente in-
fectados. Sin embargo, este mismo autor
menciona haber encontrado una prevalen-
cia alta en hatos en donde el microorga-
nismo fue aislado, sugiriendo que esta prue-
ba puede tener valor sobre un hato base.
Estos datos concuerdan con los resultados
obtenidos en este trabajo, pues en nueve
animales sacrificados, sélo uno produjo
reaccién falsa negativa. En un estudio se-
mejante llevado a cabo en bovinos, Larsen
y Vardam (1958) encontraron que la prue-
ba intradérmica era la mejor, ya que el
bacilo fue encontrade posmértem en el in-
testino del 56% (10 animales) de los ani-
males reactores positives, aunque encontra-
ron también bacilos 4cido-resistentes en el
intestino de cinco animales no reactores.

Las conclusiones a las que llegamos en
este trabajo fueron las siguientes: 1. Es evi-
dente que el empleo de una sola prueba
para poder diagnosticar la Enfermedad de
Johne no es suficiente. 2. El empleo de las
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pruebas de intradermorreaccién e inmuno-
difusién en agar para diagnosticar la pre-
sencia de esta enfermedad a nivel de hato
puede ser vélida, una vez que el microor-
ganismo ha sido aislado en cultivo de heces.
Fn funcién del escaso niimero de animales
utilizados en este trabajo, los autores su-
gieren la continuacién de este tipo de in-
vestigaciones para poder llegar a establecer
el método mas rapido y efectivo para el
diagnéstico de esta enfermedad; al parecer,
la técnica de ELISA desarrollada por Mer-

kal ofrece estas cualidades, siendo la prin-

cipal limitante el costo de implementacion.
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Summary

The gel difussion, intradermal {Johnin)
and fecal culture tests were evaluated for
the diagnosis of Johne’s Disease in 35 na-
turally infected dairy goats. All animals
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were bled, fecal sample was collected and
0.2 ml of Johnin was injected intradermi-
cally in the anocaudal fold. Sampling was
performed from March to September 1982,
Nine of the animals were positive to the
three tests and only one was negative to
the three tests. These ten animals were sa-
crificed and post-mortem examination was
performed. Samples from small intestine
and mesenteric lymph node were collected
for bacteriological culture and histopatho-
logy. The three tests were compared with
the bacteriological and histopathological re-
sults. Mycobacterium paratuberculosis was
isolated from small intestine and mesenteric
lymph nodes in all nine animals. In the
Ziehl Neelsen stained tissue slides many
acid-fast bacillus were seen within epiteloid
cells. Eigth were positive to the intradermal
test, five to immunodiffusion and four to
fecal culture. From the results it is conclud-
ed that the best test for the diagnosis of pa-
ratuberculosis in our study was the intra-
dermal injection, with only one false nega-
tive in the group of nine animal sacrified.
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