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RESUMEN

Se procesaron en el laboratorio, 20 materiales
.que pertenecian a 5 bovinos lecheros con sin-
tomatologia clinica de paratuberculosis.

Los frotis directos (de materias fecales, mucus
rectal, ileon terminal, valvula ileocecal y gan-
glios ileocecales) y tenidos por Ziehl-Neelsen
fueron 18 positivos y 2 negativos.

Se aislo M. Johnei de 13 materiales, utilizan-
«do el medio de Herrold con yema de huevo y
micobactina.

Se establecen conclusiones y se recomiendan
medidas de lucha para el control de la enfer-
medad.
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SUMARY

Twenty materials belonging to dairy cows with
clinical symptomatologdy of paratuberculosis have
been processed in the Laboratory.

The direct smears (from faeces, rectal mucus,
the terminal portion of the ileum, the ileo-caecal
valve and ileo-caecal Iymph nodes) and Ziehl-
Neelsen stained showed 18 positives and 2 ne-
gatives.

M.Johnei was isolated from 13 samples using
Herrold media with egg¢ yolk with mycobactine.

Conclusions were made and control rules for
our country are recommended.

Key words:

BOVIDAE, BACTERIAL DISEASES,
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INTRODUCCION

La paratuberculosis es una enfermedad de curso
<ronico ampliamente difundida en todo el mundo vy
que afecta principalmente a los bovinos, aunque tam-
bién se la encuentra en ovinos y caprinos, siendo ra-
ra en equinos y cerdos, no habiéndose registrado
casos en el hombre (9) (14) (16).

Es posible encontrarla en rumiantes salvajes y ex-
perimentalmente se puede reproducir la enfermedad
en ratones, conejos y hamsters (4) (7) (10) (17).

La enfermedad es considerada enzodtica en va-
rios paises de Europa como Inglaterra, Holanda, Bél-
gica, Francia, Dinamarca y la URSS. También se en-
-cuentra presente en EE.UU. y Canada (15) (20).

En nuestro pais, los primeros casos reconocidos
en los bovinos fueron realizados por los Dres. A.
Cassamagnaghi y A. Cassamagnaghi (h) en 1941 (1).

Posteriormente, los informes fueron escasos y en
los ultimos 10 anos se comunicaron posibles focos
de paratuberculosis en bovinos y ovinos por diagnds-
tico clinico e histopatolégico, pero en ningldn caso
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se confirmo el diagndstico por aislamiento del M.
Johnei **.

El diagndstico de la paratuberculosis bovina en
los paises con campaha de control o erradicacién de
la tuberculosis bovina es importantisimo, ya que de
hecho la enfermedad causa reacciones no especifi-
cas a la tuberculina mamifera y cuando esta enfer-
medad se presenta al mismo tiempo puede acarrear
problemas de falsos positivos.

Esto se ve especialmente en animales j6venes re-
cién infectados y en animales viejos, cuando la en-
fermedad estd en su etapa mé4s activa, generalmente
antes de aparecer la sintomatologia clinica (13).

Debido a los problemas de falsos positivos a las
pruebas de tuberculina de rutina, se recomienda
cuando se sospecha paratuberculosis, realizar prue-
ba comparativa cervical.

Esta prueba se basa en que la reaccion a tubercu-
lina aviar siempre es mayor que a tuberculina ma-
mifera, porque la afinidad antigénica del M. aviar
es similar al de M. johnei.

En base a lo anteriormente expuesto, el propd-
sito del presente trabajo es el de informar del ais-
lamiento de M. johnei en bovinos y recomendar las
medidas de control pertinentes para evitar los per-
juicios econdmicos que pueda acarrear en el futuro.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras procesadas provénian de estableci-
mientos lecheros con sospecha clinica de paratuber-
culosis, presentando los animales diarrea, emaciaciéon
crénica, papera y al test comparativo cervical, fran-
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€a reaccion a

la tuberculina awviar con respecto a

la bovina.

En total se procesaron, de 5 bovinos, 8 materias
fecales, 4 muestras mucus rectal, 4 de trozos de
tubo digestivo (ileon terminal y vilvula ileo-cecal) y
4 de ganglios ileo-cecales, correspondientes a dos
establecimientos.

El diagndstico se basd en los métodos bacterio-
l6gicos e histopatoldgicos.

1.1.5.

1.1.6.

1.1.7.

Procesamiento de materias fecales:
Diagnéstico bacteriolégico:

Coléccion, envio e identificacion:

La muestra fecal se tomo del recto con
guante (que se utilizé6 una sola vez). Se
recogieron 15 grs. aproximadamente y se
colocaron en frasco estéril con tapa de rosca.
Se identifico el frasco, se selld con tela adhe-
siva y se transportod al laboratorio sin refri-
gerar; no se le. agregd preservativo quimi-
co. Un formulario adjunto con la identifi-
cacion de establecimiento y animales, asi
como la historia clinica correspondiente,
acompand la. muestra.

Suspensién y descontaminacion:

Se transfirid aproximadamente 1 gr. a un
tubo centrifuga de 50 ml. con 40 ml. de
agua destilada estéril, Se mezcld y se dejo
sedimentar durante 30 minutos, a tempe-
ratura ambiente. Luego se recogio el sobre-
nadante y se le agregé 10 ml. de acido
oxalico al 5 %, se mezcld y se dejé 24
horas en heladera a 4 - 7°C.

Inoculacion de los medios de cultivo:
El medio que se utilizé fue medio de
rrold con yema de huevo con y sin
cobactina (2).

La micobactina, que es un factor de cre-
cimiento imprescindible para el M. johnei,
especialmente en primo cultivo, se obtuvo
del M. phley y se procesé en el CIVET
“Miguel C. Rubino”, de acuerdo al meé-
todo utilizado en el Institut National de
Recherches Vétérinaries, Bruxelles (5).
Para inocular los medio de cultivo se uti-
lizé pipeta Pasteur estéril y se sembrd
0,1 ml. del sedimento de cada uno de
cuatro frascos con medio de cultivo (tres
con micobactina y uno sin micobactina) .

He-

mi-

Se realizaron frotis del sedimento y se ti-
fieron por el método de Ziehl-Neelsen(2).

La incubacién se realizé a 37°C durante 16
semanas y se observaron semanalmente.
La identificacion se realizé por la obser-

2.2.

Con

vacion de colonias en los medios con mi-
cobactina y que al hacer frotis y tehirlos
con Ziehl-Neelsen mostraban grupos de ba-
cilos cido-alcohol resistentes (2}.
Procesamiento de los tejidos:

Coleccion, envio e identificacién:

Cuando se tomaron partes del tubo diges-
tivo se enjuagaron para eliminar las heces,
ganglios y otros tejidos se tomaron en for-
ma aséptica y se colocaron en frasco es-
téril. |

Se identificaron de la misma manera que
se dijo anteriormente y se transportaron re-
frigerados al Laboratorio, procesandose den-
tro de las 72 horas.

Cal. 22 y A A.ami.‘ 2L .
Aproximadamente 4 gr. de tejido se se-
leccionaron de las zonas que presentaron
lesiones (hemorragias, erosiones y edemal.
Se colocaron en mortero estéril, se triturg:
y se mezclé y agité 30 minutos a tempe-
ratura ambiente. _
La suspensién se filtr6 a través de gasa
estéril y se centrifugé a 7000 rpm duran-
te 20 minutos, eliminando e! sobrenadante.
Al sedimento se le agregdé 10 ml. de acido
oxalico al 5%, se mezcld y se dejo 24
horas en heladera (4 - 7°C).

La siembra, los frotis, la observacién de
medios de cultivo e identificacion, se rea-
lizaron como se menciond anteriormente.
Diagndstico histopatolégico:

Las muestras de tejido se fijaron en for-
mol al 10 % vy los cortes histologicos se
tinieron con hematoxilina-eosina y por el
método de Ziehl-Neelsen.

El criterio utilizado para un diagndstico po-
sitivo por histopatologia fue un cuadro en-
teritis catarral difuso, tipo - cronico, debido
a infiltracéin de la ldmina propia submu-
cosa por células epitelioides y/o células gi-
gantes.

la coloracién de Ziehl-Neelsen se observa-

ron bacilos acido-alcohol resistentes, la mayoria fa-
gocitados por células mononucleares o libres, fun-
damentalmente en submucosa. En los ganglios lin-
faticos mesentéricos, adenitis aguda, con pérdida de
estructura; en las areas paracdrticales, presencia de
células epitelioides y/o células gigantes.

Con la coloracién de Ziehl-Neelsen pueden ob-
servarse bacilos acido-alcohol resistentes,

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se detallan en el Cua-

dro

Cuadro 1. Resultados de 20 materiales procesados para el aisiamiento de M. Johnei.

MATERIALES Ne ZIEHL - NEELSEN MEDIO HERROLD MEDIO HERROLD HISTOPATO-
PROCESADOS C/YEMA HUEVO C/YEMA HUEVO LOGIA
Y S/MICOBACTINA Y C/MICOBACTINA

Neg. Pos. Neg. Pos. Neg. Pos. Neg. Pos.
Materias 8 0 8 7 1 3 5 — g
fecales
Mucus 4 1] 4 — —
rectal 4 4 ! 8
Tubo digestivo 4 0 4 3 1 o) 4 0 4
{ileon terminal y
vélvula ileocecal)
Ganglios 4 2 2 4 0 3 1 1 3
mesentéricos
Heo-cecales
TOTALES 20 2 18 18 2 7 13 1 7
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De los materiales (20) procesados en el Labora-
torio, pertenecientes a S bovinos, los frotis direc-
tos y tenilos por Ziehi-Neelsen, 18 fueron positivos
y 2 negativos (Cuadro 1).

Se observd que la concentracion de grupos de
bacilos acido-alcohol resistentes era diferente segin
de qué material se realizaran los frotis. La mayor
concentracion de microorganismos se observo en los
frotis realizados de las zonas con lesiones del tracto
digestivo y muestras de mucus rectal; luego le si-
guen los frotis de materias fecales y, por ultimo, los
ganglios.

Los materiales sembrados en medio de Herrold
con yema de huevos, sin micobactina, fueron 18
negativos y 2 positivos, mientras que los sembra-
dos en Herrold con yema de huevo y con micobac-
tina fueron 13 positivos y 7 negativos (Cuadro 1).

La contaminacién de los medios de cuitivo por
hongos, bacterias y cocos fue minima ya que de
80 frascos de medios sembrados se eliminaron so-
lamente 5 (6,25 %).

DISCUSION

La concentracion de microorganismos en los tro-
tis directos estd estrechamente relacionada con el
aislamiento de M. joknei, ya que es necesaria una
concentracion de 40 o mas microorganismos en la
muestra para lograr el aislamiento en cultivo, lo que
concuerda con otros autores (2) (12) (15).

Los aislamientos obtenidos (Cuadro 1} y la baja
contaminacién confirman que el método de decon-
taminacion y el medio de cultivo utilizado fueron
eficaces para el aislamiento del M. johnei, ratifican-
do lo obtenido por otros autores (5) (12) (13).

Debemos tener en cuenta que todos los materia-
les procesados pertenecian a bovinos con sintomato-
fogia clinica de paratuberculosis y ésta sélo se ma-
nifiesta en los animales, después de desarrollar le-
siones en el tubo digestivo cuando ingieren sufi-
ciente namero de microorganismos (8). Pero el ais-
famiento del M. johmei puede realizarse tanto de
casos clinicos como no clinicos (19).

En condiciones naturales, generalmente la infec-
ci6én se produce por ingestion bucal de agua o co-
midas contaminadas y la enfermedad puede exten-
derse y causar snveros dahos en los animales jo-
venes, . cuando estan en estrecho contacto con ani-
males adultos que eliminan M. johnei (15).

Muchos factores influyen en el desarrollo de la
enfermedad clinica, posteriormente a la infeccion,
tales como: edad, concentracidon de microorganis-
mos ingeridos, pobre nutricién, ‘'stress’’, parasitis-
mos y alta produccion de leche (3) (15).

También se ha observado que la susceptibilidad
familiar es un factor significativo y ciertas fami-
lias son mas propensas a desarrollar la enfermedad
clinica 111) .

La acidez de los suelos puede ser un factor pre-
disponente para adquirir la enfermedad clinica en
los bovinos, por deficiencia de fésforo (6).

La significacidén de la infeccidn congénita o por
inhalacion se desconoce (15).

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

I. Dado que en nuestro pais hay control oficial
de la tuberculosis, es de suma importancia la
identificacion de rodeos con paratuberculosis.

2. En caso de sospecha de paratuberculosis bovina
con o sin sintomatologia clinica realizar la
prueba de tuberculina comparativa cervical vy,
aquellos animales con respuesta franca a la tu-

VETERINARIA 18 (83) Enero-Abril 1983

berculina aviar, sacarles muestras de materias
fecales y mucus rectal para confirmar el diag--
ndstico con el Laboratorio.

3. En caso de diagndstico positivo, eliminar los
animales para que no sigan difundiendo la en-
fermedad y al resto del rodeo efectuarle, cada
3 - 6 meses, el test de tuberculina comparativa
cervical y eliminar los reaccionantes positivos a
tuberculina aviar.

4. Tomar medidas de higiene en bebederos y
comederos desinfectando con fenol al 5 % o cre-
soles al 3 %.

5. En cuanto al manejo del establecimiento, evi-
tar que diferentes categorias de animales con-
vivan juntos o llevar animales jovenes a cam-
pos que previamente estuvieran con animales
adultos enfermos.

6. Se recomienda realizar estudios de los suelos
para descartar deficiencia de fésforo en aque-
llos establecimientos con sospecha de paratu-
berculosis,

7. Los resultados de este trabajo indican que la
enfermedad se encuentra presente a nivel de
establecimientos. En caso de sospecha de ia
cnfermedad se recomienda enviar muestras al
CIVET para conocer su difusion en nuestro pais.
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