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PROLOGO

El objetivo de este Manual es dar a conocer el compendio de todas las técnicas empleadas por la Direc-
cion de Laboratorios y Control Técnico.

Los Procedimientos desarrollados corresponden a técnicas aceptadas internacionalmente adoptadas por
nuestro Laboratorio y utilizadas en su trabajo cotidiano.

Por lo tanto se aclara que los mismos no son autorias de las personas que en cada caso han explicitado
y desarrollado las técnicas de uso en sus dreas respectivas, y que algunas de ellas han sido sujetas a
modificaciones para su mejor implementacion.
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INTRODUCCION

La Paratuberculosis es una enfermedad infecciosa, contagiosa, de curso cronico, que produce en los
rumiantes adultos, diarrea, emaciacion y lesiones intestinales. El sindrome de mala absorcion es causado
por la proliferacién del Mycobacterium avium subsp.paratuberculosis ( Mptb ) por infiltracion mononuclear.
Como consecuencia de ello se producen pérdidas de proteinas, debido a la enteritis, observandose una
marcada disminucion del peso del animal enfermo.

La infeccidn se vehiculiza en forma preponderante a través de las heces contaminadas, mediante la
penetracion de los bacilos por la mucosa, comprobandose la lesion granulomatosa en le intestino delgado,
colon y recto.

La susceptibilidad a la infeccion se produce en los terneros de menos de 30 dias, observandose la
sintomatologia clinica en animales de 2 a 5 afos de edad, pudiéndose agravar el proceso por la mala
nutricién, deficiencias minerales, parto estrés, parasitosis, etc.

Para el diagnéstico de la Paratuberculosis no es posible utilizar un solo método, dado los diferentes
estadios de la noxa con animales clinicamente enfermos, subclinicamente infectados e infectados.

Por ello es importante conocer los mecanismos inmunolégicos que ocurren en las enfermedades por
micobacterias, ya que de alli se derivaran la aplicacion de las diferentes técnicas.

La via principal del proceso inmunitario es la inmunidad mediada por células con la intervencion de macréfagos
y liberacion de los mediadores quimicos llamados citoquinas, que produciran atrofia muscular, emaciacion,
alopecia, disturbios renales y leucopenia. Esta sintomatologia ocurre en los primeros estadios de la enfer-
medad; con el transcurso del tiempo, debera coexistir con la inmunidad humoral, liberacion de
inmunoglobulinas (IgG) y consecuentemente edema, lacrimacion, rales y procesos diarreicos.

La mayoria de las pruebas serolégicas y alérgicas utilizadas en otras enfermedades han sido ensayadas
para el diagndstico de Paratuberculosis. Durante el primer estadio de la infeccion algunas de estas prue-
bas detectan los animales con Paratuberculosis. Cuando el proceso tuberculoide se desarrolla, las prue-
bas de hipersensibilidad retardada 6 de inmunidad mediada por células se vuelven positivas. Ciertos
animales que llegan a esta situacion, eliminan los bacilos y curan. Otros se ubican en un estadio interme-
dio, en el curso del cual las pruebas seroldgicas que detectan los anticuerpos circulantes se convierten en positivas.

Ademas, cuando se desarrolla la anergia, las pruebas de hipersensibilidad retardada 6 de la inmunidad
mediada por células se negativizan. Es el momento, en que las técnicas serolégicas menos sensibles,
tales como la Fijacion del complemento ¢ la Inmunodifusion en el gel de agar se convierten en positivas,
los animales habitualmente comienzan a eliminar bacilos por las heces y pueden ser detectados por el
cultivo de materia fecal.

Los animales que han curado 6 han sido expuestos a otros micro- organismos antigénicamente cercanos
pueden reaccionar a las pruebas seroldgicas 6 alérgicas, solamente los gravemente infectados que tienen
posibilidad de curar, seran detectados por el cultivo de materia fecal. Estos podrian no mostrar sintomas
clinicos de la enfermedad durante muchos afios, pero eliminarian los bacilos exponiendo a los otros a la infeccion.

El test cutaneo como se utiliza en Tuberculosis pero usando sensitinas derivadas de Mycobacterium
avium (Derivado Proteico Purificado: D.P.P. Aviar) 6 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Johnina)
ha sido empleado para la estimacion de los anticuerpos humorales. Un resultado negativo a este método
no es decisivo.

El método diagndstico asimismo varia segun la especie animal que se estudia.

Se han intentado condensar en esta publicacion algunos de los métodos utilizados en el diagndstico de la
Paratuberculosis. El impacto econémico que produce esta enfermedad en los rodeos, ha movilizado el
interés para el desarrollo de nuevas técnicas, ya que solamente el uso de un conjunto de ellas, puede
garantizar un diagnéstico de certeza.

Los temas expuestos han sido tratados con mayor profundidad en la bibliografia descripta, por lo cual
remitimos a la misma al lector.
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Mecanismos inmunolégicos
en Paratuberculosis Bovina




MECANISMOS INMUNOLOGICOS EN PARATUBERCULOSIS BOVINA
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PARATUBERCULOSIS - EVOLUCION
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Legislaciéon del SENASA




LEGISLACION DEL SENASA

Buenis Adres, 20 de Octubre de 1969
CIRCULAR N 34

Setior Inspecior (Feneral
Sefior Veterinario Local

Para su comicimiento v demds efectos transcribimos Decrete mimero 5561 del 19 de septiembre de
1969

Wisto el Expediente n* 116.762/69, en el cual la SECRETARIA DE ESTADO DE AGRICULTURA'Y
GANADERIA propicia la inclusion de la enfermedad de JOHNE o paratubercolosis koving en la nomenclatura
de enfermedades & que hace referencia el articule 4* del Reglaments de Policla Sanitana de los Animales,
aprohadi por el decreto de fecha 8 de noviembee de 1906, reglamentario de la Ley o® 3959, v

CONSIDERANDCY

(e la enfermedad de JOHNE o paratuberculosis hoving es uma enfermedad exdica no exisiente en
nesir pals;

ez pir su naturaleza infecto-contagiosa dicha enfermedad constituye wn serio peligro para la sanidad
animal skendo considerada como una de lag enfermedades mis graves que afectan scinalmente a la indusira
mundial del ganado vacuno;

Por ello v dadas las faculades acordadas por el anticnlo 3° de la Ley n® 3.059 v lo propuesto por le
Sefior Secretario de Extado de Agricultura y (anaderia,

EL PRESIDENTE DE LA NACION ARGENTINA
DECRETA:

ARTICULO 7= Ineorpadrase al artloulo &* del Reglamento (peneral de Policla Sanitaria de los Animales la
enfermedad de JOHNE o paratuherculosis hovina,

ARTICLLE 2% - en el caso de aparicidn de la enfermedad de JOHNE o paratuberculosis bovinag en el pals, la
SECRETARIA DE ESTADO DE AGRICULTURA Y GANADERIA por intermedio de sus organismos
téenices compelemes v cuando razones sanitarias b aconsgjen podrd ordenar el sacrificio de animales,
autorizindose al SERVICIO DE SANIDAD ANIMAL, para imverfir por intermedio del SERVICIO DE
LUCHAS SANITARLAS, SELSA, las sumas que resulten necesarias para el pago de las indemnizsciones a que
den lugar el sacrificio de los animales, por el valor de los ohigtos o construceiones destruidas, comg asl también
para liquidar v pagar las mismas, previo dictamen de la Comdsitn Técnica que al efecio designard, todo ello de
acuerdo con lag autorizsciones acordadas por el arteule 23 de la Ley n° 3,959 v el presente decreto.

A tales efectos el SERVICID DE SANIDAD ANIMAL, por imermedio del SERVICIO DE LUCHAR
SANITARIAS, SELSA, deberd incluir en los ordenamientos presupuestarios los créditng respectivas,

ARTICLILO ¥ - El presente decreto serd refrendado por el sefior Ministro de Beonomda v Trahaio v firmado por
el sefior Secretario de Estado de Agricultura v Ganaderda,

ARTICULD 4" Comuniquese, publiquese, dése a la Direccidn Nacional del Registro Oficial ¥ vuelva a la
SECRETARIA DE EZTADD DE AGRICULTURA Y GANADERTA.

DECRETO N 3561 Fo.; ONGANLA
José Marla Dagning Pastare
Lorenzo A, Raggio

Saludamos a Ud muy ateniamente,

Iy L R oota
Anlotsnte d& Campe
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MATERIALES

A — EQUIPOS:

Estufa (37°C).-

Heladera (+5°C).-

Peachimetro “Beckman” Modelo 4500.-
Bomba de vacio “Minymaspres” N° 4106.-
Freezer (-70°C) “Cindy”H 15.-

Autoclave.-

Agitador magnético “Precytec” Modelo AG.-
Balanza “Mettler” PN 1210.-

Balanza “Mettler’ H 71.-

Centrifuga de mesa “Rolco” Modelo 2036.-
Microscopio binocular “Nikon”.-

Extractor de aire con filtro HEPA.-

Horno Tipo Pasteur “Rosmar” Modelo OHRI N° 41777 .-

Estufa de cultivo de mesa “lonomex” N° 00445.-

B — MATERIALES:

Placas filtrantes esterilizantes EKS ¢ similar, diametro 30 cm.-
Tubos a rosca, diametro 1,5 cm, largo 16 cm.-

Frascos para diluciones por 1000 ml.-

Frasco erlenmeyer por 250 ml.-

Espatula metalica.-

Asa metalica espiral.-

Pipetas: 10 ml de un solo aforo.-

Pipetas: 5 ml de un solo aforo.-

Pipetas: 2 ml de un solo aforo.-

Pipetas: 1 ml de un solo aforo.-

Marcador indeleble.-

C - DROGASY MEDIOS:

Aceite de inmersidn p.a.

Acido sulfurico p.a.

Acido clorhidrico

Agar (Special Noble Difco 0142).
Alcohol etilico 96° p.a.

Azul de bromocresol p.a.

Azul de metileno p.a.

Bicromato de potasio p.a.

Manual de Procedimiento Técnico - Diagnéstico de Paratuberculosis
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* Borato de sodio p.a.

¢ Carbonato de sodio anhidro p.a.

¢ Carbonato de sodio monohidratado p.a.
* Citrato de magnesio. 6H,O p.a.

¢ Cloruro de calcio anhidro p.a.

¢ Cloruro de cobalto p.a.

¢ Cloruro de manganeso p.a.

¢ Cloruro de potasio p.a.

¢ Cloruro de sodio p.a.

¢ Dextrosa anhidra p.a.

* Extracto de carne vacuna (Difco 0126).
* Fenolp.a.

* Fosfato de potasio monobaésico p.a.

* Fosfato dibasico anhidro p.a.

* Fosfato disédico dodecahidratado p.a.
* Fucsina basica p.a.

* Glicerinap.a.

¢ Hidréxido de potasio p.a.

¢ Hidrdxido de sodio p.a.

¢ May Grinwald solucién.

¢ Nitrato de sodio p.a.

* Peptonap.a.

* Peroxido de hidrégeno — 100 volimenes.
* Purpura de bromocresol p.a.

* Rojofenol p.a.

¢ Sulfato de manganeso p.a.

* Verde de malaquitap.a.

* Micobactina

* Yemas de huevo

D — REACTIVOSY SOLUCIONES:

* Solucion de fenol al 5%.-

* Hidroxido de sodio al 4%,solucion estéril.-

¢ Verde de malaquita al 2%,solucién estéril.-

¢ Solucién madre de azul de metileno ,en alcohol etilico.-

* Solucién de azul de metileno al 1%.-
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MUESTREO

En el animal vivo:
* Heces.-
* Suero sanguineo.-

* Biopsia de mucosa rectal.-

En el animal muerto:

¢ Valvulaileocecal.-

* Ganglios mesentéricos.-
¢ Colon.-

* Recto.-

Recoleccion y envio al laboratorio

La toma de materia fecal se realiza utilizando un guante seco directamente del recto ,el guante se usa una
sola vez. Colocar aproximadamente 15 gramos de materia fecal en un recipiente de boca ancha del doble
de capacidad, identificar con un rétulo y enviar refrigerado rapidamente al laboratorio.No se agrega ningun
conservador quimico.
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TECNICAS DE LABORATORIO

A - Diagnostico clinico de la enfermedad:
A-1- Aislamiento del ( Mptb ) en heces, mediante cultivo.
A-2- Aislamiento del (Mptb ) de material de necropsia mediante cultivo.

A-3- Histopatologia, observacion de las células y los bacilos (Coloracién de
Ziehl-Neelsen).

A-4- Biopsia de mucosa rectal.

B - Deteccidon subclinica de lainfeccion:
B-1-Aislamiento de Paratuberculosis en heces, mediante cultivo.

B-2-Histopatologia, observacion de células y bacilos (Coloraciéon de Ziehl-
Neelsen).

B-3-Deteccién de anticuerpos especificos mediante serologia:
a-Inmunodifusion en gel de agar.
b-Fijacién del Complemento.
c-Enzimoinmunoensayo.

B-4- Pruebatuberculinicaintradérmica utilizando Johnina é Tuberculina Aviar.

A - Diagnoéstico clinico de la enfermedad

A-1 Aislamiento del Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis ( Mptb ) en
heces, mediante cultivo.

Decontaminacion:

Se transfiere con una espatula aproximadamente un gramo de heces, a un tubo de vidrio de 50 ml que
contiene 40 ml de agua destilada estéril, se agita la mezcla durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Sedimentaran durante ese lapso las particulas mas grandes. Trasladar 5 ml de la zona superior de la
suspension a un tubo de vidrio que contenga 35 ml de solucién de Cloruro de Benzalconio al 0,3% 6
Cloruro de Hexadecilpiridinio al 0,75%. Invertir el tubo varias veces y dejar a temperatura ambiente sin
mover, durante 24 horas.

Inoculacién:

Sembrar con una pipeta pasteur estéril, 0,1 ml del sedimento, sin mover el recipiente en cuatro tubos con
medio de Herrold, tres con micobactina y uno sin micobactina.

Coloracion:

Hacer un frotis con el sedimento y tehir por el método de Ziehl-Neelsen. La aparicion de bacilos acido-
alcohol resistentes no indica la enfermedad ya que bacilos saproéfitos de estas caracteristicas pueden
estar presentes en la materia fecal de los mamiferos infectados 6 no. Sin embargo, el Mptb aparece en
acumulos en la coloracion; esta formacion es facil de evaluar en un observador entrenado, por lo cual la
identificacidn del bacilo por esta via, debera ser muy cuidadosa.
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Método de coloracién de Ziehl-Neelsen:
¢ Fijar los extendidos por calor.
¢ Cubrirla superficie del portaobjeto con fucsina fenicada, previamente filtrada.

¢ Calentar suavemente 2 6 3 veces sucesivas con la llama de un hisopo de algodon embebido en
alcohol, pasandolo por debajo de los portaobjetos, hasta que se observe emision de vapores. Se debe
cuidar que el calentamiento sea suave y que no se produzca la ebulliciéon del colorante. Si el volumen
del colorante disminuye por evaporacién, agregar mas hasta cubrir el extendido. El tiempo minimo de
coloracién con fucsina es de cinco minutos.

* Lavarcon agua corriente a baja presion.
¢ Cubrirla totalidad de la superficie del portaobjetos con alcohol &cido. Dejar 2 minutos como maximo.
* Lavarcon agua corriente a baja presion.

¢ Cubrir la totalidad de la superficie del portaobjetos con solucién de azul de metileno, la que se dejara no
menos de 30 segundos.

* Lavarcon agua corriente a baja presion.

¢ Dejar secar a temperatura ambiente sobre papel absorbente limpio.

El examen microscépico del extendido se realiza con un microscopio equipado, con objetivo de inmersion
(100X) y ocular 8X a 10X.

Se coloca una gota de aceite de cedro entre el portaobjetos y el objetivo, dejandola caer sobre el portaobjetos
sin apoyar el gotero. De lo contrario se corre el riesgo de transportar bacilos suspendidos en el aceite de un
preparado a otro. Al enfocar un preparado positivo los bacilos se observan como formas alargadas 6

redondeadas en acumulos, coloreadas en rojo brillante sobre un fondo azul.

La observacion del extendido coloreado del material bioldgico investigado, se debe efectuar siempre de la
misma manera. Por ejemplo, una vez enfocado el preparado se recorre de su extremo izquierdo al derecho,
siguiendo una linea recta. La observacion cuidadosa de cada campo demanda entre dos a cinco minutos.

Incubacion:

Después de transcurrida una semana, se observan los tubos, si se detecta contaminacion, se siembra
nuevamente con elindculo de reserva conservado a 15°C, en tubos con medio nuevo de Herrold con 6 sin micobactina.
Si surge una nueva contaminacion se repite la siembra, siempre utilizando el material decontaminado original.

El Cloruro de Benzalconio puede destruir con el tiempo las bacterias por accién litica, pero ello es neutrali-
zado en parte, por la presencia de los fosfolipidos, provenientes del huevo, que se encuentran en el medio de Herrold.

Los tubos se observan cada dos semanas durante catorce semanas.

Las colonias primarias en medio de Herrold son pequenas, de aproximadamente 1 mm de diametro,
translucidas, incoloras, hemisféricas y de superficie lisa y brillante.

Las colonias primarias de Mptb son acido-alcohol resistentes, gram positivas y tienen un tamafio aproxi-
mado de 0,5 micrones de didmetro y 1,0 micrones de longitud, Generalmente aparecen en grupos, tanto si
provienen de tejidos como de heces.

Las colonias primarias tiene una dependencia estricta a la micobactina, para su crecimiento. Se puede
utilizar micobactina J proveniente de Mycobacterium subsp. paratuberculosis en lugar de micobactina

P (Mycobacterium phlei) para acelerar la velocidad de crecimiento en el medio de Herrold.

La dependencia en el primer aislamiento a la micobactina, ha sido considerada una caracteristica
taxondmica del Mptb.La micobactina es un complejo liposoluble que sirve de transporte dentro de la célula
del hierro contenido en el medio, el que se realiza por compuestos hidrosolubles presentes en la pared
celular llamados: exoquelinas, los que transportan el hierro férrico a la micobactina formando la
“Ferrimicobactina”, la que es reducida por las “Ferrimicobactina reductasas” que liberan el hierro dentro del
citoplasma bacteriano.

Las pruebas bioquimicas habituales en la tipificacion de micobacterias, asi como la resistencia 6 sensibili-
dad a determinados antibiéticos, son poco efectivas a los fines de clasificar al bacilo. Esta identificacion se hace por:

¢ Acido-alcohol-resistencia de las bacterias que forman la colonia sospechosa y su presentacion en acimulos.
¢ Eltiempo de crecimiento superior al de otras micobacterias no tuberculosas (M.O.T.T.).
¢ Ausencia de cultivo en el tubo que no contiene micobactina.
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Aislamiento de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis en heces, mediante

cultivo
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A-2 Aislamiento de Mycobacterium subsp. paratuberculosis de material de ne-
cropsia mediante cultivo

Colocar aproximadamente un gramo de tejido con 4 ml de Cloruro de Hexadecilpiridinio al 0,75% en un
equipo para disrupcién, después de producida la disgregacion, aspirar la suspension sobrenadante con la
pipeta y transferir a un tubo esterilizado que contenga alcohol al 70%, la muestra es decontaminada
durante toda la noche, al dia siguiente, transferir 2 6 3 gotas del sedimento en tubos conteniendo medio de
Herrold con y sin micobactina y proseguir en la observacion de los cultivos y clasificaciéon como en el
aislamiento de Mptb en heces.

A-3 Histopatologia:
Las muestras se fijan en formol al 10% y se realiza la inclusion en parafina, se hacen cortes en micrétomo,
con un espesor de 4 micras y se colorean con Hematoxilina-Eosina y Ziehl-Neelsen.

A la observacién microscopica se puede ver un infiltrado de células epitelioides en el corion de la mucosa
y de la submucosa, deformacion de las vellosidades con engrosamiento de la mucosa, comprimiendo las
criptas de Lieberkun.

En los cortes coloreados con Ziehl-Neelsen se visualizan gran cantidad de células epiteloides que contie-

nen dentro de cada una de ellas, bacilos acido-alcohol resistente, principalmente en el corion de la mucosa
y en los ganglios mesentéricos.

A-4 Biopsiade mucosa rectal:

Es uno de los métodos mas sencillos de realizar, se produce el raspaje de la ultima porcién del intestino,
mediante un elemento cortante, y el tejido obtenido se coloca sobre un portaobjetos y se fija a la llama,
enfriar y colorear mediante el método de Ziehl-Neelsen, se observan al microscopio, los bacilos &cido-
alcohol resistente de aproximadamente 1,5 x 0,5 micrones, se ven en acumulos 6 bien dentro de los
macrofagos; asimismo la aparicion de uno 6 varios bacilos apareados podria deberse a micobacterias
saprdfitas (Mycobacterium phlei) de la superficie del intestino. Algunas especies de hongos son acido-

alcohol resistente y se encuentran en el aislamiento bacteriolégico y podrian presentarse en la tincion.

Solamente el tamario, la distribucion y la morfologia de los bacilos, pueden por lo tanto asegurar el diag-
néstico.

B-Deteccion subclinica de la infeccidn
B-3 Determinacion de anticuerpos especificos mediante serologia

a)lnmunodifusién en gel de agar:

Se trabaj6 con una modificacion del método original de R.S. Merkal.

Se utilizan placas de Petri de vidrio de 6 cm de diametro en las que se colocan 3 ml de una suspension
al 1% de Agar Noble Difco 6 Bacto Agar en buffer de borato de sodio. Se deja solidificar el agar y se
corta el gel con un accesorio que permite la distribucién de seis orificios externos y uno central.

El antigeno fué elaborado en la DILACOT-SENASA ,segun método de Merkal (Comunicacién personal).
Asimismo se ha utilizado el producido por Allied Monitor , Inc.( Fayette Missouri,USA)
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Inmunodifusion en gel de agar

Buenp (+)
Suero Suwero (-)
an analisis
Suarg (+) Suero (+]
Suero (+)

1,3 4y 5. Svero positivo estandar

2 Suero negativo estandar

6 Suero en analisis

Ag - Antigeno soluble de extracto protoplasmatico de Mycobactenum awum subsp.
paratuberculosis

Se observa una linea de precipitacion definida a las 48 horas en los sueros positivos.
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FIJACION DEL COMPLEMENTO
TITULACION DEL ANTIGENO.
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FIJACION DEL COMPLEMENTO
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b) Fijacién del Complemento:

1-Se debe diluir el suero 1/8 en solucidn de buffer veronal e inactivar a 62°C, durante 30 minutos.
Se realizan diluciones seriadas del suero inicial en razén 2 hasta completar 6 diluciones: 1/128.

Se colocan 0,2 ml de suero negativo como control.

2- Se agrega 0,2 ml del Antigeno alos tubos de lapruebay alos controles del Antigeno.

Para compensar los volumenes se agregan 0,2 ml de buffer frio a todos los controles (suero y antigeno).

3- El complemento debe ser diluido en buffer frio, el cual fue previamente titulado segun técnica
del INPPAZ que contenga 5 C'H, en 0,4 ml.

Se debe mezclar suavemente sin producir espuma.

Se agregan 0,4 ml de complemento a los tubos de la prueba y a los controles 5 C’ H, y 0,2 ml a los
controles de 2,5 unidades. A los controles de 1,25 unidades agregar 0,1 ml, debe llevarse a volumen a
todos los controles, es decir, que éste sera igual a 0,8 ml.

Al tubo control de los gldbulos rojos se le agrega 0,8 ml de buffer.

4- Atodos los tubos se le agregan 0,2 ml de glébulos rojos. Al retirar las gradillas del bafio maria
se las deben sumergir en agua helada y centrifugar todos los tubos.

5- Silos controles son satisfactorios se proceden aleer los tubos de la prueba comparandolos
con la escala de color, caso contrario si el control del suero muestra una hemdlisis menor del 75% se
lo informa como anticomplementario.

Lecturade lareaccion

Porcentaje de la hemalisis Interpretacion
0% - 50% +
51% - 90% +/-

91% - 100% -

Interpretacion de los titulos

1/8 -
1/16 Sospechoso
1/32 +

Resultado:

El tiitulo del suero es la reciproca de la dilucion mas alta que contiene antigeno y en la cual el 50% de los
glébulos rojos estan hemolizados.

El 50% 6 més de hemdlisis es interpretado como negativo.
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c) Enzimoinmunoensayo:

El método de ELISA es al presente, uno de los mas sensibles y especificos para detectar en el suero
los anticuerpos del Mptb.

La seroconversion se observa con esta técnica entre los 6 a 9 meses de la eliminacion de los bacilos
detectables por cultivo. La especificidad del ELISA se puede incrementar mediante la absorcion de los
sueros con polvo de Mycobacterium phlei 6 con el uso de antigenos de Mptb. mas especificos.

El método ELISA no es utilizado como diagndstico oficial en la Republica Argentina, debido a que se
comprobd por trabajos previos, que la incidencia de la prevalencia en tuberculosis bovina disminuye la
sensibilidad y la especificidad de la técnica (11).

B-4 Prueba tuberculinica intradérmica utilizando Johnina 6 Tuberculina Aviar

La técnica es realizada por inoculacion de 0,1 ml de Tuberculina D.P.P. (Derivado Proteico Purificado) Aviar
(0,5 mg/ml, 25.000 U.1.) 6 Johnina (0,5 mg/ml) en el tercio medio del cuello del bovino. El espesor de la piel
es determinado previamente con un calibre, repitiéndose la lectura a las 72 horas posteriores a la inyeccion.
Un incremento mayor de 3 mm es considerado positivo. La prueba tiene valor limitado, su utilizacion en un
rodeo indica la sensibilizacion de los animales a Mptb.6 al complejo Mycobacterium avium 'y por ello
debera ser utilizado solamente como un test preliminar a la iniciacién de un programa de control.
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5 CRITERIOS DE INTERPRETACION

Diagnoéstico bacteriologico:

En comparacion, el diagndstico bacterioldgico a partir de las heces y de material de necropsia tiene una
sensibilidad superior a la de los métodos seroldgicos, constituyendo el solamente el diagndstico de certe-
za y de presentar la ventaja de no producir ningun error por exceso.

Histopatologia:

La técnica posee menor sensibilidad para reconocer la enfermedad en los animales subclinicamente
infectados, pero la presentacién caracteristica en acumulos del Mptb y el estudio de las células del
sistema digestivo incrementan la sensibilidad del método.

Biopsia de mucosa rectal:

Es otro método diagndstico que debido a la facilidad de su realizacidon se usa rutinariamente, aunque
solamente el 25% de los animales infectados dan reaccion positiva.

Inmunodifusién en gel de agar:

De acuerdo con los diferentes autores se indican distintos valores referentes a la sensibilidad del método,
segun Rodrick y Chiodini (7), seria de 55% para los animales verdaderamente positivos, 45% para los
falsos negativos, 44% para los falsos positivos y 56% para los verdaderamente negativos.

Fijacién del Complemento:

El mismo autor indica 64% para los animales verdaderamente positivos, 36% para los falsos negativos,
55% para los falsos positivos y 45% para los verdaderamente negativos.

Enzimoinmunoensayo:

La sensibilidad de la técnica es comparable en los casos clinicos, con el método de Fijacion del Comple-
mento pero la misma se incrementa, cuando se relaciona, a éste Ultimo método, en la determinacion
serologica de los subclinicamente infectados (13).

Pruebatuberculinicaintradérmica:

Segun Rodrick y Chiodini, R. (7) se determinaran 64% de animales verdaderamente positivos, 46% de
falsos negativos, 21% de falsos positivos y 79% de verdaderamente negativos.

Observaciones:

La eleccién de los métodos depende del grado de sensibilidad requerida a nivel individual 6 de rodeo, y las
cifras correspondientes a los criterios de interpretacion varian segun los diferentes autores, por lo tanto los

valores presentados no son excluyentes de otros segun las distintas fuentes consultadas.

Dichos valores, asimismo, varian segun se refiera a bovinos, ovinos, caprinos, etc.
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MEDIOS DE CULTIVO

Aislamiento de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
Medio de Herrold:

Peptona. 9,09
Cloruro de sodio. 459
Agar. 15,39
Extracto de carne vacuna. 2,79
Glicerina. 27,0 ml
Agua destilada. 870,0ml
Yemas de huevo *. 6
Solucion estéril de Verde de Malaquita (forma oxalica) al 2% en agua. 5,0 ml

*Se preparan asépticamente usando huevos frescos. Estos deben provenir de gallinas cuyas dietas no han contenido antibidticos.

Equipo:
Preparar y esterilizar:

¢ Un frasco fraccionador de 2 litros, con tapon de algoddn y provisto de cafio de goma y campana de
vidrio para distribuir y de ser posible una barra magnética dentro del frasco, para mezclar.

¢ Tubos de vidrio esterilizados, preferiblemente con tapa a rosca, en cantidad suficiente.
¢ Pinzas de borde dentado.

Método de preparacion:

Mezcle y caliente todos los ingredientes (menos las yemas y la solucion colorante) hasta que se disuelva
el agar, en un matraz de 2 litros. Enfrie a 60°C y ajuste el pH a 7,5 con hidréxido de sodio 1N. Mezcle por
agitacion. Esterilice en el autoclave durante 25 minutos a 121°C. Enfrie a 56°C y agregue las 6 yemas en
forma estéril ,de la siguiente manera: Lave los huevos con agua tibia y detergente y enjuaguelos con agua
corriente. Déjelos secar, sumérjalos en alcohol etilico 70° durante 15 minutos. Séquelos entre toallas
estériles. Quiebre cada huevo por un extremo con una pinza estéril, haga una perforacion de 10 mm y
saque la clara con la pinza y con la ayuda de la gravedad. Haga una perforacion mayor y rompa la yema.
Con la misma pinza mezcle la yema, girando y quite el saco vitelino, vacie la yema en el medio estéril del
frasco fraccionador. Repita el proceso para cada huevo. Mezcle el medio suavemente en la agitadora
magnética. Agregue la solucidn de Verde de Malaquita con una pipeta estéril. Mezcle otra vez. Distribuya
asépticamente en los tubos. Deje que el medio se solidifique en ellos en posicion inclinada. Compruebe la
esterilidad incubando durante 48 hs. a 37°C.
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Medio de Herrold con Micobactina

Peptona 9,09
Cloruro de sodio 459
Agar 15,39
Extracto de carne vacuna 2,79
Glicerina. 27,09
Agua destilada. 870,09
Hidroxido de sodio al 4% 4,1 ml aprox.
Micobactina. 2mg
Solucion estéril de Verde de Malaquita forma oxalica al 2% en agua 51ml

Preparacién de la micobactina:

La micobactina se distribuye en la cantidad de 2 mg.La misma es suficiente para preparar 1 litro de medio
de Herrold y se debe disolver en 4 ml de alcohol etilico.

Preparacioén de los huevos:
En la misma forma ya descripta para la preparacion del medio de Herrold.

Realizacion del medio de cultivo:

Se prepara la solucién compuesta por todos los ingredientes, salvo las yemas y la solucion colorante, tal
como se describio para el medio de Herrold. Se mezclan por agitacién y se aiade la micobactina con la
pipeta, dejandola caer directamente en el centro para que no toque la superficie interior del frasco. Coloque
en el autoclave 20 minutos a 121°C. Enfrie a 56°C y afiada asépticamente las 6 yemas estériles (véase
preparacién anterior) y 5,1 ml de solucion de Verde de Malaquita al 2% estéril. Mezcle nuevamente todo en
el frasco fraccionador y distribuya asépticamente en tubos. Deje solidificar en posicidon inclinada. Com-
pruebe la esterilidad incubando el medio a 37°C durante 48 hs.
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Método de coloracion
de Ziehl-Neelsen




METODO DE COLORACION DE ZIEHL- NEELSEN

Fucsina, solucién madre:

Fucsina basica.

10g

Alcohol 96°.

100 ml

Disolver por tratamiento en un mortero, 10 ml de la solucién madre, agregar 5,5 ml de fenol acuoso.
(Calentar a bafio Maria 100 g de fenol cristalizado con 10 ml de agua destilada, hasta disolucion, dejar

enfriar).
Agitar y agregar agua destilada hasta completar 100 ml, dejar reposar 24 hs. y filtrar.

Azul de Metileno, solucién madre:

Azul de Metileno. 19
Alcohol 96°. 100 ml
Disolver mediante agitacion.
Soluciéon de Azul de Metileno al 1%:
Azul de Metileno, Solucién madre de. 10 ml
Agua destilada. 90 ml
Dejar reposar 24 hs. y filtrar un papel.
Solucién decolorante:
Acido clorhidrico p.a. 3 mi
Alcohol 96°. 97 ml
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HISTOPATOLOGIA

Coloracién de Hematoxilina-eosina

Hematoxilinade Erlich:

Hematoxilina. 49
Alcohol. 200 ml
Agua destilada. 200 ml
Glicerina. 200 ml
Alumbre de potasio. 69
Acido aceético glacial. 20 ml

Disolver la hematoxilina en el alcohol, agregar los demas componentes. Dejar dos semanas a temperatura

ambiente, expuesto a la luz solar. Filtrar antes de usar.

Eosina
Solucién stock acuosa

Eosina soluble en agua. 1049

Agua destilada. 1000 ml

Acido acético glacial. 2 ml
Solucién de trabajo

Solucién stock acuosa de eosina al 1%. 66 ml

Alcohol 80°. 132 ml
Método

Colorear durante dos minutos con la solucion de Hematoxilina, lavar con agua corriente, dejar un minuto

con la solucion de Eosina y lavar con agua destilada.
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Inmunodifusion
en Gel de Agar




INMUNODIFUSION EN GEL DE AGAR

Solucién buffer stock

Acido bdérico. 45¢g
Hidréxido de sodio. 29
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

Solucién buffer de trabajo
Diluir 200 ml de la solucién anterior con 800 ml de agua destilada.

Preparacion del agar

Disolver a bafio maria un gramo de Agar Noble Difco 6 Bacto Agar en 100 ml de solucién buffer de trabajo,
entibiar, agregar merthiolate sédico (1:10.000) y envasar en tubos a rosca previamente esterilizados,

conservar en la heladera.
En el momento de usar, fundir el agar, calentando los tubos en bafio de maria.

Elaboracion del Antigeno

Se realiza la ruptura de las células de Mptb, por pasaje en una prensa hidraulica fraccionadora de células.
Centrifugar a 40.000 x g, durante dos horas para eliminar las paredes celulares, el sobrenadante se liofiliza

y se resuspende en agua en una concentracion de 10 mg/mil.
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FIJACION DEL COMPLEMENTO

Reactivos e Instrumental:

¢ Solucién de veronal sédico: pH 7,3-7,4.

¢ Gldbulos rojos sensibilizados de carneros al 2,8%.

* Hemolisina de conejo.

¢ Antigeno producido en la DILAB-SENASA — Titulacion.

* Complemento obtenido del suero de cobayos — Titulacion.

¢ Suero positivo (control).

* Suero negativo (control).

¢ Suero problema el cual no debe presentar contaminacion 6 hemdlisis.

¢ Espectrofotdmetro, se trabaja con una densidad 6ptica de 540 nanometros.

Reactivos:

1 - Solucidn salina tope con veronal sddico:
Clorurode sodio. 83¢g

5-5 dietil barbiturato sédico p.a. 10,199
Acido clorhidrico p.a. 1N. 34,58 g
Solucion concentrada de Calcio y Magnesio. 5 ml

H,O destilada c.s.p. 2000 ml

Preparacion:

¢ Enun matraz aforado de 2000 ml, disolver el Cloruro de sodio y el 5-5 dietil barbituratosédico, en 500
ml de agua destilada.

* Agregar el &cido clorhidrico.

¢ Agregar 5 ml de la solucion concentrada de Calcio y Magnesio:

Cloruro de calcio .2H,O,p.a. 4,49
Cloruro de Magnesio .6H,0, p.a. 20,3g
Agua destilada. 100 ml

e Completar el volumen hasta 2000 ml con agua destilada y mezclar.

Dilucién de uso: 1:5 en agua destilada.

El pH debe estar entre 7,3 y 7,4 después de diluida, caso contrario repetir la operaciéon. Se descarta
transcurridas las 24 hs.
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2 -Suspension de glébulos rojos de carnero:

Preparacion:

La sangre de oveja colectada en solucion Alsever debe estar como minimo 5 dias a 4°C, se filtra a través
de una gasa a un tubo de centrifuga graduado.

Se centrifuga a 2000 r.p.m. durante 5 minutos. Se descarta el sobrenadante por succion tratando de
arrastrar los leucocitos que forman una capa amarillenta. Se resuspenden los glébulos rojos en una solu-
cion salina tope 1:5y se realizan tres lavados, en el cuarto lavado se deja 10 minutos. Si el sobrenadante
se presenta turbio, los glébulos rojos se descartan.

Estandarizacion: De los gldbulos rojos al 2,8%.
Se conecta el espectrofotémetro para su adecuado calentamiento.

A un paquete celular de gldbulos rojos de 1 ml se lo suspende en 35 ml de solucidn buffer. Agitar cuidado-
samente para obtener una suspension homogénea. En una cubeta se colocan 0,2 ml de esta suspension
y se agregan 2,8 ml de agua destilada. Una vez lisados, se leen las densidades 6pticas contra un blanco
de agua destilada.

Cada laboratorio debera determinar la densidad dptica para cada instrumento.

La longitud de onda a utilizar es de 540 nm, la suspension obtenida debera contener 7 x 10® hematies/mi
(equivalente a la suspension al 2,8%).

Para calcular el volumen final deseado se usa la siguiente formla:

Volumen final - D.O. inicial x Volumen inicial
-D.O. final

D.O.: Densidad 6ptica.

3 -Hemolisina:

La hemolisina es una mezcla de anticuerpos de alto (1.000.000) y bajo (165.000) peso molecular. Se
obtiene inmunizando conejos con hematies de oveja lavados 6 con estroma de hematies de oveja.

Para la titulacion se prefiere el método de la meseta y se realiza cada vez que se usa un nuevo lote de
hemolisina, 1/100 6 un nuevo lote de células de oveja.

4 - Sensibilizacion de glébulos rojos:
Para la titulacion del complemento, antigeno y para la prueba diagndstica:

A un volumen de gldbulos rojos al 2,8% se agrega un volumen de la dilucion éptima de hemolisina agitan-
dose en torbellino. Se deja incubar 15 minutos a 25°C.

5 -Titulacion del antigeno:
Preparacion de las diluciones de hemolisina.

1 ml de Dilucién de Diluyente Dilucién final
hemolisina
1:100 + 9,0 mi = 1:1000
1:1000 + 1,0ml = 1:2000
1:1000 + 1,5ml = 1:2500
1:1000 + 2,0ml = 1:3000
1:1000 + 3,0 ml = 1:4000
1:1000 + 4,0 ml = 1:5000
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Se mezcla 1 ml de cada dilucién de hemolisina y 1 ml de gldbulos rojos normalizados. Dejar reposar 30
minutos a 25°C a partir de ese momento son células sensibilizadas.

Preparar una dilucién de C’ 1:400.

Segun el numero de diluciones de hemolisina se preparan por duplicado tubos en los que se colocan: 1,2
ml de buffer frio y 1,2 ml de C’ 1:400.

Se agrega 0,6 ml de gldbulos rojos sensibilizados a los tubos que contienen C’y solucién buffer.
Incubar a bafio maria 30 minutos, agitar a los 15 minutos.

Sumergir la gradilla en agua fria y centrifugar.

Leer la Densidad Optica (D.O.) por duplicado.

Calcular el porcentaje de hemdlisis:

D.O. de cualquier lisado x 100
D.O. en tubos con hemdlisis completa

Se grafica en un papel logaritmico milimetrado el porcentaje de hemdlisis y las diluciones de la hemolisina.

La dilucidn 6ptima es aquella donde no aumenta apreciablemente la hemdlisis. Se determina la mesetay
la dilucidn ptima es la segunda dilucidn de la misma.

6 - Titulacién del complemento:

Se debe titularlo cada vez que se realiza la prueba en la cual se usan cinco unidades. Una vez diluido para
su uso se dejard 20 minutos en la heladera y podra usarse hasta transcurridas 2 horas, luego se descarta.
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Documentaciéon fotografica




Material de necropsia : ileon ,recto y ciego

Coloracién de Ziehl-Neelsen : presentacién
en acumulos

)

.

b 1% & A
i e ‘#“‘.‘*" I Tk

e ﬁ‘f”“

Tk . TR Y

Ladire.

Biopsia de mucosa rectal : Bacilos en
acumulos (coloracion de Ziehl-Neelsen)

S

Cultivo de Mycobacterium avium
subsp.paratuberculosis , cepa Ill V

Tubo 1 : Medio Watson Reid
Tubo 2 : Medio Lowestein-Jensen
Tubo 3 : Medio de Stonebrink

Histopatologia : células epiteliodes con gran
cantidad de bacilos en su interior ( coloracion
de Ziehl-Neelsen)

Inmunodifusién en Gel de Agar 6694y 6706 :
lineas de precipitacion de sueros de bovinos
reaccionantes positivos
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