Sitio Argentino de Produccién Animal

Lama glama con signologia y lesiones compatibles con
paratuberculosis causadas por Mycobacterium avium subesp.

avium
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RESUMEN

Los camélidos sudamericanos (CS) incluyen cuatro especies, guanaco,
vicufia, alpaca y llama (Lama glama). En Argentina las llamas eran consideradas
fauna y actualmente ganado, revalorizando su carne, fibra, cueros y pieles,
también son un medio de subsistencia. Los CS son susceptibles a las
enfermedades ocasionadas por micobacterias. El diagndstico presuntivo se realiza
por los signos clinicos y los hallazgos de necropsia y se confirma por técnicas
bacteriol6gicas, moleculares e histopatologia. El objetivo de este trabajo es
describir un caso clinico con signos compatibles de paratuberculosis y el
diagndstico de laboratorio en una llama en cautiverio perteneciente a un zoolégico
de Olavaria, Provincia de Buenos Aires. En la necropsia se observaron caquexia y
lesiones granulomatosas en yeyuno, ileon y linfonodos mesentéricos compatibles
con paratuberculosis, en los frotis directos y en la histopatologia se observaron
bacilos acido-alcohol resistentes. Se confirmé la presencia de M. avium subesp.
avium por bacteriologia y por PCR fue detectada la 1S1245 caracteristica de este
agente, no detectando la 1S900 correspondiente a M. avium subesp.
paratuberculosis. Esto permiti6 arribar al diagnéstico etiolégico, combinando
técnicas, de un caso de enteritis granulomatosa en llamas causado por M. avium
subesp. avium. con signologia y lesiones compatibles con paratuberculosis.
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ABSTRACT

Sudamerican camelids (SC) include four species, guanaco, vicuiia, alpaca
and llama (Lama glama). In Argentina llamas were considered as wildlife species
but now they are considered as cattle, their meat, wool, leather and skin is more
valuable and they are also a mean for surviving. SC are susceptible hosts of
mycobacterial infections. Presumptive diagnoses is based on clinical signs and
necropsy findings and is confirmed by bacterial isolation, molecular identification
and histopathology. The objective of this publication is to describe a clinical case
with signs consistent with paratuberculosis and the laboratory diagnosis in a
captive llama from a zoo garden in Olavarria, Buenos Aires province. During
necropsy were observed cachexia and granulomatous lesions resembling
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paratuberculosis in jejunum, ileon and mesenteric lymph nodes. In direct smears
and histopathology fast acid alcohol bacilis were detected. M. avium subsp. avium
was confirmed with bacteriology and by PCR the specific probe 1S1245 was
detected, IS900 M. avium subsp. paratuberculosis specific probe was not
demonstrated. These allowed to confirm the etiology, combining techniques, of a
granulomatous enteritis case in llamas caused by M. avium subsp. avium with
clinical signs and lesions resembling paratuberculosis.

Key words: granulomatous enteritis, Lama glama, Mycobacterium avium subsp.
avium, paratuberculosis
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INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos (CS) son mamiferos, miembros de la familia
Camelidae, orden Artiodactyla, estrechamente relacionados entre si vy
denominados colectivamente como lamoids. Incluye cuatro especies, guanaco,
vicufia, alpaca y llama (Lama glama Linnaeus,1758) 1. La domesticacién de las
llamas data de 5000 afios y en la actualidad se ha revalorizado su carne porque
posee proteinas de alto valor nutricional y bajo contenido en colesterol. La fibra,
cueros y pieles se utilizan en la fabricacion de indumentaria industrial y artesanal.
También se utiliza como mascota, para carga como alternativa turistica
sustentable y animal de guardia en los rebafios para evitar la predacién *°**.

En Argentina las llamas que anteriormente eran consideradas fauna se
declararon ganado con la inclusion en el Articulo 2° de la Ley n® 21.740 mediante
el decreto 220/96 del Poder Ejecutivo Nacional. También son un medio de
subsistencia en zonas no aptas para la ganaderia y la agricultura. La existencia en
el pais es de 800.000 CS de los cuales un tercio son llamas distribuidas en todo el
territorio, mientras que en Peru y Bolivia se concentran el 93% de las llamas en
Sudamérica™.

Los CS son susceptibles a las enfermedades ocasionadas por

918,19 asta Ultima es

micobacterias entre ellas a la tuberculosis y paratuberculosis
una enteritis cronica granulomatosa ocasionada por el Mycobacterium avium
subesp. paratuberculosis (Map). En los rumiantes es una de las enfermedades
mas frecuentes y la existencia e importancia de los reservorios silvestres aun no
han sido determinadas. En animales no rumiantes se han registrado infecciones

13, 22
S

naturales y experimentales, entre ellos los C en quienes la edad de
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presentacion de los signos clinicos es mas temprana que en los bovinos ** %°. El
signo primario es la pérdida de peso y en el 10 a 20 % de los casos se observa
diarrea en el estadio final de la enfermedad y ocasionalmente hipoproteinemia y
edema intermandibular **.

El diagnéstico diferencial en las llamas se debe hacer con otras causas
debilitantes que ocasionen pérdida de peso como parasitismo, abscesos por
Corynebacterium pseudotuberculosis y mala nutricion. En los hallazgos de
necropsia se observa engrosamiento y corrugamiento de la mucosa del intestino
delgado y colon y aumento de los linfonodos mesentéricos, infecciones
diseminadas también han sido documentadas en llamas ?°. Una alpaca infectada
con Mycobacterium avium subesp. avium presentd signos clinicos y lesiones
histoldgicas indistinguibles de Map, sélo diferenciados por la no dependencia a la
micobactina y por PCR *°.

El diagnostico de micobacteriosis en llamas se realiza por los signos
clinicos y los hallazgos de necropsia y se confirma por el cultivo bacteriolégico y la
histopatologia, considerados los métodos estandar ** ?°. Las pruebas de biologia
molecular, serolégicas y alérgicas son de valor diagnéstico . Los resultados de la
aplicacion de las pruebas intradérmicas en CS son controvertidos debido a los
resultados falsos positivos y negativos registrados % %*.

En el diagnostico histopatolégico la deteccion de bacilos acido alcohol
resistentes y cambios histolégicos son sugestivos, pero no definitivos de la
infeccion con Map, porque otras micobacterias causan lesiones similares . Las
lesiones histopatoldgicas en ovejas y cabras se han clasificado en focales, difusas

multibacilares, linfociticas difusas y difusas mixtas ’ y para otros autores en focal,

4de11



Sitio Argentino de Produccién Animal

multifocal y difusa . En llamas si bien no hay una clasificacion definida de las
lesiones se caracterizan por un infiltrado moderado de macréfagos, linfocitos y
plasmocitos en la lamina propia, células epitelioides con citoplasma anfofilico,
presencia de bacilos acido alcohol resistentes y linfoadenitis granulomatosa en
linfonodos mesentéricos, también se pueden observar granulomas multifocales en
higado, Utero, rifién y ojos *.

Cuando el diagnéstico clinico es compatible con paratuberculosis la
serologia también se ha utilizado en CS, la inmunodifusion en gel de agar (AGID)
es especifica y poco sensible, pero tiene la ventaja que pueden utilizarse los
mismos reactivos que para ovinos y bovinos * %. En un estudio en rodeos de
llamas y alpacas el AGID presentd un 100% de especificidad, mientras que
utilizando tres diferentes protocolos de ELISA la especificidad oscil6 entre el 48 %
y el 98 %, siendo uno de ellos ELISA proteina G, util en el diagnéstico
multiespecie *°. Un ELISA bovino disponible comercialmente fue modificado con el
agregado de un conjugado camélido especifico para determinar anticuerpos en
CS, esta prueba en los resultados preliminares demostré una sensibilidad de 67 %

y una especificidad del 99 % * %,

Estas pruebas seroldgicas utilizadas en

animales mayores de un afio tienen un valor diagnostico precoz especialmente en

animales con signos clinicos y en rodeos con exposicion a la infeccion se

recomiendan como prueba tamiz, pero siempre los resultados deben ser
. . . . . , . 4Y 14Y 16

confirmados por cultivo tradicional o radiométrico .

El objetivo de este trabajo es describir un caso clinico con signos

compatibles de paratuberculosis y el diagnéstico de laboratorio en una llama en
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cautiverio perteneciente a un zoolégico ubicado en Olavarria, provincia Buenos

Aires.

MATERIALES Y METODOS

El ejemplar en estudio fue una llama (Lama glama) gestante de 7 afios
proveniente del zoologico "La Maxima" de la ciudad de Olavarria, que presento
pérdida de estado progresivo durante dos meses y diarrea 25 dias previos a la
muerte. Las muestras de intestino y linfonodos fueron remitidas para bacteriologia
refrigeradas y para histopatologia en formol al 10%. El diagnéstico bacteriolégico
se realiz6 mediante tincion de Ziehl-Neelsen (ZN) y cultivo en medios de Herrold
con y sin micobactina; el histopatoldégico con técnica de parafina y coloracion de
hematoxilina eosina (HE) y de ZN. Todas las técnicas se realizaron siguiendo los
procedimientos estandarizados para micobacterias por la Oficina Internacional de
Epizootias.

A las cepas aisladas e identificadas a-priori como pertenecientes al
complejo M. avium se aplico la técnica de PCR investigando la presencia de las
secuencias de ADN IS900 (Map) e 1S1245 (M. avium subesp. avium). La
extraccion del ADN genomico se realizé con cloroformo isoamilico segun
procedimientos estandar ? y se cuantificd6 mediante espectrofotémetro (Nanodrop
ND - 1000). Se realiz6 PCR sobre los segmentos de insercion 1S900 e 1S1245
siguiendo los protocolos descritos por Guerrero y Bernasconi *2. Los productos de
la amplificacion fueron sembrados en gel de agarosa al 0,8 % y visualizados con

luz UV (Gel — Doc, Biorad).
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RESULTADOS

En la necropsia se observaron caquexia y lesiones granulomatosas en yeyuno,
ileon y linfonodos mesentéricos compatibles con paratuberculosis (Figura 1), sin
lesiones aparentes en otros drganos. Bacilos acido alcohol resistentes en cluster
se evidenciaron en los frotis directos de los 6rganos. El aislamiento resultd positivo
obteniendo el desarrollo de colonias no cromdgenas en los medios de Herrold con
y sin micobactina luego de dos semanas de incubacion. La cepa aislada presenté
coloracion de ZN positiva, desarrollo a 25°, 37° y 45°C y pruebas bioquimicas
compatibles con M. avium subesp. avium. En los cortes histologicos se observé la
presencia de numerosos bacilos &cido alcohol resistentes (Figura 2). La
histopatologia con HE en intestino demostr6 edema y acumulacion de células
inflamatorias en mucosa y submucosa con infiltracion de células epitelioides,
macrofagos y linfocitos (Figura 3), y en linfonodo mdltiples focos de necrosis con
tejido conectivo incipiente.

Por PCR fueron detectadas secuencias de ADN correspondientes a hsp65
presentes en todas las micobacterias y la secuencia de insercion 151245
caracteristica de M. avium subesp. avium, no habiéndose detectado las
secuencias de insercion 1S900 correspondientes a M. avium subesp.

paratuberculosis (Figura 4).

DISCUSION Y CONCLUSIONES
En Sudamérica muchos animales en zooldgicos son afectados por diversas
infecciones, entre ellas por micobacterias, mientras que en su habitat natural son

raramente reportadas, esto sugiere que bajo condiciones naturales estos animales
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no son altamente susceptibles a las infecciones micobacterianas. Los CS
representan una fuente potencial de infeccion zoonoética que han incrementado su
popularidad y tienen estrecho contacto con los humanos cuando son utilizados
como animales de trekking o en zooldgicos, especialmente con nifios, 2.

M. avium subesp. paratuberculosis tiene un rango de huéspedes mucho
méas amplio que el conocido, si llegara a presentar ciclos salvajes se dificultarian
aun mas los programas de control. Pero la infeccion con M. avium subesp. avium
en rumiantes es esporadica y como es considerada una enfermedad poco

contagiosa no existen medidas regulatorias ni de vigilancia epidemiolégica **.

En el ciclo silvestre son reservorios de infeccion para los animales
domésticos y los factores que intervienen en la transmision incluyen la duracién de
la interaccion y la distancia entre los huéspedes infectados y susceptibles, el
efecto del tiempo sobre la viabilidad de los bacilos excretados en el ambiente, el
estado sanitario de las poblaciones silvestres y la variacion de acuerdo a la
especie. Se ha determinado el posible rol epidemiologico de las ovejas en la
paratuberculosis bovina cuando pastan en los mismos potreros 0 en pasturas
fertilizadas con materia fecal ® *'.

Los signos clinicos, las lesiones macro y microscépicas y la coloracion
positiva de ZN permitieron inferir que este ejemplar padecia paratuberculosis, pero
al realizar cultivo, tipificacion bioquimica y PCR a la cepa aislada se identifico
como M. avium subesp. avium.

En el mundo hay muy pocos registros de paratuberculosis en las

poblaciones de CS y hasta el momento la prevalencia es baja, pero la industria de
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estas especies continla ganando popularidad y ocurririan grandes pérdidas
econOmicas si la enfermedad comienza a establecerse y diseminarse ya que la
infeccion en los CS al igual que en los bovinos puede permanecer indetectable
durante un prolongado periodo **.

Este caso demuestra la importancia de las técnicas bacteriologicas y de
biologia molecular para la identificacion y diferenciacion de Map de otras
micobacterias 8, porque en este ejemplar los signos clinicos y las lesiones micro y
macroscopicas ocasionados por M. avium subesp. avium fueron indiferenciables
de los producidos por Map, esta misma situacion fue descrita por Lucas y cols. en
una alpaca *>.

El conocimiento sobre el potencial error diagnéstico en estas especies de
CS constituye una alerta que contribuira a la implementacion de medidas de
manejo sanitario adecuadas.

El control esta basado en dos estrategias sanitarias que consisten en evitar
las fuentes de infeccién y la vacunacion. Actualmente se estdn desarrollando
nuevas vacunas *® dado que en otras especies silvestres este método ha
presentado resultados promisorios %°.

En el presente trabajo se logré arribar al diagndstico etiolégico,
combinando técnicas, de un caso de enteritis granulomatosa causado por M.
avium subesp. avium en llamas con signologia y lesiones compatibles con
paratuberculosis. La difusion de este hallazgo evitara errores en el diagndstico

clinico e histopatolégico de paratuberculosis en CS.
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