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RESUMEN

La tuberculosis aviar tiene, distribuciéon mundial y afecta a las aves domésticas y silvestres.
El agente etioldgico es Mycobacterium avium subsp. avium. El potencial zoondtico de esta
enfermedad ha adquirido relevancia con la pandemia de HIV por ello todas las maniobras que
involucren la manipulacion de microorganismos viables, deben ser llevadas a cabo con adecuadas
medidas de bioseguridad. La fuente primaria de infeccion es el ambiente contaminado con este
agente. La presentacion clinica es variable y el método definitivo para confirmar la infeccion es el
aislamiento. El objetivo fue identificar mediante histopatologia, bacteriologia y biologia molecular
la etiologia de lesiones compatibles con tuberculosis en una raza ornamental de Gallus sp. (sedosa
del Japon) y Rhea americana (fianda). En la necropsia se observaron granulomas que presentaron
centro caseonecroético no mineralizado con bacilos dcido-alcohol resistentes en la histopatologia.
Se confirm¢ la presencia de M. avium subsp. avium por bacteriologia y por PCR en las cepas
aisladas. Esto permiti6 arribar al diagnostico etioldgico combinando técnicas y describir por
primera vez en la Argentina un caso de tuberculosis en fiandu.
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Tuberculosis in ratites and ornamental birds
ABSTRACT

Avian tuberculosis is worldwide distributed and affects domestic and wild birds. Aetiological
agent is Mycobacterium avium subsp. avium. Its zoonotic potential has acquired importance since
HIV pandemia, that is why the manipulation of viable microorganism should be done with careful
biosecurity measures. Primary source of infection is the environment contaminated with these
microbes. Clinical signs are not uniform and the confirmation of the disease is by bacteriologycal
isolation. The purpose was to identify by histopathologycal, bacteriologycal and molecular biology
methods the aetiology from tuberculosis like lesions found in an ornamental race of Gallus sp.
(Japanese Silkie) and Rhea americana. At post-mortem examination granulomas were observed
which presented in the histopathology caseonecrotized center with acid-fast bacili. M. avium
subsp. avium was confirmed by bacteriology and PCR in cultured strains. These allowed to arrive
to the aetiologycal diagnosis by the combination of methods and describe for the first time in

Argentina tuberculosis in ratites.
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INTRODUCCION

La tuberculosis aviar es una enfermedad
importante de las aves de compaiiia, en
cautiverio, exéticas y silvestres del mundo'”. El
agente etiologico es el Mycobacterium avium
subsp. avium®'!'y a partir de 1990 se identifico
a M. genavense como agente causal de la
tuberculosis en esta Clase con signos clinicos y
lesiones histopatologicas iguales a las producidas
por el complejo Mycobacterium avium,
Mycobacterium intracellulare y Mycobacterium
scrofulaceum (MAIS). También son aislados
ocasionalmente de lesiones tuberculosas en las
aves M. fortuitum, M. tuberculosis y M. bovis".
Estos microorganismos ademas de causar
tuberculosis en aves de corral también infectan
un amplio rango de especies como la porcina,
bovina; cérvidos, caprinos, equinos, carnivoros
y animales silvestres ! ! 13- 17: 1% En bovinos se
observan infecciones localizadas que inducen
sensibilidad a la tuberculina bovina ''. Miltiples
factores que incluyen la edad, condiciones
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de estrés, estado inmune y enfermedades
preexistentes determinan la susceptibilidad a
las micobacterias. Con respecto al sexo es mas
comun en las hembras que en los machos, de
acuerdo a un estudio experimental en pavos y
a reportes en psitacidas y paserinos .

El potencial zoondtico de M. avium subsp.
avium ha adquirido relevancia con la pandemia
de SIDA y los pacientes inmunodeprimidos por
HIV y otras causas comenzaron a presentar
enfermedad progresiva, diseminada y refractaria
al tratamiento ''7:"°,

La tuberculosis puede ser introducida
en paises libres con la importacion de aves
ornamentales o de zooldgico infectadas siendo
la fuente primaria de infeccion el ambiente
con alta contaminacion’. Las heces de aves
infectadas diseminan al agente, el cual puede
permanecer viable por afios en el ambiente.
Por lo tanto un area infectada es una fuente
de infeccidn para generaciones sucesivas,
especialmente si los suelos son ricos en materia
organica, acidos, pantanosos e inundables '7.
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La transmisién horizontal es importante
cuando diferentes especies susceptibles
comparten el mismo habitat y las costumbres
alimentarias de ciertas aves pueden aumentar
la posibilidad de exposicion a las micobacterias
patogenas, mientras que la dieta per se no
ejerceria tal efecto; siendo mayor la morbilidad
en las aves que excavan *!". Las moscas
domésticas son capaces de transmitir el agente
ahumanos y animales . La transmision vertical
es por la contaminacion fecal del huevo y se
sospecha que también puede ocurrir antes de
la oviposicion®.

La tuberculosis aviar causa signos clinicos
inespecificos, la forma clasica es de una
enfermedad devastante con animales emaciados,
letargicos y débiles que mueren luego de varios
meses de evolucion y en condiciones de manejo
intensivo pueden ocurrir muertes subitas. La
lesion primaria se observa en los intestinos con
gran cantidad de micobacterias que se liberan al
lumen para luego ser eliminadas por las heces.
La musculatura esta reducida con pérdida de
grasa subcutdnea y cavitaria y es comun la
diarrea crdnica o intermitente, otros signos
observados son plumaje erizado y palidez de
la cresta y de los barbillones 7.

El agente causal generalmente no se
identifica en aves mascota, esto se debe a que
los hallazgos posmortem son inespecificos o a
la presencia de micobacterias no cultivables.
Las lesiones macroscopicas observadas con
mayor frecuencia son tubérculos diseminados
en higado, bazo e intestinos'’. Las lesiones
histopatologicas principales son proliferacion
de células epitelioides con micobacterias en su
interior y células inflamatorias asociadas®.

El aislamiento por cultivo es el método
definitivo para confirmar la infeccion '°. La
tuberculinizacion se ha empleado con éxito en
Gallus, pero no es confiable cuando se aplica a
otras especies de aves, se utiliza para determinar
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la prevalencia en explotaciones avicolas o
detectar aves infectadas '"'°. Mediante la técnica
de PCR es posible la deteccion de secuencias
de ADN IS7245 de M. avium subsp. avium con
alta sensibilidad y especificidad *

La mayoria de los reportes de tuberculosis
aviar involucra a mascotas, colecciones de
aves, granjas de fandues y crianza de pollos
de traspatio, debido a que en las explotaciones
comerciales se aplican exitosamente medidas
de control y la presentacion de la enfermedad
es rara *1719,

Los ratites son aves sin quilla que no
pueden volar e incluyen al avestruz (Struthio
camelus), em0 (Dromaius novaehollandiae)
y flandu (Rhea americana) y la tuberculosis
en ratites se ha registrado en el mundo en
pocas ocasiones. En la actualidad la cria ha
ganado popularidad en EEUU y Canada '3,
En Argentina hay 10.000 ejemplares y el 90%
de la produccion se destina al comercio local
por las ventajas de la produccion de carne,
cueros, aceite y subproductos y por revalorizar
lo autdctono.

Los primeros aislamientos en fiandues se
reportaron en Italia y Canada en 1991 y 1994
respectivamente '3 y en 1999 se describio el
primer caso de micobacteriosis en un avestruz
en Australia *, mientras que en Argentina no hay
registros de la enfermedad en fiandues.

La via de transmision fecal-oral estd mas
acentuada en los ratites por su conducta de
comer suelo y el signo clinico mas destacado
es la pérdida de peso®. En el diagndstico
inmunoldgico de estas especies se presentan
dificultades porque son aves primitivas con
anticuerpos estructuralmente diferentes a los de
otras aves 7. Dentro de la Clase Aves, Gallus
es mas resistente a M. avium subsp. avium
que otros géneros y a su vez dentro del género
hay distinto grado de susceptibilidad segtn la
especie 8.
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Este estudio se realizd en dos especies
en cautiverio, Gallus sp. (sedosa del Japon),
raza utilizada con fines ornamentales y Rhea
americana (flandl), con lesiones compatibles
con tuberculosis aviar, con el objetivo de
determinar la etiologia mediante técnicas
histopatologicas, bacteriologicas y de biologia

molecular.
MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron muestras de una sedosa
del Japon hembra de dos afios y de un fiandu
hembra de tres aflos, provenientes del zoologico
“La Maxima” de la ciudad de Olavarria. Las
aves fueron halladas muertas, se les realizod
la necropsia y en ambos casos se observaron
lesiones granulomatosas compatibles con
tuberculosis aviar en los 6rganos viscerales. El
flandu hembra presentd decaimiento una semana
previa a la muerte e importante pérdida de masa
muscular.

En los laboratorios de la FCV-UNCPBA se
procesaron las muestras de higado y estomago
glandular de la sedosa del Japon, e higado y
bazo del flandu. Las muestras fijadas en formol
al 10% se procesaron utilizando la técnica de
parafina estandar y las secciones fueron tefiidas
con las técnicas de hematoxilina eosina (HE) y
Ziehl-Neelsen (ZN).

En el laboratorio de micobacterias del
DILAB-SENASA a las muestras refrigeradas
se les realizé la coloracion de ZN y cultivo en
los medios de Lowenstein Jensen, Stonebrink,
Herrold (con y sin micobactina), Watson-Reid,
Middlebrook 7H 10 con OADC (4cido oleico,
albimina, dextrosa, catalasa) y el equipo MGIT
(Mycobacterial Growth Indicator Tube) Becton
Dickinson, de ambos animales. Los aislamientos
fueron tipificados mediante la realizacion
de pruebas bioquimicas que determinan el
crecimiento en presencia de: hidroxilamina, acido
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para-nitrobenzoico, cloruro de sodio al 5%, 4cido
picrico e isoniacida; la actividad enzimatica frente
a catalasa, arilsulfatasa, ureasa, pirazinamidasa,
B-galactosidasa y nitrato reductasa y otras
pruebas como hidrolisis del Tween, toma de
hierro y reduccion de telurito?.

A las cepas aisladas mediante la técnica de
PCR se investig6 la presencia de las siguientes
secuencias de ADN: Asp 65 '¢ gen que codifica
para la proteina del estrés térmico presente
en todas las micobacterias (440pb), 1S6110
7 presente en las micobacterias del complejo
Mycobacterium tuberculosis (245pb), 1S900
2 presente en Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (195 pb) y 1S1245 ¢ presente
en Mycobacterium avium subsp. avium (427
pb). Las PCR fueron realizadas en el Instituto
de Biotecnologia del CICV y A INTA Castelar,
segun las condiciones indicadas en la bibliografia
citada.

RESULTADOS

Se observaron granulomas en higado,
bazo y estdomago glandular. Los frotis directos
coloreados con la tincién de ZN revelaron
acumulos de bacilos acido-alcohol resistente
(BAAR).

En los cortes histopatologicos se demostrd
que los granulomas presentaban centro
caseonecrdtico no mineralizado y BAAR libres
y dentro de células inflamatorias, gigantes y
macrofagos. (Figuras 1y 2).

Se obtuvieron cultivos positivos a la
coloracion de ZN, en todos los medios
empleados en el caso de la sedosa del Japon y
en el fiandu en todos los medios a excepcion
de Stonebrink. Las cepas aisladas presentaron
crecimiento lento a 25°C, 37°C y 45°C, fueron
no cromogenas y las pruebas bioquimicas
permitieron tipificarlas como M. avium subsp.
avium (Tabla 1).
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Figura 1. Coloracion de Ziehl Neelsen corte
histologico. Referencias: Estomago glandular
de sedosa del Japon

Figura 2. Coloracion de Ziehl Neelsen corte
histologico. Referencias: Higado de fanda

Tabla I. Resultados de las pruebas bioquimicas.

DESARROLLO EN

ACTIVIDAD ENZIMATICA OTRAS PRUEBAS

PRESENCIA DE

Hidroxilamina 500 pg/ml -

Catalasa semicuantitativa

Produccién de niacina -

Acido tiofenocarboxilico +| Arilsulfatasa - ‘Reduccion del telurito +
2 pg/ml en 9 dias

Acido paranitrobenzoico +| Ureasa - | Toma del hierro -
0,5 mg/ml

Cloruro de sodio 5% - | Pirazinamidasa - | Hidrélisis del Tweena -

los 5y 10 dias

Acido picrico 0,2% -

B-galactosidasa

Hidroxilamina 500 pg/ml

68"

Catalasa a T° ambiente y a

Isoniacida 10 pg/ml

‘Reduccion de nitrato -

En los aislamientos de la sedosa del Japon y
del flandu fueron detectadas secuencias de ADN
correspondientes a Aasp65 presentes en todas
las micobacterias y a la secuencia de insercion
1S1245 caracteristica de M. avium mientras que
no se detectaron las secuencias de insercion
1S900 ni 1S6110 (Figura 3).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se identificé a M. avium subsp. avium
como agente causal de tuberculosis aviar en
dos especies de aves en cautiverio de un parque
zooldgico que presentaron signos clinicos
y lesiones compatibles con la enfermedad,
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estos hallazgos ya fueron descriptos en esos
ecosistemas por otros autores !> 17,

En el habitat del zooldgico estudiado se
mantienen buenas condiciones nutricionales
e higiénicas, pero estan presentes factores
predisponentes ambientales, como la
convivencia de varias especies aviares, el
empleo de los mismos lugares a lo largo del
tiempo y al ser el agente un patdgeno ambiental
ubicuo es dificil de controlar. Las aves afectadas
eran adultas y hembras estos factores del
hospedador predisponen a la presentacion de la
tuberculosis aviar y coinciden con lo descripto
por Tell cuando se refiere a la distribucion de la
enfermedad segun el habitat, el sexo y la edad.

En parques zooldgicos y reservas naturales
este agente es dificil de eliminar porque
conviven diferentes especies de animales
pudiendo causar pérdidas de especies protegidas
o en peligro de extincion 7. Para el control se
deben cubrir con cal las instalaciones porque
al aumentar el pH se crea un medio adverso
para las micobacterias y como no existe un
tratamiento efectivo para los animales enfermos
y sus reservorios, que abarcan una amplia
gama de especies domésticas y silvestres, se
debe evitar la superpoblacion y los factores
desencadenantes de estrés.

Los parques zooldgicos son lugares de riesgo
para la salud publica porque el acceso al ptiblico
es libre'*, puede haber animales asintomaticos que
eliminan micobacterias e infectar principalmente
a los pacientes inmunocomprometidos. Si bien
las personas inmunocompetentes son bastante
resistentes a la infeccion por este agente y que
los aislamientos reportados en el hombre son
de distinto serotipo que los aislados de las aves
de corral, todas las maniobras que involucren la
manipulacion de microorganismos viables, deben
ser llevadas a cabo con adecuadas medidas de
bioseguridad >
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M 1

2 3 4

Figura 3: Resultados de la amplificacion de 1S7245.
Referencias: calle M, marcador de peso molecular
(100pb), calles 1 y 2 muestras 1 y 2, calles 3 y 4

controles positivo y negativo respectivamente.

La tuberculosis aviar en Gallus sp.
actualmente no se observa en explotaciones de
tipo industrial, se la encuentra en aves criadas
para consumo familiar que se mantienen por
mucho tiempo vivas en los establecimientos de
campo y en las ciudades en la cria de traspatio.
M. avium se transmite por la ingestion de
comida o agua contaminada por las heces de
las aves que lo diseminan. En todos los casos
los animales con tuberculosis deben eliminarse.
En el caso en estudio se trataba de un ave
ornamental no destinado al consumo, pero no
debe desestimarse la transmision al hombre.
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Con respecto a la salud animal M. avium
subsp. avium puede producir en el bovino y en
otras especies lesiones micro y macroscopicas
indistinguibles de las causadas por M. bovis y
reacciones paraespecificas al derivado proteico
purificado (DPP) de tuberculina bovina 3.

Como la presentacion clinica de la enfermedad
es variable y las pruebas de diagnostico no
estan ampliamente difundidas creemos que el
aporte de nuestro trabajo es haber arribado al
diagnostico ectioldgico en Rhea americana y
Gallus sp. combinando técnicas histopatologicas,
bacteriologicas y de biologia molecular.

También es relevante la primera descripcion
en la Argentina de tuberculosis en fiandues,
dado que esta especie al ser parte de la fauna
autoctona es posible que actiie como reservorio
y deseminador de M. avium para las otras
especies de aves de la region.
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