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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, revalori-
zando 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
bacteriolégicas, 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 zooldgico de Olavarria, Provincia de Buenos Aires. En la
necropsia se observaron lesiones granulomatosas en yeyuno, ifleon y linfonodos mesentéricos
compatibles con paratuberculosis, en los frotis directos y en la histopatologia se observaron
bacilos 4cido-alcohol resistentes en cluster. Se confirmé la presencia de Mycobacterium avium
subespecie avium por bacteriologfa y por PCR fue detectada la IS7245 caracteristica de este
agente, no detectando la IS900 correspondiente a Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis. Esto permitié arribar al diagndstico etiolégico, combinando técnicas, de un
caso de enteritis granulomatosa en llamas causado por Mycobacterium avium subespecie avium
con signologfa y lesiones compatibles con paratuberculosis.
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Lama glama with signology and lesion compatible with paratuberculosis and injuries caused
by Mycobacterium avium subspecies avium

Summary

Guanaco, vicuna, alpaca and llama (Lama glama) are also known as Sudamerican camelids
(SC). In Argentina llama was considered non profitable wildlife specie but now it is considered
a mean for surviving because their meat, wool, leather and skin is valuable. SC are suscepti-
ble hosts of mycobacterial infections. A presumptive diagnosis is based on clinical and necropsy
findings and is confirmed with bacterial isolation, molecular identification and
histopathology. The objective of this publication is to describe a clinical case with clinical
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and necropsy findings consistent with paratuberculosis and its laboratory diagnosis in a
captive llama from a zoo garden in Olavarria, Buenos Aires province. During necropsy
granulomatous lesions resembling paratuberculosis in jejunum, ileon and mesenteric lymph
nodes were observed. In direct smears and histopathology acid fast bacilli in clusters were
detected. Mycobacterium avium subespecie avium was confirmed with bacteriology and
the specific probe 1S1245 was detected by PCR, IS900 Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis specific probe was not demonstrated. These allowed confirming the etiology
of a granulomatous enteritis case in llamas caused by Mycobacterium avium subespecie
avium with clinical signs and lesions resembling paratuberculosis.
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Introduccidn

Los camélidos sudamericanos (CS) son ma-
miferos, miembros de la familia Camelidae,
orden Artiodactyla, estrechamente relaciona-
dos entre sf e incluye cuatro especies, guanaco,
vicufia, alpaca y llama (Lama glama
Linnaeus,1758)!. La domesticacién de las lla-
mas data de 5000 afios y en la actualidad se
ha revalorizado su carne porque posee protei-
nas de alto valor nutricional y bajo contenido
en colesterol. La fibra, cueros y pieles se utili-
zan en la fabricacién de indumentaria indus-
trial y artesanal. También se utiliza como mas-
cota, para carga como alternativa turistica sus-
tentable y animal de guardia en los rebanos
para evitar la predacién''2.

En Argentina las llamas que anteriormen-
te eran consideradas fauna se declararon ga-
nado con la inclusién 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 ganaderfa y la agricultura. La existen-
cia en el pafs es de 800.000 CS de los cuales
un tercio son llamas distribuidas en todo el
territorio'’.

Los CS son susceptibles a las enfermeda-
des ocasionadas por micobacterias entre ellas

a la tuberculosis y paratuberculosis'® '® '

, esta
ultima es una enteritis crénica granulomatosa
ocasionada por el Mycobacterium avium

subespecie paratuberculosis. En los rumiantes
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es una de las enfermedades mds frecuentes y
la existencia e importancia de los reservorios
silvestres atin no han sido determinadas®. En
animales no rumiantes se han registrado in-
fecciones naturales y experimentales, entre ellos
los CS'>?? en quienes la edad de presentacién
de los signos clinicos es mds temprana que en
los bovinos'> . El signo primario es la pérdi-
da de peso y en el 10 a 20 % de los casos se
observa diarrea en el estadio final de la enfer-
medad y ocasionalmente hipoproteinemia y
edema intermandibular'?.

En los hallazgos de necropsia se observa en-
grosamiento y corrugamiento de la mucosa del
intestino delgado y colon y aumento de los
linfonodos mesentéricos, infecciones disemina-
das también han sido documentadas en lla-
mas". Una alpaca infectada con Mycobacterium
avium subespecie avium presentd signos clini-
cos y lesiones histoldgicas indistinguibles de
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis,
s6lo diferenciados por la no dependencia a la
micobactina y por PCR".

El diagndstico de micobacteriosis en lla-
mas se realiza por los signos clinicos y los ha-
llazgos de necropsia y se confirma por el culti-
vo bacterioldgico y la histopatologfa, conside-

rados los métodos estdndar'4 "

. Las pruebas
de biologia molecular, seroldgicas y alérgicas
son de valor diagnéstico *. Los resultados de

la aplicacién de las pruebas intradérmicas en
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CS son controvertidos debido a los resultados
falsos positivos y negativos registrados'” 2.

En el diagndstico histopatolégico la de-
teccién de bacilos 4cido alcohol resistentes y
cambios histolégicos son sugestivos, pero no
definitivos de la infeccién con Mycobacterium
avium subespecie paratuberculosis, porque otras
micobacterias causan lesiones similares®. En
llamas si bien no hay una clasificacién defini-
da de las lesiones, como existe en otras espe-
cies®, las mismas se caracterizan por un infil-
trado moderado de macréfagos, linfocitos y
plasmocitos en la ldmina propia, células
epitelioides con citoplasma anfofilico, presen-
cia de bacilos 4cido alcohol resistentes y
linfoadenitis granulomatosa en linfonodos
mesentéricos, también se pueden observar
granulomas multifocales en higado, ttero, ri-
fién y ojos*.

El objetivo de este trabajo es describir un
caso clinico con signos compatibles de
paratuberculosis y el diagnéstico de laborato-
rio en una llama en cautiverio perteneciente a
un zooldgico ubicado en Olavarria, provincia
Buenos Aires.

Materiales y métodos

El ejemplar en estudio fue una llama
(Lama glama) gestante de 7 afos proveniente
del zoolégico «La Mdxima» de la ciudad de
Olavarria, que presenté pérdida de estado pro-
gresivo durante dos meses y diarrea 25 dias
previos a la muerte. Las muestras de intestino
y linfonodos fueron remitidas para bacterio-
logia refrigeradas y para histopatologia en
formol al 10%. El diagndstico bacteriolégico
se realizé mediante tincién de Ziehl-Neelsen
(ZN) y cultivo en medios de Herrold con y
sin micobactina; el histopatolégico con técni-
ca de parafina y coloracién de hematoxilina
eosina (HE) y de ZN. Todas las técnicas se
realizaron siguiendo los procedimientos
estandarizados para micobacterias por la Or-
ganizacién Mundial de Sanidad Animal
(OIE)". Las pruebas realizadas fueron veloci-
dad y temperatura de desarrollo, produccién de
pigmento, catalasa, reduccién de nitritos a ni-
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tratos, ureasa, hidrélisis del Tween y reduccién
del telurito.

A las cepas aisladas e identificadas a-priori
como pertenecientes al complejo Mycobacterium
avium se aplicé la técnica de PCR investigando
la presencia de las secuencias de ADN 1S900
(Mycobacterium avium subespecie paratuber-
culosis) e 1S1245 (Mycobacterium avium
subespecie avium). La extraccién del ADN
gendémico se realizé con cloroformo isoamilico
seglin procedimientos estdndar® y se cuantifi-
c6 mediante espectrofotémetro (Nanodrop
ND-1000). Se realizé PCR sobre los segmen-
tos de insercién 1S900 e 1S1245 siguiendo los
protocolos descritos por Collins y cols.®. Los
productos de la amplificacién fueron sembra-
dos en gel de agarosa al 0,8 % y visualizados
con luz UV (Gel — Doc, Biorad).

Resultados

En la necropsia se observaron atrofia gela-
tinosa del tejido adiposo y lesiones
granulomatosas en yeyuno, fleon y linfonodos
mesentéricos compatibles con paratuberculosis
(Figura 1), sin lesiones aparentes en otros 6r-
ganos. Bacilos 4cido alcohol resistentes en clus-
ter se evidenciaron en los frotis directos de los
6rganos. El aislamiento resulté positivo obte-
niendo el desarrollo de colonias no cromégenas
en los medios de Herrold con y sin
micobactina luego de dos semanas de
incubacién. La cepa aislada presentd colora-
cién de ZN positiva, desarrollo a 25, 37 y
45°C y pruebas bioquimicas compatibles con
Mycobacterium avium subespecie avium. Los
resultados de las mismas fueron catalasa, ni-
trato reductasa, ureasa e hidrélisis del Tween
negativas y reduccion del telurito positiva. En
los cortes histolégicos se observé la presencia
de numerosos bacilos 4cido alcohol resisten-
tes en clusters (Figura 2). La histopatologfa
con HE en intestino demostré edema y acu-
mulacién de células inflamatorias en mucosa
y submucosa con infiltracién de células
epitelioides, macréfagos y linfocitos (Figura 3),
y en linfonodo multiples focos de necrosis con
tejido conectivo incipiente.
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Figura 1. Lesiones macroscépicas. Referencias: Intestino delga-

do y linfonodos de Lama glama

Figura 2. Coloracién de Hematoxilina y Eosina corte histoldgico.

Referencias: Intestino delgado de Lama glama. 40X

Figura 3. Coloracién de Ziehl Neelsen corte histolégico. Refe-

rencias: Intestino delgado de Lama glama. 100 X
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Por PCR fueron detectadas secuencias de
ADN correspondientes a Asp65 presentes en
todas las micobacterias y la secuencia de in-
sercién 1S1245 caracteristica de Mycobacterium
avium subespecie avium, no habiéndose de-
tectado las secuencias de insercién 1S900 co-
rrespondientes a Mycobacterium avium
subespecie paratuberculosis (Figura 4)*'.

1000 pb
750 pb

500 pb

250 pb

Figura 4. PCR /51245 del aislamiento de llama. Calle 1:
marcador peso molecular 1 Kb (Promega). Calle 2: cepa aislada
en medio Herrold con y sin micobactina. Calle 3: control
positivo (M. avium D4 ER). Calle 4: control negativo (M.

tuberculosis)

Discusion y conclusiones

En Sudamérica muchos animales en zoold-
gicos son afectados por diversas infecciones, en-
tre ellas por micobacterias, mientras que en su
hdbitat natural son raramente reportadas, esto
sugiere que bajo condiciones naturales estos ani-
males no son altamente susceptibles a las infec-
ciones micobacterianas. Los CS representan una
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fuente potencial de infeccién zoondtica que han
incrementado su popularidad y tienen estrecho
contacto con los humanos cuando son utiliza-
dos en las caminatas en montana (trekking) como
animales de carga o en zooldgicos'®.

Mycobacterium avium subespecie paratuber-
culosis tiene un rango de huéspedes mucho mds
amplio que el conocido, si el mismo llegara a
presentar ciclos salvajes se dificultarfan adn mds
los programas de control. Pero la infeccién con
Mpycobacterium avium subespecie avium en ru-
miantes es esporddica y como es considerada
una enfermedad poco contagiosa no existen
medidas regulatorias ni de vigilancia epide-
miolégica” .

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 estas especies continda ganan-
do popularidad y ocurrirfan grandes pérdidas
econdmicas si la enfermedad comienza a esta-
blecerse y diseminarse ya que la infeccién en
los CS al igual que en los bovinos puede per-
manecer indetectable durante un prolongado
perfodo™.

Los signos clinicos, las lesiones macro y
microscépicas y la coloracidn positiva de ZN
llevaron al diagnéstico presuntivo de
paratuberculosis. Pero al realizar cultivo,
tipificacién bioquimica y PCR a la cepa aisla-
da se identificé Mycobacterium avium
subespecie avium. Esto demuestra la impor-
tancia de las técnicas bacteriolégicas y de bio-
logfa molecular’, porque en este ejemplar los
signos clinicos y las lesiones micro y
macroscépicas ocasionados por el agente ais-
lado fueron indiferenciables de las causadas
por Mycobacterium avium subespecie paratu-
berculosis. Nuestros hallazgos concuerdan con
los resultados de Lucas y cols. quienes identi-
ficaron M. avium subespecie avium en una al-
paca con lesiones semejantes a paratu-
berculosis®.

El conocimiento sobre el potencial error
diagndstico en estas especies de CS constituye
una alerta que contribuird a la implementacién
de medidas de manejo sanitario adecuadas. El
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control estd basado en dos estrategias sanitarias
que consisten en evitar las fuentes de infeccién
y la vacunacién. Actualmente se estdn desarro-
llando nuevas vacunas" dado que en otras es-
pecies silvestres este método ha presentado re-
sultados promisorios®.

En el presente trabajo se logré arribar al
diagndstico etiolégico, combinando técnicas,
de un caso de enteritis granulomatosa causado
por Mycobacterium avium subespecie avium en
llamas con signologfa y lesiones compatibles
con paratuberculosis. La difusién de este ha-
llazgo evitard errores en el diagndstico clinico e
histopatoldégico de paratuberculosis en CS.

Bibliografia

1 Alvarez Romero, J.; Medellin, R.A. Lama glama vertebrados
superiores exéticos en México, diversidad, distribucion y efectos
potenciales. Instituto de Ecologia.- Universidad Auténoma de
México. Bases de Datos SNIB- CONABIO- Proyecto U020- México
DF. 2005; 1-6

2 Ausubel, EM.; Brent, R.; Kingston, R. E.; Moore, D.D.; Smith, J.
A;; Seidman, J.G. and Struhl, K. 1988. Current protocols in molecular
biology. Greene Publishing Associates, Brooklyn, N. Y.

3 Beard, PM.; Daniels, M.J.; Henderson, D.; Pirie, A.; Rudge, K.;
Buxton, D.; Rhind, S.; Greig, A.; Hutchings, M.R.; McKendrick,
|.; Stevenson, K.; Sharp, J.M. Paratuberculosis infection of non
ruminant wildlife. Scotland J. clin Microbiol 2001; 39 (4): 1517-
1521

4 Belnap, E.B.; Getzy D.M.; Jonson, LW.; Ellis, R.P; Thompson,
G.L.; Shulaw, W.P Mycobacterium paratuberculosis infection in
two llamas. J Am Vet Med Assoc 1994; 294 (11): 1805-1808

5 Clarke, C.J. The Pathology and Pathogenesis of Paratuberculosis
in Ruminants and Other Species. / Comp Path 1997; 116: 217-
261

6 Collins, D.M.; Stephens, D.M.; De Lisle, G.W. Comparison of
polymerase chain reaction tests and faecal culture for detecting
Mycobacterium paratuberculosis in bovine faeces. Vet Microbiol
1993; 36 (3-4): 289-99

63



7. Corner, L.A.L. The role of wild animal populations in the
epidemiology of tuberculosis in domestics animals: How to
assess the risk. Vet Microbiol 2006;112: 303-312

8. Corpa, J.M.; Garrido, J.; Garcia Martin, J.F; Pérez, V.. Classification
of Lesions Observed in Natural Cases of Paratuberculosis in
Goats. J. Comp. Path. 2000; 122: 255-265

9. Cousins, D.V.; Williams, S.N.; Hope, A.; Eamens, G.J. DNA
fingerprinting of Australian isolates of Mycobacterium avium
subespecie paratuberculosis using IS900 RFLP. Aust Vet J. 2000;
78(3): 184-190

10. Feizabadi, M.M.; Robertson, I.D.; Hope, A.; Cousins, D.V;
Hampson, D.J. Differentiation of Australian isolates of
Mycobacterium paratuberculosis using pulsed-field gel
electrophoresis. Aust Vet J 1997; 75(12): 887-889

11. Fidanza, |.; Casas, J.C. En la tierra de la llama. El Federal
2005; Afio 2 (76): 26-37

12. Findlay, G.; Newth, R. Submission by BLAA and Causal to the
Royal Society Inquiry into Infectious Diseases in Livestock.
British Llama & alpaca Association. Appendix SAC-2, 2001; 8-9

13. Harris, N.B.; Barletta, R.G. Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis in Veterinary Medicine. Clin Microbiol Reviews
2001; 14 (3): 489-512

14. Kramsky, J.A.; Miller, D.S.; Hope, A.; Collins, M.T. Modification
of a bovine ELISA to detect camelid antibodies to Mycobacterium
paratuberculosis. Vet Microbiol 2000; 77: 333-337

15. Lucas, J.N.; Cousins, D.V; Mills, AJ.; Van Wijk, J.G.A. Identification
of Mycobacterium avium subespecie avium in an alpaca with
lesions resembling paratuberculosis. Aust Vet J 2003; 81(9): 567-
569

64

16. Oevermann, A.; Pfyffer, G.E.; Zanolari, P; Meylan, M.; Robert, N.
Generalizad tuberculosis in Llamas (Lama glama) Due to
Mycobacterium microti. J Clin Microbiol 2004 42 (4): 1818-1821

17. Organizacion Mundial de Sanidad Animal. Manual of diagnostic
test and vaccines for terrestrial animals. Chapter 2. 2. 6.
Paratuberculosis Johne s disease. 5" Edition. 2004. En: http://
www.oie.int/esp/normes/mmanual/pdf_es/
2.2.06_paratuberculosis.pdf

18. Ridge, S.E.; Harkin, J.T; Barman, R.T.; Mellor, A.M.; Larsen,
JW. Johne s disease in alpacas (Lama pacos) in Australia. Aust
Vet  1995; 72 (4): 150-153

19. Stehman, S.M. Paratuberculosis in small ruminants, deer, and
South American Camelids. Vet Clin North Am Food Anim Pract
1996; 12 (2): 441-455

20. Stevens, J.B.; Thoen, C.; Rohonezy, E.B.; Tessaro, S.; Kelly,
H.A.; Duncan, J.R. The Immunological Response of Llamas
(Lama glama) Following Experimental Infection with
Mycobacterium bovis. Can J Vet Res 1998; 62: 102-109

21. Telenti, A.; Marchesi, F; Balz, M.; Bally, F; Bottger, E.; Bodmer, T.
Rapid identification of mycobacteria to the species level by
polymerase chain reaction and restriction enzyme analysis. J Clin
Microbiol 1993; 31:175-178

22. Williams, E.S.; Zinder, S.P; Martin, K L. Pathology of Spontaneous
and Experimental Infection of North American Wild Ruminants
with Mycobacterium paratuberculosis. Vet Pathol 1983, 20: 274-
291

InVet. 2008, 10(1): 59-64
ISSN(papel): 1514-6634
ISSN (on line) 1668-3498





