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Summary

Clinical ,morphopathological, microbiological and epizootiological
aspects of 35 outbreaks of caprine paratuberculosis are described. The
disease was characterized by a chronic evolution, mild anorexia, cachexy,
drops in milk production and diarrhoea in severe cases. The diagnosis
was based on hlstophatholog1ca1 picture, bacterioscopy and isolation of
Mycobacterium paratuberculosis. 32 strains of this bacteria were isola-
ted. These findings suggest that paratuberculosis is one disease very
significant in caprine populatlon of Grauada, Mdlaga and other provinces
of Spain southern.
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Resumen

Se describen aspectos clinicos, morfolégicos, microbiolégicos vy
epizootialégicos de 35 brotes de paratuberculosis caprina. La enfermedad
'se caracterizé por una evolucién crénica, ligera anorexia, caquexia,
descenso en la produccién léctea y diarrea en los casos graves. El diag-
néstico estuvo fundamentado en el cuadro histopatolégico, la bacteriosco-
pia y el aislamiento de Mycobacterium paratuberculosis. Hemos aislado
32 cepas de esta bacteria. Todo hace sugerir que la paratuberculosis
es una enfermedad muy extendida en la poblacién caprina de Granada, M4la-
ga y otras provincias de Espafia meridional.

Introduccion

La paratuberculosis ha merecido la catalogacién (Worthingtmg 5))
de "Enfermedad de importancia naciente". La profusién de trabajos extran-
jeros consagrados a la enfermedad de Johne contrasta con la escasa aten-
cién de que ha sido objeto en Espafia. Salvo un pretérito estudio (Roca

sobre paratuberculosis bovina, en Huesca, su existencia ha sido comu-
nicada sélo en el transcurso del (ltimo decenio, en ovinos en las provin-
cias de Leén (Aller et al.l L Ferndndez y Gredilla %) Ferndndez y Aller
5) y Zaragoza (Badi&fé-gi 31.2 )s y en cabras (Garrido y Leén 6)), en
Granada, Malaga y Cérdoba.

Por las graves consecuencias para la importante poblacién caprina
de Espafia, que pueden derivarse de la infeccién por Mycobacterium paratu-
berculosis (MP), hemos dirigido nuestra atencién a la deteccién de focos
clinicos de paratuberculosis, en el ganado caprim de varias provincias

de Espafia meridional.

Material y métodos

De cada brote clinico hemos dispuesto al menos de yn animal eerrmo.
Para aieverar el diagnéstico (Goudswaard 9 » Juliédn d Larsen1 3 y Mer-
)

6 . oy C .
kal 1 se combinaron los andlisis microbiolégicos, tendentes al aisla-

miento e identificacién de MP, con los anatomo e histopatoldgicos.

Tras el examen post mortem llevamos a cabo una recogida sistemdtica
de diferentes tramos de intestino delgado y principio del grueso, la
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vélvula ileocecal y ganglios linféticos de las redes mesentérica e ileo-
cecal. Se trataron siguiendo las técnicas tintoriales de hematoxilina-
eosina, Ziehl-Neelsen (ZN) y auramina (bacto-TB fluorescent Stain Set-
Difco). A partir de material rico en micobacterias procedimos a su aisla-
miento previa maceracién, tripsinizacién y descontaminacién (Merkal et
alA.ls(i ) con cloruro de benzalconio. Las siembras fueron hechas en el
%g?io- de Smith (Smith 21) ) adicionado de micobactina (Merkal et al.

), suero bovino, penicilina, cloranfenicol y actidiona; el periodo
de incubacidén lo fijamos en un miximo de &4 meses, a 372 C.

Para el mantenimiento y la multiplicacién de las cepas de MP henmos
empleado el medio de Watson-Reid con .micobactina. En la identificacién
microbiolégica (Thorel vy Valegte2 ’23),) han sﬁdo\investigados los si-
guientes caracteres (Boisvert®’ , Sebald et al20 , ¥y Tison y Carbonelle
24)): exigencia en micobactina, morfologgz colonial, velocidad de creci-
miento, pigmentacién, produccidn de catalasa, sintesis de niacina, resis-
tencia a la hidracida del 4cido tiofenil-2 carboxilico (HTC), reduccién
de nitratos, produccién de ureasa, hidrélisos del Tween 80 y produccién
de beta-glucosidasa.

En cada foco clinico se recopilaron datos relativos a la evolucidn
individual y colectiva de la enfermedad, aptitud productiva racial, esta-
do sanitario, alimentacidn, pH y fésforo del suelo y otros.

Resultados

La paratuberculosis ha evolucionado clinicamente de manera insidio-
sa, siguiendo un curso tipicamente crénico, de prondstico grave. La dira-
cién media de la enfermedad ha sido muy imprecisa: oscilé entre uno y
cinco meses. Durante un perfodo inicial la sintomatologia es muy poco
expresiva -fiebre moderada, cierto grado de anorexia, delgadez- y hemos
constatado recuperaciones y recidivas. Pero coincidiendo generalmente
con determinantes propatdgenos de muy diversa naturaleza -gestacién,
sobre todo si conduce a partos miltiples; intensa lactacién; penuria
nutricional; enfermedades crénicas inmunodepresoras, y otras- se instau-
ra un estado de caquexia con marcada disminucién de la produccidn léactea.
En algunos enfermos tiene lugar la emisién de heces diarreicas, de con-
sistencia pastosa, que han sido signo inequivoco de pronéstico fatal.

Dentro de un cuadro generalizado de emaciacidn muscular y de atro-
fia serosa, las alteraciones anatémicas se han concentrado en el tracto
intestinal, el mesenterio y sus ganglios linfaticos regionales. Los plie-
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gues mesentéricos, que aparecen bafiados por liquido ascitico, estén en-
grosados y sostienenuna red linfética en:estasis. La reaccién hiperplési-
ca y edematosa de la pared entérica no es visible externamente, pero
se plasma en engrosamiento y corrugacién de una mucosa de tonalidad p4li- -
da, cubierta por un exudado sero-mucoso, aunque no es muy frecuente que
tan sélo exista ligero engrosamiento y catarro mucoso. La corrugacién
es muy patente sobre todo en el ileon; a veces, también, en yeyuno y
primeras porciones del ciego, si bien estos tramos pueden estar simple-
mente engrosados. La vélvula ileocecal ha sido asiento frecuente de reac-
ciones necréticas. Los ganglios linfdticos mesentéricos e ileocecales
se muestran agrandados y tumefactos.

En el plano histolégico (figura 1), las lesiones mas relevantes
se han observado en las capas propia y submucosa del intestino, con in-
filtracién difusa y desorganizada de abundantes células epitelioides,
linfocitos, células plasmdticas y, en escaso nlmero, eosinéfilos. El
citoplasma de los macréfagos suele aparecer con abundantes bacilos fluo-
rescentes y 4cido-resistentes de 1-2 ym. Coincide tal reaccién granuloma-
tosa con el ensanchamineto de las vellosidades intestinales y con atrofia
de las glandulas ubicadas en la submucosa.

La red linfdticaque se extiende entre el intestino y los ganglios
linfaticos regionales, y en especial los vasosde mediano y pequefio calibre,
muestra una notable replecién y la presencia, endo y perivascular, de
células epitelioides y linfocitos. Hay intensa infiltracién edematosa
tanto en la submucosa, muscular de la mucosa y, sobre todo, en la serosa
entérica, como por todo el tejido ganglionar; y con patencia, en su seno
marginal. La linfadenitis paratuberculosa, ademis, se ha caracterizado
por cierto grado de activacién de las células reticulares y por el esta-
blecimiento sistemdtico de focos granulomatosos que se distribuyen sin
distincién de estructuras, si bien abundan en la sustancia cortical més
préxima a la cédpsula. Es frecuente hallar macréfagos en la red sinusal.
Otras connotaciones histopatoldgicas son la presencia de focos granuloma-
tosos en los parénquimas hepdtico e incluso renal.

Hemos aislado las cepas de Mycobacterium paratuberculosis responsa-
bles especificas de 32 brotes de enfermedad de Johne, en cabras. La pro-
liferacién de micobacterias y su posterior aislamiento no han estado
sistemdticamente correlacionados con la intensidad de las alteraciones
morfolégicas en la mucosa entérica. Con frecuencia hemos constatado
abundancia de MP en intestinos afectados sélo por una ligera reaccién
proliferativa, y viceversa, pero, en todos los casos, Ileon, yeyuno y
valvula ileocecal han soportado la infeccién mds intensa, sequidos de

A
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la mucosa cecal y los ganglios linfdticos mesentéricos. Siete, entre
cuarenta cabras enfermas sometidas a un estudio analitico completo,
resultaron negativas en los intentos de aislamiento. Se trata de enfermos
en periodo clinico de estado, con alteraciones manifiestas -corrugacio-
nes- en la pared intestinal e intensa linfadenitis, pero con una reducida
presencia de micobacterias.

El periodo de incubacién correspondiente al primoaislamiento se
ha situado con un rango de 7 a 12 semanas. Todas las cepas (tabla I)
crecen en colonias rugosas, no pigmentadas; no producen niacina, ureasa
ni beta-glucosidasa y tampoco reducen los nitratos; elaboran catalasa,
resisten a HTC y poseen una capacidad variable de hidrelisar Tween 80:
3 cepas, positivas; 14 cepas, dudosas; y 15 cepas, negativas.

Hemos localizado 35 focos de paratuberculosis caprina en 8 provin-
cias de Espafia meridional (tabla II): Granada, 19 focos; Méalaga, 9; Mur-
cia, 2; y un sélo foco en Jaén, Cérdoba, Sevilla, C4diz y Ciudad Real.

La incidencia clinica de la paratuberculosis, referida a cuadros
caquectizantes, seguida o no de muerte, se ha visto influenciada por
diversos factores propatégenos: alimentacién, condiciones climiticas
y edéficas y concurrencia de otras enfermedades, principalmente. En la
mayor parte de las explotaciones caprinas estudiadas, mantenidas bajo
un régimen predominantemente extensivo, se comprueba un periodo estacio-
nal de subalimentacidn, correlacionada con la penuria en cobertura herbé-
cea estivo-otofial,* especialmente intensa en las zonas semidridas y de
monte (Murcia, Ciudad Real, M4laga y parte de Granada), y muy pronunciado
durante el periodo de sequia iniciado en 1980. El efecto de la subnutri-
cién se deja sentir menos en las explotaciones con un fuerte componente
intensivo. ’

El fésforo, como elemento constitutivo de la dieta, ha estado a
niveles carenciales en la casi totalidad de los colectivos. Muestras
de suelo tomadas en Yecla (Murcia), Campillo, Antequera (comarca Norte)
y Almogia (comarca Centro-Sur), en M4dlaga; Alhama de Granada, Zafarraya,
Escuzar (comarca de Alhama), Cortes de Baza (comarca de Baza) y Huescar
(comarca de Huescar), en la provincia de Granada, eran muy pobres en
fésforo (menos de 10 mg de P por 100 g de suelo). Tierras pobres en fés-
foro (entre 10 y 20 mg de P) las encontramos en Gerena (Sevilla), Algodo-
nales (C4diz); Casabermeja y Villanueva de la Concepcién (comarca Centro-
Sur) y Torrox (comarca de Vélez Milaga), en la provincia de Milaga; Pér-
tugos (comarca de las Alpujarras), Loja, Huétor-T4jar y Chauchina (comar-
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ca de la Vega), Pifar, Montegicar (comarca de Iznalloz), Darro y Guadix
(comarca de Guadix), en la provincia de Granada; Huelma (Jaén) y Baena
(Cérdoba). Las muestras restantes correspondian a tierras moderadamente
dotadas de fésforo (20 a 30 mg): Maracena, Albolote (comarca de la Vega),
Benalda de la Villa y Torre Capdela (comarca de Iznalloz), en 1a provin-
cia de Granada; Vélez Mélaga (M&laga) y Piedrabuena (Ciudad Real). Tan
sélo tres explotaciones, de las 29 ubicadas en terrenos muy pobres a
pobres en fésforo, y dos de las restantes, tenfan corregida la dieta
mineral.

Como enfermedades crénicas consuntivas observamos parasitosis inten-
sas (Higestivas, respiratorias y/o hepdticas) en 26 rebafios; piobacilo-
sis—pseudotuberculosis,en 19 rebafios.

La incidencia anual varid entre 3 p.100, en condiciones aceptables
sanitarias, de manejo y alimenticias, y 35 p-100 en explotaciones subalj-
mentadas, con pseudotuberculosis, intensamente parasitadas y bajo condi-
ciopes zootécnicas pésimas.

Discusién

La paratuberculosis constituye uno de 1los principales dominantes
gatolégicos de la es?ecie capri?z (Goudfwaard 8.9, ;.Ha}akeyama et al.
1); Julianlz), Leontides et al. sy Mohiyudden y Malaki , Namakatsu et
al.l8 , Ncrthingtonzs),‘YaI;i;—y Des Francs?/ ),por el caricter irreversi
ETe, tanto de la infeccién como de 1la enfehmedad, su evolucién marcada—
mente crénica y enzodtica, la improductividad de los enfermos, el coste
elevado de los programas de control y erradicacidn, asi como su enmasca-
ramiento con otras enfermedades crénicas consuntivas. Se precisan estu-
dios geogréficos en masa. Pero de acuerdo con nuestras observaciones,
iniciadas en 1978 (Garrido y Leén ), todo parece indicar que existe
una considerable difusién de la paratuberculosis caprina en las provin-
cias meridionales de Espafia. La incidencia de 1la enfermedad estd condi-
cionada, en gran medida, a deficiencias en 1la alimentacién durante los
- periodos estacionales de sequia (muy marcados en las zonas semidridas
y de monte), a la carencia de fésforo asimilable en e] suelo‘(Fouquet
y Delauney6 ) y de otros factores de cardcter higiénico, sanitario y
nutricional.

El sindrome, conocido en 4mbitos ganaderos como "cabra seca, apare-
ce adscrito a distintas entidades nosolégicas que en ocasiones pueden
ser concurrentes: parasitosis crénicas, infecciones por Corynebacterium

CC. Pseudotuberculosis, C. pyogenes), tuberculosis y paratuberculosis,
entre otras. Se hace, pues, imprescindible, para definir un foco de en-—
fermedad de Johne, 1a investigacién histopatolégica y el1 islamiento
e identificacién de Mycobacteriunm paratuberculosis (Larsen y Merkal

et El.ls)y Merkallﬁ)).
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Las cepas caprinas de MP que hemos estudiado han desarrollado wun
comportamiento cultural y bioquimico parejo y coincidente con las obser-
vaciones de Thorel y Valette 22:23) ) en cuanto a ser de crecimiento muy
lento, con exigencia de micobactina, y dar colonias rugosas carentes
de pigmento. Siempre reaccionan negativamente a las pruebas de ureasa,
reduccién de nitratos, niacina y beta-glucosidasa; positivamente, a
la prueba de catalasa, y resisten frente a la hidracida del 4cido tiofe-
nil 2-carboxilico. En cambio resulta variable (positiva, dudosa o negati-
va) su capacidad de hidrolizar Twenn 80.

Tabla I. Reacciones culturales y bioquimicas de 32 cepas de Mycobacteriunm
paratuberculosis.

Cepas positivas
nimero porcentaje

Crecimiento en ausencia de micobactina 0 0
Colonias rugosas 32 100
Produccién de pigmento 0 0
Ureasa 0 - 0-
Red&ccién de nitratos , 0 0
Niacina 0 0
Catalasa 32 100
Beta-glucosidasa 0 0
Hidrélisis del Tween

Reaccidn positiva neta 3 913

Reaccidén dudosa 14 4317
Resistencia a la hidracida del 4cido
tiofenil-2-carboxilico (HTC) 32 100
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Figura 1. (A). Hiperpasia de las vellosidades intestinales, con acorta-

miento y ensanche, por efecto de la infiltracién celular en la lémina
propia. H & E. 1,2 mm. (B): Descamacién del epitelio e infiltrado de
células epitelioides, linfocitos y células plasmiticas, en la léamina
propia del intestino delgado. H & G. 5 um. (C): Edema e infiltrado de
células epitelioides y granuloma en la sustancia cortical de ganglio
linfético. H & E. 0'5 um. (D): Masas de bacilos 4cido-resistentes en
improntas de mucosa intestinal, Z-N 12'5 um. (E): Foco intralobulillar,
de células epitelioides y linfocitos; ligera tumefaccién turbia en los
hepatocitos. H & E. 3'lum. (F): Agrupaciones de bacilos 4cido-resisten-
tes en el citoplasma de células epitelioides, en la mucosa intestinal.
Z-N 1215 wn.

~-10-
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Figura 1. (Continuacién: C, D, E y F).
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