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ESTUDIC EPIDEMIOLOGICO DE LA PARATUBERCULOSIS EN LA
PROVINCIA DE SEGOVIA

I.INTRODUCCION
I.1. IMPORTANCIA Y SITUACION ACTUAL DEL PROBLEMA.

Debido a los avances sanitarios en la producciodon ovina
acompanados de otros progresos en los campos de la
alimentacion y la reprcoduccidén, se ha conseguido en los
ultimos anos un aumento sustancial de la rentabilidad en esta
especie. Paralelamente, se ha producido una disminucidn en
ila incidencia clinica de las enfermedades agudas de origen
infeccioso y/o parasitario, asi los procesos patoldgicos de
curso cronico se estan convirtiendo en la principal causa de
pérdidas econdmicas.

En las explotaciones de tipo intensivo y semiintensivo
las afecciones de tipo crdnico han pasado a ocupar el primerxr
lugar en cuanto a corigen de bajas, ocasiconando, ademas una
notable disminucidn de la produccién. En la actualidad, el
control de enfermedades como la Paratuberculosis (objeto gue

nos ocupa), el Visna-Maedi, la Adenomatosis pulmonar, la
Pseudotuberculosis, algunas intoxicacicnes y distintas
enfermedades parasitarias como la Dicroceliosis, la

Hidatidosis o la Fasciolosis, supone uno de los puntos clave
para aumentar la rentabilidad del grupo.

En general, la aparicion tardia, desde el punto de vista
clinico, v el curso lento e insidioso de estos procesos hacen
gue se genere una gran disminucidén de la capacidad productiva
del animal a medio plazo. Esta problematica suele ocasionar
un numero considerable de bajas, tanto en ganado ovinc de
cualguier tipo de produccién como en ganado caprino, donde
ademas, se podrian incluir otras enfermedades como la
Tuberculosis y la Artritis-encefalitis.



No parece exagerado afirmar gque todas ellas constituyen
en la actualidad, el principal escollo para garantizar el
rendimiento econdmico de una explotacién.

Otros factores sobre los que evidentemente van a influir
conciernen a las transaccliones y circulacioén de animales
vivos. En concreto y para Paratuberculosis, la legislaciédn
vigente exige un certificado de exencion de la misma, para
aquel ganado que vaya a concurrir a concursos o subastas (OM
17 Marzo 1988, BOE 22 Marzo 1988).

Debido a las caracteristicas propias de estas
enfermedades, los tratamientos cuando existen, tienen pocas
probabilidades de ser administrados vya qgue resultan
antiecondmicos. Por otro lado, la vacunacidn no garantiza la
eliminacidén de la infeccién de un rebano. Todo ello genera
un gran cantidad de animales portadores, enfermos croénicos
Y subclinicos con altas tasas de eliminacidn de
microorganismos, lo que dificulta aun mas la eliminacidn de
estos procesos {Lopez, 1989, Juste, 1990c).

Para el control de las enfermedades de tipo crénico han
de realizarse campanas de saneamiento, empleando métodos
diagnosticos eficaces. Este hecho no es siempre posible, va
que para algunas de estas enfermedades aun no estan
plenamente conseguidos. Entre ellas se encontraria la
Paratuberculosis (Juste y col. 1989, Merkal, 1989, Ordas y
col 1989).

Aun mas, el planteamiento de una posible politica de
erradicacidn parece inviable dados, el costo econdmico que
ello supondria y las cifras de prevalenclia e incidencia de
la enfermedad en nuestro pais (Garrido, 1987, Collins y col.
1991).



Quiza la manera mas viable de intervencidén para
garantizar la supervivencia econdmica de los rebafios, seria
intentar disminuir la incidencia clinica de la enfermedad vy
combinar programas de higiene rigurosa y métodos de
produccicén adecuados. La disminucion de las posibilidades de
contagio, el sacrificio de los animales afectados o
sospechosos, 1la vacunacidn y unos adecuados wmétodos de
deteccion son la clave para ello (Jorgensen, 1983 y 1987,
Compaire y col. 1986, Tejedor, 1986, Aduriz y col. 1989,
Molina y col. 1990a, Mendez y col. 1991).

La situacion actual de la enfermedad en nuestro pais,
desde el punto de vista estadistico, es poco conocida. Los
datos clinicos en cuanto a frecuencia de presentacidén son
escasos. En algunas autonomias se han realizado estudios
sobre rebanhos afectados para estimar el numero de animales
afectados, la presentacidn de lesiones macro Yy microscoépicas
o bien establecer las cifras de prevalencia mediante
serologia. Los resultados de gque se dispone son muy
heterogeneos, oscilando entre un 14,08% de incidencia
(Fuentes, 1988c) para el casc de la zona central y un 0% para
el caso de Canarias (Lecn y col. 1984, Badiola y col. 1986
y 1988, Guijarro y col 1989, Perea y col. 1990a).

La enfermedad ha sido puesta de manifiesto en Aragdn,
Cataluna, Extremadura, Castilla-Ledn, Castilla la Mancha,
Baleares, Madrid, Andalucia y Cantabria (Conclusiones II
Reunién sobre Paratuberculosis en Espana, Derio, 1987), sin
embargo los datos de distribucidn de vacuna facilitados por
el M.A.P.A. (tabla n¢ 1) indican su extensidén por todo el
territorio nacional con la excepcidn de Canarias.

Nuestro ejercicio de la profesidén veterinaria como
clinico en la provincia de Segovia, fundamentalmente la zona
Centro-Norte, nos sugeria una amplia implantacion de esta
enfermedad. Al mismo tiempo, y a partir de leos datos del
M.A.P.A. acerca de la distribucidén de dosis vacunales frente
a la Paratuberculosis de pequenos rumiantes, observamos que
la comunidad autdnoma de Castilla y Ledn era una de las mas



demandaba este tipo de productos en relacién al numero de

efectivaos censados.

el problema.

Por todo ello,

TABLA n°®

nos decidimes a estudiar

VACUNA DISTRIBUIDA EN EL QUINQUENIO 1987-91 POR CC.AA. EN
RELACION A SU CENSO (1989)

COMUNIDAD AUTONOMA

DOSIS/1000 CARBEZAS

e —

1. ANDALUCIA 11.13
2.- ARAGON 4.37
3.- ASTURIAS 25.02
4. BALEARES 24 .06
5. CANARIAS 0
6. CANTABRIA 8!
7. CASTILLA TA MANCHA 33.43
8.- CASTILLA Y LEON 31.20
9.- CATALURA 7.33
10.- EXTREMADURA 16 .47
11.- GALICIA 10.13
12.- MADRID 24.78
13.- MURCIA 21.37
14. NAVAREA 17.83
15 RIOJA 5.49%9
14. VALENCIA 0
17 PATS VASCO 1.4
MEDIA NACIONAL 1%.51
FUENTE: Elaboracidn propia a partir de datos del M.A.P . A.




I.2. ENFERMEDAD DE JOHNE O PARATUBERCULOSIS.

La Paratuberculosis ovina (PTBC) también se denomina
enfermedad de Johne. Se trata de una enteritis granulomatosa
de curso cronico causada por Mycobacterium paratuberculosis
6 Mycobacterium johnei. El proceso afecta a los rumiantes y
en el caso del ganado ovino a animales de mas de un afo de
edad.

Se caracteriza por una disminucidén manifiesta de la
capacidad productiva gque se 1induce por un proceso de
malabsorcidn nutritiva a nivel intestinal. Esta malabsorcidn
finalmente conduce por movilizaclion de todas las reservas
organicas a un estado de caquexia.

Durante el curso de la enfermedad existe un
adelgazamiento paulatino y la aparicioén de edemas sobre todo
en la region submaxilar y pectoral asi como ascitis debido
a un trastorno circulatorio.

En algunos casos, cursa con diarrea y este signo suele
orientar hacia un prondstico mas desfavorable aun. No suelen
existir sintomas generales como elevacion de temperatura, ni
disminucion del apetito, sin embargoe las mucosas estan
anormalmente palidas y puede aparecer caida de lana (Timoney
y col. eds.1988).

I.3. ANTECEDENTES HISTORICOS.

La primera referencia de un proceso de enteritis crdnica
en ganado bovino fue realizada en Francia por Hutrel
D’Arboual en 1826. En Inglaterra en 1831 Farrow y Cartwrigth
describen un episodio de enfermedad crénica cagquectizante,
también en ganado bovino, y Bang en 1875 otro proceso crénico
intermitente utilizando ya para su diagnéstico un método de
tincién de la mucosa intestinal. Sin embargo, hasta el afo
1895 no se puso de manifiesto que este proceso era una
enfermedad diferente de la Tuberculosis.
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Fueron Jochne y Frothingham quienes establecieron esta
conclusion, al observar la presencia de bacterias acido
alcohol resistentes en muestras procedentes de un bovino
enfermo y enviandoselas asi mismo a Koch para conocer su
opinién. Koch estimdé también que se trataba de un proceso
distinto al de la Tuberculosis eliminandose asi el concepto
existente hasta entonces, de clasificacién como otra forma
clinica de esta ultima enfermedad.

Bang en 1905 reproduce experimentalmente la enfermedad
en animales de laboratorioc y ganado vacuno administrando por
via oral trozos de mucosa intestinal procedente de animales
enfermos y sugiere el nombre de Paratuberculosis.

Twort e Ingram en 1913 logran cultivar el agente en el
laboratorio utilizando un medioc sélido a base de huevo al gque
anaden glicerina y bacilos tuberculosos muertos.

En ganado ovino, la primera descripcidn corresponde a
vukovic en 1908, sin embargo aparte de estas dos especies
existen descripciones de la enfermedad en otros rumiantes.
McFadyean en ciervos en 1907 y McFadyean y Sheather en cabras
en 1916. Posteriormente, se determinod su presencia en otras
especies silvestres (Riemann y col. 1979.

En la especie humana se han descrito aislamientos de
bacterias micobactin dependiente a partir de pacientes con
la enfermedad de Crohn, sin gque su significacién
epidemiologica haya sido clarificada (Thayer y cols. 1983}).

En algunos paises con gran tradicion ganadera ovina como
es el caso de Australia, la notificacion de la presencia de
esta enfermedad en rebanfos comerciales es relativamente
reciente, aunque ya habia sido descrita previamente en
caprino (Lenghaus y col. 1977, Seaman y col. 1984).

En Espaha Roca-Soler describid por primera vez el
proceso en 1935 en ganadeo vacuno. Sin embargo, para el ovino
no se describe hasta 1973 por Aller y cols.. Por otro lado,
en 1978 Garrido y Ledn notifican la presencia de algunos
focos en el surceste de la peninsula en ganado caprino.



I.4.- ETIOLOGIA

I.4.1.- LAS MICOBACTERIAS

Etimoldgicamente el término micobacteria procede de:
myces= hongo y bakterion = pequeno bastdn, gueriendo
significar Dbacterias semejantes a los hongos. Las
micobacterias se encuentran incluidas dentreo del Orden
ACTINOMICETALES dentro de la Familia MYCOBACTERIACEAE, que
posee un unico género MYCOBACTERIUM. Estos microrganhismos
miden aproximadamente 0.2-0.6 =~ 1-10 u Yy pueden organizarse
n forma de filamentos o seudomicelic (Goodfellow y col.1984,
Sneath vy ceol. 1986).

Se consideran Gram positivas si bien no se tinen
estrictamente mediante este metodo, incluso algunos autores
encuentran una mayor semejanza entre la estructura de su
pared v la de los Gram negativos (Rastogi y col. 1990).

Son aerobias, 1inméviles y no forman esporas, ni
conidios, ni hifas. Tampoco poseen capsula y son fuertemente
Acido~resistentes. Por otro lado, resultan escasamente
sensibles frente a la accidén de la mayor parte de los
antibioticos. En contraste, algunas cepas de M. avium se
comportan como sensibles a la Penicilina (Hawkins, 1984).

Presentan forma bacilar recta o algo curvada. Este
grupo, incluye parasitos obligados, saprofitos y formas
intermedias (Sneath 1986).

Su gran resistencia a factores externos ambientales,
entre los que destaca la Aacido-alcohol resistencia y la
resistencia a los farmacos convencicnales frente a 1las
eubacteriales, se debe a su gruesa pared lipidica. En la
composicion de esta pared el 60% estda representadc por
sustancias de tipo lipidico, e incluye acidos micédlicos y sus
ésteres con largas cadenas ramificadas. Los ésteres de estos
acidos micoélicos se caracterizan por ser insclubles en
etanol, y su estructura resulta mas compleja que los



integrantes de los géneros Nocardia, Corynebacterium o
Rhodococcus, con quienes se encuentran relacionadas (Petit
y col. 1984).

Su tiempo de generaciodn es de 2 a mas de 24 horas, con
lo gue en un medic de cultive <dptimo aparecen colonias
visibles desde 2 dias en los mejores casos, a 8 semanas o
mas. Esta caracteristica se utiliza para dividir
taxondmicamente las especies de este dgénero en dos grupos:
las micobacterias de crecimiento rdpido en las que la
formacidn de cclonlas se produce en menos de una semana; vy
las de crecimiento lento, que tardan mds de una semana en
producir colonias (Wayne, L.G. 1984).

Mediante técnicas de homologia del DNA se han
diferenciado también dos grupos de especies que, salvo
excepciones, coincide con la anterior division fenotipica en
funcion del periodo de crecimiento. También, segun el
porcentaje molar de los nucledtidos Guanina-Citosina, ha
descrita una distribucidn bimodal que no se corresponde con
la divisién fenotipica anteriormente citada (Hurley y col.
1988, Rogall y col 1990a).

Los medios de cultivo sintéticos suelen utilizar
aminodcidos como fuente de nitrdégeno y glicerol comc fuente
de carbono, ademds de sales minerales, si bien se utilizan
mucho medios con huevo (entero o yema) o suero (Ratledge, C.
1984) .

La temperatura optima de crecimiento oscila segun las
especies entre los 30 y los 45°C. Algunas de ellas para su
cultivo requieren suplementos de forma imprescindible, como
la hemina, la micobactina u otros transportadores del hierro.
En contraste, el Mycobacterium leprae, agente productor de
la lepra humana, aun no ha podido ser cultivado en un medio
sintetico (Segal, W. 1984).
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A fin de captar el hierro del medio externo y gque pueda
atravesar la pared celular, las micobacterias elaboran
diversas sustancias denominadas "sideréforos'". Intervienen
en la captacidn y el transporte extracelular del hierro y el
transporte a través de la pared (Ratledge, C. 1984).

Las micobacterias son resistentes a la mayoria de los
antibidticos de uso comun, excepto a la estreptomicina y la
rifampicina. Los farmacos empleados frente a ellas
(cicloserina, etambutol, isoniazida,...) son muy especificos
Yy poseen escasa acciodn inhibitoria frente a otras especies
de micobacterias (Hawkins, J.E. 1984).

I.4.2.- Mycobacterium paratuberculosis (Bergey & col.
1923).

Es el agente causal de la enfermedad que nos ocupa y
también se denomina Mycobacterium johnei. Entre sus
caracteristicas mas destacables se encuentran la de ser acido
alcohecl resistente, poseer un tamano aproximado de 1-2 u de
longitud por 0.5 u de anchura y presentar una gruesa pared
lipidica, semejante a las del resto de las micobacterias.
Empleando el método de tincion de Ziehl-Neelsen suele
adquirir una coloracidén uniforme, aungque a veces pueden
observarse formas alargadas con fragmentos sin tenir. Asi
mismo, suelen aparecer agrupados formando "nidos" sobre todo
en las preparaciones a partir de material patoldégico (Timoney
y col. 1988)

Posee una gran resistencia en el medio ambiente vy
pertenece al grupo de las micobacterias de crecimiento lento
con requerimientos especiales.
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I.4l2.1.- CULTIVO

La principal necesidad para el crecimiento de este
microorganismo, es la presencia de micobactina en el medio
para su primo—-aislamiento.

Las Micobactinas son compuestos liposolubles, que
generan las miccbacterias para el transporte del hierro a
través de la pared celular. Otros agentes dgquelantes del
hierro como el Acido salicilico o© las exoquelinas son
hidrosolubles, y pueden captar hierro a partir del medio
transfiriéndolo a las micobactinas. Estas ultimas, de mayor
poder guelante, 1lo liberan al interior celular donde
enzimaticamente (dxido-reductasa-ferrimicobactina (NADPH))
ese transformado de ferrico insolubkle a ferroso soluble.
Algunos de los siderdforos citados no pueden ser utilizados
por distintas especies de micobacterias (Merkal y col. 1981,
McCullough y col. 1982, Ratledge, C., 1984).

La caracteristica de la micobactin-dependencia puede
perderse mediante pases sucesivos en medios sintéticos (como

el de Watscon-Reid pH 5.5), o con la adicidén de citrato
amonico feérrico (1%) (Merkal y col., 1982).
I.4.2.2.- IDENTIFICACION

El lento degarrollo y la necesidad de micobactina no
resultan en la actualidad insuficientes para una
identificacion de especie. La morfologia y la tincion pueden
servir de ayuda, pero la semejanza con M. avium (algunas
cepas son asi mismo micobactin-dependientes) hacen
dificultosa la caracterizacidén. Sin embargo, el crecimiento
de esta ultima especie es algo mas rapido, puediendo
cbservarse ya el desarrolloc de colonias hacla la primera o
segunda semana del cultivo.
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Las pruebas biogquimicas utilizadas para la
identificacidén convencional de bacterias, no son aplicables
a las micobacterias. Entre las pruebas mas utiles vy
frecuentemente utilizadas destacan: la prueba de la catalasa,
la prueba de la niacina, el test del rojo neutro, la
hidrolisis del tween 80, la reduccidn de los nitratos y la
prueba de la fosfatasa alcalina. Sus resultados no suelen ser
concluyentes, al igual que los métodos seroldgicos.

La sensibilidad frente a antimicrobianos puede asi mismo
servir de ayuda para la identificacidn, sin embargo también
existe variabilidad entre las cepas de una misma especie.

El analisis cromatografico de los lipidos de la pared
celular, puede resultar util para una identificacion mas
estricta, si bien no se han encontrado acidos grasos
especificos para M. paratuberculosis (Brennan y col. 1983).
Sin embargo, Damato y col. (1987) mediante cromatografia en
capa fina diferencian M. paratuberculogsis de otras
micobacterias, y mediante cromatografia de gas-ligquide lo
distinguen del grupo M. avium - M. intracellulare. Asi mismo
estos mismos autores empleando métodos radiométricos sobre
cultivos en Middlebrook-7H12 demuestran la micobactin-
dependencia en un periodo de ocho dias.

Chiecdini (1986b) tras utilizar pruebas bioguimicas y de
susceptibilidad a antimicrobianos llega a la conclusidn de
gque ayudan a la identificacion pero, dada su variabilidad,
el grado de crecimiento y la dependencia de la micobactina
siguen siendo el mejor criterio para la identificacién.

Thorel y col. (1988) proponen el usc de la infeccidn
experimental en pollo, conejo o vaca para diferenciar el M.
paratuberculosis del Mycobacterium "paloma_torgaz" y el M.
avium.
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Las técnicas de hibridacion y homologia del DNA son las
que permiten una mas elevada diferenciacién del
microorganismo. Segun Whipple y col. (1990) empleando este
tipo de tecnologia no solo es posible identificar la especie,
sino también la de diferentes cepas de M. paratuberculosis
hasta la actualidad dificilmente clasificables (Levy-Frebault
y col, 1989, Rogall y col. 1%9%0b, Saxegaard y col. 1%88a).

Existe una gran afinidad entre las especies micobactin
dependientes. Saxegaard y col. (1988} encuentran mas del 90%
de homolocgia entre el DNA de M. paratuberculosis y el de M.
avium, llegando a considerar al primero como subespecie del
segundo. De modo semejante ocurre con con el M. '"paloma
torcaz" al que estos autores denominan M. avium subesp.
columbae.

Hurley y col. (1988) y Yoshimura y col. (1988) ambos
empleande hibridacion DNA-DNA, consideran gue todas las
miccobacterias micobactin-dependientes deberian estar
integradas en un solo grupo de microorganismos dentro del
complejo M. avium, dada su gran semejanza.

Por ultimo, la reaccion en cadena de la polimerasa a
partir del fragmento IS900 del DNA o la secuencia 16S del
RNA-ribosomal permite diferenciar especies. Su sensibilidad
es comparable a la del cultivo, posee una gran especificidad
y sobre todo una mayor rapidez, ademds solo se requiere un
numero inferior a 10.000 bacterias (Vary y col. 1990, Rogall
y col. 19%0a).
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I.4.2.3.~ VARIEDADES.

Desde el punto de vista de la Patologia animal sigue
estando vigente la clasificacién de Taylor (1950), guien
distingue tres variedades de M. paratuberculosis en funcioén
de su origen:

* Tipo bovinoe integrada por cepas no pigmentadas.

* Tipo ovino con cepas pigmentadas, gue 1incluso
confieren coloracisén amarillenta a los tramos
intestinales afectados clinicamente. Suelen ser cepas
de origen escocés, también detectadas en Espana (Marco,
1990) . Asi mismo, han podido aislarse cepas pigmentadas
a partir de ganado vacuno (Stuart, 1965).

* Tipo disgdénico con cepas de origen ovino, aisladas
inicialmente en Islandia. Presentan gran dificultad e
incluso imposibilidad para su crecimiento en medios de

cultivo.
Thorel y col. (1979) en Francla y Gunnarsson y col.
(1979) en Noruega pusieron de manifiesto diferencias

culturales con cepas de origen caprinco, en desacuerdo con la
clasificacion de Tayilor.

Por otro lado, Saxegaard (1990) mediante la infeccidn
de terneros con cepa caprina no consigui¢ el desarrcllo de
la enfermedad ni tampoco constate la presencia de
seropositividad en los animales inoculados. Tan solo obtuvo
la identificacion del germen a partir del analisis intestinal
tras el sacrificio. Sin embargo, el ganado caprino infectado
si desarrolld enfermedad detectandose 1la presencia de
anticuerpos.

En nuestro pais Juste y col. (1989b) observaron que las
cepas de origen ovino aisladas en su estudio, presentaron
diferencias culturales con respecto a las de origen bovino,
aungque mostraron una mayor dificultad para su crecimiento.



15

A pesar de todas estas investigaciones, las diferencias

evidenciadas fueron sole fenotipicas, no habiéndose
demostrado variaciones bioquimicas o antigénicas entre estas
cepas. Sin embargo, Camphausen y col. (1988) mediante

cromatografia, detectaron (solco en algunas cepas de campo)
la presencia de un antigeno glucopeptidolipidico no
diferenciable del que contiene M. avium serovar 8. Este hecho
apoya la duda con respecto a la homogeneidad del taxon M.
paratuberculosis (Vary y col. 1990, Rogall y col. 1990b,
Whipple y col. 1990).

I.4.2.4.~ RESISTENCIA.

El M. paratuberculosis es una bacteria capaz de
permanecer viable durante largos periodos de tiempo en el

medio ambiente. Se ha descrito su presencia en el pasto tras
11 meses, en aguas estancadas o cenagosas después de 9 meses
y en agua de rio tras 6. Asl mismo, el analisis de material
bioldgico a largo plazo ha evidenciado supervivencias de mas
de 11 meses en heces de ganado bovino, 252 dias en purin a
5°C y 98 dias en purin a 15°C (Chiodini y col. 1984,
Jorgensen, 1977). Por el contrario, la orina presenta un
efecto bactericida, no permaneciendc viable mas alla de una
semana.

La luz solar directa ejerce una accion hegativa en
cuantc a su resistencia, de modo semejante a lo gue ocurre
con los suelos alcalinos y con elevado contenido en calcio.
En contraste, los suelos con pH acido favorecen su viabilidad
(Blood, 1987).

Entre los desinfectantes de accidén rapida (menos de diez
minutos de inactivacidén) frente a M. paratuberculosis
destacan el formol, los cresoles, el fenol, el bicloruroc de
mercurio y el hipoclorito calcico. Las heces secas protegen
a esta micobacteria frente a los desinfectantes, por gque se
recomienda la incorporacion de algun agente detergente
(Delanne, 1966, Carter, 1984, Kimberling, 1988).



16

I.5.- EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD

Las especles mas receptivas son 1los rumiantes, en
particular el ciervo, entre los silvestres. La infeccion
experimental se suele llevar a cabo realizar por via oral o
intravencsa; la infeccion por via subcutanea produce tan solo
un granulcma local en el punto de inoculacidn. Siempre el
desarrollc de enfermedad precisa largos periodos de
incubacién (Riemann y col. 1979, Gilmour y col. 1989).

Se han utilizado para 1llevar a cabo infecciones
experimentales practicamente todas las especilies de
laboratorio, obteniéndose los mejores resultados en hamster
(Gilmour, 1965). En la mayor parte de estos animales se
multiplica sin generar sintomatologia clinica; solo se han
cobservado lesiones semejantes a las de los rumiantes en el
raton, donde también se puede observar alteraciodn hepatica.
En el conejo pueden aparecer lesiones pulmonares (Chiodini
y cel. 1984, Saxegaard y col. 1990).

La enfermedad estd presente en mayor parte de los paises
del mundo, y en Espana se encuentra distribuida por tocda la
peninsula a excepcion de las 1slas Canarias. La incidencia
es muy variable, pero segun McNab y col. (1991b), mediante
muestreos sistematicos de poblacidén empleando diversas
pruebas diagnésticas, no es posible predecir el grado real
de infeccion sobre una base individual.

El contagio se produce principalmente durante los
primeros meses de vida por via fecal-oral a partir sobre todo
de las heces gue contaminan la ubre de la propia madre o de
compahneras del rebaho. La transmisidn de la infeccidén ha sido
demostrada por via transplacentaria y venérea, esta uUltima
tendria una escasa importancia desde el punto de vista
epidemioldgico, no asi en el primer caso. Asi mismo parece
probable la transmisidn a través de la leche, aungue no se
ha demostrado (Balaguer y col. 1987).
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Los animales jovenes resultan mas receptivos a la
infeccidn. Los adultos pueden adquirirla a partir sobre todo
de pastos o aguas contaminadas, éstos sin embargo no
desarrollaran la enfermedad. Desde el puntc de vista
epidemioldgico este hecho tiene gran importancia, ya que se
pueden convertiran en portadores, favoreciendo nuevos
contagiocs. Ademas de la precocidad, con respecto al contagio,
también es importante la dosis infectiva (Garrido, 1987).

Otros rumiantes domésticos actuar como portadores, tanto
si padecen enfermedad clinica, como si no. Saxegaard (1990)
observo gque leos terneros infectados con cepa caprina no
desarrcllaban la enfermedad, en cambio resultaban
seropositivos, pudieéndose aislar el M. paratuberculosis a
partir de su intestino.

Entre las especies no rumiantes el cerdo también puede
actuar como portador. Por otre lado, en un gran numero de
rumiantes salvajes se ha identificado la presencia de la
enfermedad. Estas especies constituirian un grupo reservorio
de T'"ciclo silvestre", socbre todo cuando se comparten
pastizales con los ovinos.

Se han descrito diversos aislamientos de esta
micobacteria a partir de heces en otras especies de no
rumiantes, como son el raton de campo o el conejo de monte
(Levi, 1950, Fuentes y col., 1988b). Todas las especies
silvestres serian responsables de la difusidén y presencia
continuada del agente y ello junto a la gran resistencia del
mismo en el medic ambiente, harian muy dificil la eliminacion
de la enfermedad en una determinada zona afectada, como ha
sido puesto en evidencia en reiteradas ocasiones (Moyle,
1975, Merkal, 1984, Saez de Ocariz, 1987, Mcnab y col.
1991b) .
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Tambien se ha observado la presencia de la enfermedad
en primates sin contacto previo con rumiantes. Esta
observaciodén abriria un nuevo campo de posibilidades desde el
punto de vista de la salud publica, entre las gue destacaria
la posible afeccion del hombre. De hecho existen grandes
analogias entre la clinica de los pacientes con enfermedad
de Crohn y la de los animales enfermos de paratuberculosis.
Asi mismo, existe una gran semejanza entre el ADN de la
micobacteria aislada a partir de algunos pacientes humanos
y el de M. paratuberculosig. Por ultimo, los enfermos de
Crohn ofrecen mayores titulos frente a paratuberculosis,
mediante una prueba ELISA, que la poblacion normal (Thayer
y col., 1983, Juste y col., 1989c, Van Kruiningen y col.
1991) .

En cualguier caso, la relacién entre infeccidén vy
enfermedad no estd muy clara, dependiendo fundamentalmente
de factores inmuncloégicos y de la resistencia del animal en
la que influirian factores nutricicnales y de manejo.

En este sentido cabe mencionar el hecho de gque se puede
observar una mayocr incidencia de enfermedad, en animales que
pastorean sobre suelos acidos. Lo gue podria justificarse en
base a la mayor dificultad para captar el hierro a este pH.
También parecen disminuir la incidencia el abonado con
fosfatos o la administracién de fosforo en la racidén, o la
disposicidn "ad libitum" de complejos vitaminico-minerales
(Delanne y col., 1966, Kopecky, 1977, Garrido, 1987, Fuentes,

1988). Por ultimo, se ha descrito que algunas enfermedades
concurrentes como las parasitosis o las infecciones por
Corynebacterium sp favorecen 1la presentacidén de 1la

enfermedad (Garrideo, 1987).
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I.6.- PATOGENIA

De modo semejante a lo que sucede durante el curso de
la 1infeccidén por otras micobacterias, inicialmente se
desarrolla "complejo primario”. Este, puede establecerse en
las tonsilas y los ganglios retrofaringeos, yva gque la via de
entrada del agente suele ser la oral. A partir del complejo
primario se produce la diseminacidn a dérganos diana como: el
intestino y los ganglios mesentéricos, desapareciendo
posteriormente el bacilo de su localizacidn inicial. Sin
embargo, de forma habitual el desarrollo de este complejo
tiene lugar en el intestino delgado (zona terminal del ileocn)
y los ganglios mesentéricos.

Esta 1localizacidén inicial en el 1intestino parece
ohedecer al maximo desarrollo de la placa de Peyer durante
las primeras semanas de la vida, abarcando el 80% de la
superficie del final del intestino delgado. La penetracion
en la mucosa intestinal parece realizarse de forma pasiva
(hacia los foliculos de la placa de Peyer) a partir de las
células "M", situadas entre los foliculos y la luz intestinal
y encargadas de la captacidn de los antigenos. Estas células
transferirian las micobacterias a los macrofagoes
subepiteliales, gquienes las conducirian al interior de la
placa de Peyer (Momotani y col., 1988, Garcia Marin y col.,
1989, Juste 1990d).

En el interior de los macroéfagos estas bacterias se
multiplicaririan de forma lenta pero constante, produciendo
un muy leve efecto litico en ellos debido a la ausencia en
la produccidén de toxinas (Merkal, 1984a).

El posterior desarrollo de la enfermedad dependera de
la respuesta inmunitaria del hospedador. Esta ultima puede
ser muy variable, asi 1los animales infectados pueden
presentar una respuesta celular y/o una respuesta humoral,
o desarrollarse un estado de anergia.
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Inicialmente, la respuesta inmune es de tipo celular,
después, al progresar la enfermedad, se inicia la respuesta
humoral. Suele existir una relacién inversa entre ambos tipos
de respuesta y ademds la inmunidad se desarrolla de forma
independiente de los sucesos clinicos.

El mecanismo de anergia no esta suficientemente
estudiado, parece resultar de la liberacidn, por parte de los
macrofagos, de factores solubles de modo semejante a lo que
ccurre en la lepra humana. Uno de estos factores se ha
comprobado gque suprime "in vitro" los fendmenos de
transformaciodn linfocitaria (Chiodini y col. 1984). Asi
mismo, se ha observado una alteracidn de la funcionalidad en
linfocitos T, mediada por productos derivados del Acido
araquidénico (Thoen y col. 1988).

Diversos autores describen en funcion del tipo de
respuesta predominante humoral y/o celular, tres tipos de
reacciones organicas (Chiodini y col. 1984, Garcia-Marin,
1990) :

- una reaccion de tipo "tuberculoide", con gran
proliferacidén celular, gue limita el crecimiento
de la micobacteria, pudiendo incluso llegar a su
eliminacidn.

- una reaccidn de tipo "lepromatoso", caracterizada
por una situacidn de anergla, esto es animales
tolerantes a la infeccidn. Ello, limita los danos en
el organismo, pero al mismo tiempo facilita 1la
multiplicacion de la micobacteria, produciéndose una
gran eliminacién a través de las heces.

- reacciones "intermedias", caracterizadas por una
respuesta inicial de base celular mas o menos intensa,
pero que no logra eliminar la infeccion.
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La enfermedad se desarrolla debido al proceso
inflamatorio granulomatoso crénico en la mucosa intestinal.
El M. paratuberculosis no produce toxinas como el M,
tuberculosis, no causa gran dano ni destruccién celular. Su
accién patogena se debe a su multiplicacidén, y la enfermedad
se relaciona con fendmenos de hipersensibilidad (Timcney y
col. 1988).

Como anteriormente se comentd, la multiplicacidn en los
macrofagos origina la liberacion de factores solubles que
provocan la llegada de mas células inflamatorias,
origindndose fendmenos de transformacion celular, como es el
caso de las ceélulas gigantes (Gilmour y col. 1965).

En este foce inflamatoric se compromete el drenaje
vascular y linfatico, produciéndose una importante exudacion,
La alteracién de la funcionalidad y el fisiologismo
intestinal provocan malabsorcién, lo que justifica no soélo
los fendmenos diarreéicos cronicos, sino el progresivo
adelgazamiento del animal. ©La pérdida de proteinas
plasmaticas originara un balance de nitrodgeno negativo.

Este mismo deficit proteico es la causa del edema
hipoconcotico que se observa en algunas zonas declives.

La reaccion antigeno-anticuerpo que tiene lugar en el
seno del tejido infectado, induce la liberaciocn de histamina,
sustancia que intervendrd en la aparicion de la diarrea, los
edemas, la produccidén de estertores, el aumento de secrecidén
conjuntival, y en algunos cambios hematoldgicos. Se ha
descrito que la administracion de antihistaminicos reduce o
anula alguno de estos sintomas, recidivando al cesar el
tratamiento (Cuervo, 1990).

En ovino la hipoproteinemia se compensa con una mayor
produccion proteica por parte del higado, los signos clinicos
aparecen cuando falla este mecanismo (Allen y col. 1974).
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Durante la gestacidén se ha podido observar una cierta
mejoria desde el punto de vista clinico (ganancia de peso,
desaparece la diarrea) reapareciendo la enfermedad tras el
parto. Ello se justifica en base a los cambios inmunoloégicos
acaecidos durante la gestacidn que tienden a proteger al
feto, ejerciendo también cierta proteccién sobre la madre
(Gasca, 1989).

Finalmente, se puede producir una diseminacion linfdgena
y hematdgena del microorganisme originandose lesgiones
granulomatosas en diversos dérganos como la glandula mamaria,
el utero, el higado, el bazo, el rifdn, etc (Hines y col.
1987) .

La infeccidn uterina es muy frecuente, observandose
lncluso en pacientes sin sintoma alguno de enfermedad
{(McQueen, 1979, Muhammed y col. 1979).

También se ha descrito la presencia de lesiones
arteriales debidas a la degeneracidn de fibras de elastina.
Ello se relaciona con una deficiencia en cobre a causa de la
ausencia de su absorcidn intestinal (Simpson, 1966).

En la lesidn paratuberculosa hay acumulacidén de hierro
secuestrado en leucocitos o macréfagos, dicha acumulacion no
se ve afectada por la suplementacidén de este mineral. Sin
embargo, el aporte férrico en la dieta si se correlaciona
positivamente con la emisidén a través de las heces de M.
paratuberculogsis (Lepper y col, 1989).

I.7.~ SINTOMATOLOGIA

En ovino el sintoma mas caracteristico y frecuente, y
a veces el unico, es el adelgazamiento progresivo comun a
muchas otras enfermedades. Sin embargo, la administracion de
tratamientos antiparasitarios, la edad de los enfermos, su
curso clinico y las caracteristicas epidemioldégicas del
conjunto de animales enfermos en un rebano permiten
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establecer un diagnéstico presuntive (Timoney, 1988).

El periodo de incubacidén es variable, admitiéndose en
la especie ovina doce meses como media, desde que tiene lugar
la infeccidén a la aparicidn de los primeros signos.

La enfermedad clinica puede considerarse como el estado
terminal de una infecciodn crénica subclinica. Este desenlace
se suele precipitar debido a diversos tipos de factores, como
estrés, de tipo fisiologico (partos), bajo plano nutricienal,
alta presion productiva, parasitismos, desequilibrios
minerales en las dietas, etc. (Chiodini y col., 1984).

Inicialmente, desde el punto de vista de la colectividad
del rebanc, se puede observar una disminucidén de las
producciones, mads facilmente valorable en ovejas en ordeno,
aungue, también se puede constatar una disminucidn en indices
reproductivos, todo elloc sin causa aparente. Asi, no suelen
existir signos de postracion, ni peérdida de apetito, ni
hipertermia. Posteriormente, se observa pérdida de masa
corporal gue se instaura de forma progresiva y que no suele
ser recuperable (Lepper y col. 1989).

Puede aparecer diarrea acudsa y sin esfuerzo, de color
verde oscuro, pero este sintoma no es constante, siendo mas
frecuente en las etapas terminales. Carrigan y col. (1990)
observan en su estudio la presencia de diarrea grave en el
20% de los ovinos afectados, y heces no peletizadas en el
25%. El1 hecho de que, al contrario que en ganadoc vacuno, la
diarrea no sea un sintoma caracteristico se atribuye a la
gran capacidad de reabsorcion de ligquido que presenta el
intestino grueso de la especie ovina (Blood y col. 1988).

El edema de papada es un signe mas frecuente y mas
precoz que la diarrea, también se pueden observar edemas en
parpados, labio superior, y otras regiones declives.

Los animales presentan mal pelaje, con facil
desprendimiento de la lana; las mucosas estdn palidas debido
a la anemia.
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Dentro de la cronicidad, el curso de la enfermedad es
variable, entre seis y doce/dieciséis meses de duracidn, si
bien puede existir una fase estacionaria durante largo
tiempo. La letalidad es elevada, habiéndose citado pocos
casos de curacidén (Kimberling, 1988).

Finalmente, las ovejas caminan con marcha envarada y
puede haber ligera elevacion de la temperatura que alterna
con periocdos de normalidad. En las etapas finales dejan de
comer, si existia diarrea, ésta, se hace mas profusa y
maloliente y la muerte se produce debido a la cagquexia. Sin
embargo, el hecho mas habitual es que la res se sacrifique
antes de llegar a este ultimo estadio.

La enfermedad se suele observar en animales de mas de
dos anos, en aquellos menores de un aho es infrecuente. En
los casos descritos dentro de esta ultima edad, probablemente
la infeccidén se produjo via intrauterina (Cuervo y col.
1987) .

Se ha descrito una forma septicémica gue cursa con
enteritis hemorragica aguda (Taylor, 1951).

I.8.~ LESIONES

En primer lugar, se debe considerar gque no existe una
relacidn directa entre la sintomatologia gque presenta un
animal enfermo de paratuberculosis, y la gravedad de 1las
lesiones observadas. Tampoco, existe correlacidn entre el
desarrollo de la lesidn y el numerc de micobacterias presente
en la misma (Cuervo y col., 1987).
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I.8.1.- LESIONES MACROSCOPICAS.

El cadaver de aquellos animales han padecido la
enfermedad y esta ha presentado un curse prolongado, mostrara
evidentes signos de emaciacién con diversos grados de
caquexia y atrofia de las masas musculares. Las mucosas
suelen estar palidas debido a la anemia normocrdmica.

En la necropsia ademas de comprobarse la atrofia
muscular, se evidencia la abolicion de los depdsitos grasos
organicos (inclusoc en el surco coronario) y la presencia de
una "atrofia serosa", en la regidn cardiaca, la medula osea
y la pelvis renal (Badiocla y cel. 1988).

Los edemas de tipo hipooncdético son un hallézgo
frecuente en la cavidad abdominal (ascitis), los ganglios
linfaticos, la pared de los vasos, la serosa intestinal y el
mesenteric. Otras veces pueden localizarse en la regldn
submaxilar, los parpados, los labios y la region pectoral.

En el tramo digestivo se encuentra normalmente afectada
la parte final del ileon y el ciego, destacando la zona de
la valvula ileo=-cecal. Las lesiones pueden extenderse a
yeyuno y colon, Yy en algunos cascs mas graves a tedo el
intestino.

Desde el punto de vista macroscopico, puede observarse
la presencia de pequenas nodulacicnes en la mucosa de las
zonas afectadas, un gran engrosamiento de la misma acompanado
de edema, arrugamientoc vy fragilidad. Su aspecto ofrece un
granulado superficial con petequias semejando las
circunveoluciones cerebrales.

El plegamiento caracteristico de la mucosa no suele
estar ©presenta en el dganado vacunho. Las lesiones
macroscopicas aparecen, en esta especie, mas en sentido
longitudinal que transversal a lo largo del intestino.
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También en la mucosa puede observarse una cilerta
tonalidad amarille-naranja cuando la infeccién ha tenido
lugar con una cepa pigmentada (Juste , 1984, Martin, 1988).

En algunas ocasiones, se ha descrito la presencia de una
enteritis hemorragica en animales Jjovenes (Cuervo y col.,
1987) .

Las lesiones intestinales pueden aparecer como difusas
o segmentales. En este caso, las zonas engrosadas se cobservan
netamente diferenciadas de las normales, pudiendo alternarse
los segmentos afectados a lo largoe del intestino.

La serosa suele aparecer brillante Yy humeda,
evidenciandose los vasos linfaticos turgentes, .con
trayectoria irregular. También puede observarse, a veces, lia
presencia de nodulaciones blanquecinas, gque tienden a
caseificarse o calcificar ofreciendo una imagen perlada.

En el ganado ovino, los ganglios mesentéricos presentan
casl siempre alguna alteracion, incluso cuando no se
evidencia lesidén intestinal. Su afeccidn oscila desde una
ligera tumefaccion con aspecto edematoso y coloracidn verde
oliva en la zona medular, sin neta separacion entre ésta y
la cortical, hasta la aparicion de granulomas con focos
necroticos caseificados de distintos tamahos semejantes a los
de la tuberculosis. Esta ultima lesidn no suele aparecer en
ganado vacuno (Badiola y col., 1986).

El resto de 1la arquitectura organica no presenta
lesiones significativas.

I.8.2.~ LESTONES MICROSCOPICAS

Pueden ser de tipo nodular (tuberculoide) o difuso
(lepromatoso) . Mediante infeccidn experimental se ha seguido
la secuencia del desarrollo del cuadro lesional. Este, se
inicia a nivel de las placas de Peyer con un aumento de la
celularidad en areas T-dependientes, siendo ya evidente hacia
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los quince dias post-infeccidén (Garcia Marin y col. 1989).

El engrosamiento de la pared intestinal se debe
inicialmente a la infiltracién celular de la mucosa y la
submucosa. A nivel microscopico, las células mayoritarias del
infiltrado son de tipo epitelioide, acompanadas inicialmente
de linfociteos y células plasmaticas. Mas adelante, se observa
la presencia de células gigantes de tipo Langhans y diversos
tipos de macrdéfagos. Cuando la cantidad de micobacterias
aumenta, paralelamente se incrementa el numero de ceélulas
epiteliocides (Timoney vy col., 1988).

Los neutrofilos no suelen observarse en gran cantidad,
va dque desaparecen al establecerse 1la cronicidad. Su
presencia esta en relacidn con la aparicidn de pequenios focos
de necrosis (Carrigan y col, 19%0).

La proliferacidén celular en la mucosa intestinal se
inicia en las crestas de las vellosidades, extendiéndose a
la lamina propia. Puede llegar incluso a obliterar la luz de
las criptas, desapareciendo las vellosidades. La infiltracicén
puede afectar a la submucosa y llegar a la muscular (Badicla
y col, 1986).

Existe tendencia a la caseificacién de las lesiones en
la especie ovina (25% de los ovinos infectados segun Chiodini
y ©ol., 1984), pero no suele existir en vacuno. La
calcificacidn es rara.

La presencia de linfangitis es frecuente, apareciendo
granulomas gue hacen prominencia hacia la luz de los vasos,
lo que provoca una cclusidén parcial y a veces total de los
mismos. También pueden desarrollarse focos de necrosis en la
pared.

En los ganglios linfaticos pueden observarse lesiones
semejantes a las descritas para la mucosa intestinal.

Se han descrito lesiocnes arteriocsclerdticas en las
arterias mesentéricas y la aorta abdominal.
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En rinén puede existir una afeccidn glomerular de
intensidad variable (Gilmour y cocl., 1983).

En ganado ovino se ha descrito una gran variabilidad en
cuanto a la intensidad de las lesiones. En este sentido,
suele aceptarse de forma implicita la antigua clasificaciodn
de Stamp y Watt (1954) con cuatro grados de afeccidén (Cuervo,
1990) :

* el primero de ellos asociado a la infeccidn por cepas
pigmentadas, consideradas de mayor virulencia. Cursa
con gran celularidad, sobre todo en la zona cecal,
donde, en el seno de la lamina propia y la submucosa
casi de forma unica se observan células epitelicides
cargadas de micobacterias. La infiltracion puede ser
moderada en los ganglios linfaticos.

* un segundo grado de afeccion corresponde al
desarrollo de lesiones focales, menor celularidad en la
mucosa intestinal y a veces sin alteracidén de 1la
submucosa. La célula predominante sigue siendo de tipo
epitelioide, demarcandc el foco los leucocitos. Los
ganglios, sin embargo, suelen estar mas afectados, con
desorganizacidon de la cortical e invasidn de los senos
por células epitelicdes. Los vasos linfaticos pueden
presentar diferentes grados inflamatorios. Se observa
un elevado numero de micobacterias.

* Este tercer grupo se caracteriza por la presencia en
la mucosa de celulas gigantes y focos de epiteliodes,
escasa lesion necrotica en submucosa, celularidad en
los foliculos linfoides y menor lesidn de los ganglios
linfaticos. Los vasos sin alteracién o rara. Dificil
observacidén de micobacterias y aislamiento dificultoso.

* Por ultimo, wun cuarto grupo de caracteristicas
semejantes al anterior.
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Por otro lado, Carrigan (1990) considera a este respecto
tan solo dos grupos histopatologicos:

Grupe I: para agquellos tejidos due presentan una
extensa infiltracién celular epitelioide en mucosa vy
submucosa, donde pueden evidenciarse gran cantidad de
micobacetrias. Corresponderia a 1los dos primeros
cuadros de la clasificacidn anterior.

Grupo II: para aquellos gue presentan infiltraciodn de
la mucosa con menor cantidad de células epitelicides y
mayor de linfoides.

I.9.- DIAGNOSTICO

I.9.1.- DIAGNOSTICO CLINICO~EPIDEMIOLOGICO.

Cuando se evidencian sintomas como emaciaciodn
progresiva, edemas en zonas declives, pérdida de la lana,
etc., se debe proceder a realizar un diagnostico diferencial
con respecto a distintas parasitosis, deficiencias e
intoxicaciones.

El curso de la enfermedad, la edad del animal y el
fracaso de los tratamientos dietéticos y/o farmacolégicos
resultan bastante indicativos para sospechar de
paratuberculosis (Mendez vy col. 1991).

Los estudios biopatoldgico y biogquimico no proporcionan
una informacion concluyente, y ademas en la especie ovina no
proceden en términos econodmicos. Asi, los cambios hematicos
como la anemia normocrdmica, la hipoproteinemia, la
hipomagnesemia, la neutrofilia, etc., son hallazgos comunes
a otros procesos cagquectizantes, por lo tanto no tienen valor
diagnostico (Allen y col., 1974).
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El analisis minucioso del rebano desde el punto de vista
clinico, evolutivo y productivo, asi como la informacién
epidemioldgica de otras colectividades dentro del mismo area,
suelen ser suficientemente indicativos (Carrigan y col. 1990,
Juste y col. 1990b, Collins y col. 1991). Esto ultimo es
impertante, ya gque puede darse el caso de gue exista
paratuberculeosis en el rebafio, pero con tan baja incidencia
de casos clinicos, gue no lo relacionemos con la enfermedad
Yy por tanto pase desapercibida (Balaguer y col., 1987,
Manrigque, 1988).

I.9.2. DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO

Es necesaric y sencillo, ademas complementa al del
apartado anterior, a nivel de campo. Las lesiones de esta
enfermedad resultan bastante especificas, y sobre todo la
realizacidn de la necropsia permite descartar otras
enfermedades cronicas, como la pseudotuberculosis, la
adenomatosis pulmonar, etc (Molina y col., 1990b).

La presencia de pliegues y el engrosamiento de la mucosa
intestinal, la opacidad de la pared intestinal, la dilatacidn
de los vasos linfdticos con un trayecto irregular, la
observacidén de nodulos, la hipertrofia y edema de 1los
ganglios linfaticos mesentéricos, son lesiones que pueden
orientarnos muy favorablemente con respecto al diagndstico
de la paratuberculosis.

A pesar de ello, existen casos en los gque la

sintomatelogia c¢linica es grave, VYV sin embargo las
alteraciones macro y/o microcdpicas no sean muy evidentes.

I.9.3. ETIOLOGICO

Consistiria en identificar el agente causal, pudiendose
emplear diversos métodos:
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I.9.3.1. Bacterioscopia directa.

La puesta en evidencia de M. paratuberculosis puede
realizarse, por meétodos directos simples, a partir de
extensiones de heces (con o sin concentracion), frotis de
mucosa intestinal o de ganglios mesentéricos, comeo muestras
mas indicadas. Sobre ellas, se realiza una tincidn, empleando
el método de Ziehl-Neelsen {Z-N}. Esta, permitira identificar
la presencia de bacterias 4cido-alcohol-resistentes, de
aproximadamente 1 a 2 p de longitud, agrupadocs en forma de
"nidos" (Kimberling y col. .

Este método es rapido y sencillo y puede aplicarse
aleatoriamente a un porcentaje significativo del efectivo.
Nos proporcionara una informacion fiable acerca de. la
presencia de la infeccidén en el rebanc. Sin embargo, es un
método poco sensible, considerandolo como método unice de
diagnodstico sobre animal individual (Thoen y col., 1979,
Summers, 1981, Seaman y col., 1984).

I.9.3.2. Histopatologia.

En la especie ovina debido al bajo valor econdmico del
individuo no se realizan biopsias, sino sacrificios de
animales sospechosos para confirmar la enfermedad en el
rebano. Los distintos métodos histopatolédgicos suponen una
gran ayuda en el diagnéstico de la enfermedad, ccmplementan
de forma util otras técnicas que pudieran utilizarse y ademas
permiten un dignéstico individual.

El tipo de muestra idéneo es el mencicnado en el parrafo
anterior. Se suelen utilizar cortes histoldgicos
convencicnales tenidos mediante hematoxilina-ecsina (H-E} o©
Z-N (Merkal v col., 1966).

Tampbién pueden emplearse diversas técnicas
inmunocitoquimicas. Algunos de los métodos mas utilizados
son: la tincion mediante auramina-rodamina, basada en la
aplicacidén sobre el corte histologico de anticuerpos anti
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M.paratuberculosis asociados a un marcador fluorescente o
quimico que luego se revela para la visualizacidn,o la
tincidn mediante avidina-biotina-peroxidasa (Molina y col.,
1989, Perez y col., 1989, Navarro y col., 1991).

A veces, las técnicas inmunocitoquimicas pueden ofrecer
un escaso porcentaje de positividad, en relacidén con el
desarrcllo de 1las lesiones histoldgicas, debideo al bajo
numero de micobacterias presentes en la muestra. Por el
contrario, poseen una mayor especificidad vy puede
cuantificarse en 2.5 veces mayor la sensibilidad, con
respecto al meétodo directo empleando Z-N (Navarro y col.,
1989) .

I.9.3.3, Aislamiento.

El aislamiento de M. paratuberculosis es problematico
y ademds supone un gasto considerable de tiempo. Sin embargo,
el crecimiento microbioldgice e identificacion de esta
micobacteria es concluyente, no solo desde el punto de vista
individual, sino también colectivo. Ademas hay que considerar
que este método es uno de los recomendados para el control
de la enfermedad, cuando se aplican programas de saneamiento
(Gilmour y col. 1983, Williams y col., 1985, Saez de Ocariz,
1987, Juste, 1990c, Cellins y col., 1991).

Para detectar la presencia de animales portadores debe
existir una eliminacidén de al menos 100 bacterias por gramo.
A pesar de que exista, en muchos casos puede fracasar el
alslamiento. En cualquier caso, el cultivo microbioldgico es
la técnica mas adecuada también, para detectar la infeccidn
en animales aparentemente sanos, gue aun tienen valor
econdémico {Chiodini y col. 1984).

Las cepas de origen bovino presentan un menor grado de
dificultad para el crecimiento, gque las de origen ovino
(Taylor, 1951; Merkal, 1989; Juste y col. 1989b). Un ejemplo
de ello, se refleja en un estudio de estos ultimos autores,
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gquienes obtuvieron tan sole un 11% de crecimiento en el
conjunte de los casos confirmados mediante tincidn y/o
histopatologia.

Ademas de precisarse medios selectivos adicionados con
micobactina, antifungicos, antibiodticos, y los prolongados
pericdos de tiempo regueridos para el aislamiento (8 a 12
semanas), la identificacidén bicquimica convencional resulta
de escasa utilidad (Mckee y ceol., 1988, Marco y col. 1990).

Los medios de cultive mas empleados son el de Herrold
y el Lowenstein-Jensen, con diversas modificaciones (Merkal
y col., 1974, Fuentes, 1988c, Juste y col., 1989b). Ademas,
se han obtenido buenos resultados con los de Nemoto, Stuart,
Smith, Watson-Reid, Dorset-Henley, Agar Suero, Middlebrook
{7H10) vy Pbubos (Wayne y col., 1986).

La adiciodn de clertos componentes como la yema de huevo
o el acido piruvico, parecen estimular el crecimiento de M.
paratuberculosis compensandose asli el efecto depresive
producido por los antibiéticos (Merkal y col., 1974,
Jorgensen, 1982).

Sin embargo, Juste y col. (1989b) observan que este
efecto estimulante con la adicién de piruvato, solo se
produce con cepas de origen bovino y no asi con las de origen
ovino, en las gue incluso causaria en leve efecto contrario.

Fuentes (1988) anade a este respecto, que la adicidn de
DNA a un medio con huevo, acelera el crecimiento de esta
micobacteria.

Asi, incluso la eleccidn del medio iddneo dependeria del
origen de la cepa. Para agquellas de origen bovino deberia
emplearse el de Herrold con adicion de piruvato sédico, Yy
para las de origen ovino o caprinao se obtendrian mejores
resultados utilizando el medio de Lowenstein-Jensen sin la
adicion de piruvato (Juste y col., 1989b).
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Las resiembras o la produccidn de grandes cantidades de
cultivo se llevan a cabo en medio liguido. Se han utilizado
diversos medios sintéticos como el preopuesto por Merkal vy
col. (1982) o el Middlebrook 7H9. Los resultados son
semejantes y el microorganismo crece superficialmente y en
menos tiempo que en el caso del alslamiente primarioc (4 a 8
semanas) .

A fin de evitar la proliferacidén de agentes
contaminantes, en primer lugar hay gque preoceder a la
decontaminacioén de la muestra, 1o que a su vez deprime aun
mas el crecimiento de M.paratuberculosis. Se suelen emplear
tres metodos: uno utilizando dlcalis y posterior
neutralizacion, otro, empleando acidos y neutralizacion, y
un ultimoc mediante el uso de detergentes (Jorgensen, 1982,
Carter, 1984, Ratnamohan y col., 1986, Kim y col., 1988,
Casal y col., 1990).

Dentro del primero se puede incluir el tratamiento con
lauril sulfato sdédico y sosa al 1%, neutralizando
posteriormente con acido fosfoérico.

Para la decontaminacion con &acidos se ha usado el
sulfuricec (10%), y el oxalico (5%), neutralizando normalmente
con hidréxido soédico y sembrando en un medio sintético o
agar-suero.

Los detergentes son sin embargo el método mas utilizado,
debidco sin duda a su facil manejo, ya gue no necesitan
neutralizacién si se emplea un medio con yema de huevo cuyos
fosfolipidos los neutralizan, ademds de por su propia
eficacia. El mas empleado en un principio fue el cloruro de
benzalconio, si bien ultimamente se destaca el cloruro de
hexadecil piridinio, menos lesivo para las micobacterias
segun Jorgensen (1982) y Marco y col. (1987).
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I.9.3.4. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

Este tipo de prueba se encuentra aun en estudio para la
paratuberculosis. Parece ofrecer resultados muy
esperanzadores, su sensibilidad y especificidad resultan
semejantes a las del cultivo y ademas el diagnéstico requiere
muy breve periodec de tiempe. Econémicamente es costosa. En
la actualidad se disponen de muy pocos datos de campo (Drake
y ¢ol., 1987, Ellner y ceol., 1988, Vary vy col., 1990, Giessen
y col. 1992).

I.9.4. DETECCION DE LA TNMUNIDAD DE BASE CELULAR.

En la paratuberculosis se desarrolla una respuesta de
base celular variable, noc solo desde el punto de vista
individual, sino también desde el punto de vista del curso
de la infeccion. Por tanto la eficacia de las pruebas
encaminadas a la detecciodn del grado de inmunidad celular ha
de analizarse minuciosamente.

En general estas pruebas presentan una baja
especificidad y el preparado proteico micobacteriano (tipo
PPD tuberculoso) contiene antigenos comunes a otros miembros
del orden actinomicetales (Actinomyces, Corynebacterium,
Nocardia, etc..}. Asi, pueden aparecer no solo reacciones
cruzadas, sino que con frecuencia se observa la presencia de
falsos negativos debido a situaciones de tolerancia, anergia
o factores gue enmascaran los antigenos. Esto ultimo es usual
en estadios terminales de la enfermedad y puede que en otras
fases durante el curso de las infecciones crdnicas (Chiodini
y col. 1984).

Entre las técnicas utilizadas destacaremos:
I.9.4.1. Reaccidon intradérmica
Se basa en fenomenos semejantes a lo que sucede en

tuberculosis. Cuando se inoculan extractos proteicos de M.
paratuberculosis (Johnina o paratuberculina) o de M. avjum
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(tuberculina aviar) se desarroclla una respuesta inflamatoria
local gue nes indicarad un contacto previo con el agente/s.
Este tipo de prueba se realiza intradérmicamente en la zona
caudal del animal, administrando 0.1 ml de johnina.

En caso positivo se produce un aumento relativo superior
a 3mm de espesor, medido en el pliegue de la piel de la zona
inoculada hacia las 48 hpi. (Merkal y col. 1968). En ganado
ovino segun este dWltimo autor la respuesta a la johnina sdlo
se produce durante un periodo de 6 a 8 meses. Siempre segun
este mismoe autor, la sensibilidad y especificidad de la
prueba intradermica se situaria en torno al 25%.

Este tipo de prueba tiene utilidad solo en el caso de
los pequenos rumiantes, no en el ganado bovino por razones
obvias con respecto a tuberculeosis. Asi mismo, solo resultara
viable como prueba diagnéstica realizada en la colectividad,
precisandose un mayor numero de datos para establecer en
realidad su sensibilidad y especificidad (Juste y col. 1990).

I.9.4.2. Pruebas "“in vitron

Teniendo en cuenta las limitaciones econdmicas en esta
especie ovina, la pruebas "in vitro" para la evaluacidn de
la inmunidad celular se han utilizado mayoritariamente en
investigacidn.

El test de transformacion linfoblastica, en el gque los
linfocitos en presencia de antigeno regresan adquiriendo gran
actividad nuclear, o la prueba de inhibicidn de la migracidn
leucocitaria, en el que tras incubacidén de las células en
presencia de antigeno se agrupan, resultan poco realizables
en la practica. En el primer caso {prueba de la
transformacion) el método resulta poco especifico peroc muy
sensible, mientras gque en el segundo caso, la prueba es
relativamente sencilla pero se desconoce su eficacila
diagnéstica (Buergelt y col., 19878, Williams y col., 1985,
Elsken y col., 1986).
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I.9.5. DETECCION DE LA INMUNIDAD HUMORAL

La determinacidén de la presencia de anticuerpos
especificos frente a M. paratuberculosis presenta evidentes
ventajas con respecto a lo expuesto en el apartado anterior.
Resulta facil 1a obtencidn de muestras vy es sencillo
generalmente su proceso en el laboratorio. Sin embargo, el
desarrollo de inmunidad humoral suele ser menos rapido que
el de la celular, e incluso a veces es inexistente. Ademas
también se puede observar la aparicién de reacciones cruzadas
en gran parte de las pruebas llevadas a cabo.

Han sido normalizados numerosos métodos de deteccidn de
anticuerpos frente a paratuberculosis con diverso grado de
éxito (Abbas y col., 1983a, Yokomize y col., 1983, Sherman
y col., 1984, Pepin y col., 1987, Brooks y col., 1988, Koh
y col., 1988, Garcia-Belenguer y col., 1989, Sugden y col.,
1989, Juste y col., 1989%9a, Ridge y col., 1991, McNab y col.,
1991b) .

Entre los mas empleados revisaremos:

I.9.5.1. Agar-Gel Inmuno Difusién (AGID).

Este método de deteccidén es simple y rapido. Se lleva
cabo sobre un soporte de agarosa perforado con pocillos para
depositar las muestras. Se basa en la reaccion acaecida, en
caso positivo, entre el antigeno central y el/los suero/s
problema/s, que se evidencia con la formacidén de lineas de
precipitacidén hacia las 48-72 horas (Sherman y col. 1989).

Es una técnica eficaz y repetitiva en las especies ovina
y caprina. Posee una maxima especificidad (100%) y una menos
elevada sensibilidad (72%) (Juste y col. 198%a). Sin embarqgo,
en el ganado bovino parece ofrecer peores resultados (Sherman
y col., 1990, Shulaw y col., 1993).

En la actualidad sigue utilizandose con frecuencia,
individualmente o como apoyo confirmatorio de otras técnicas.
Se emplea en programas de control para la identificacidn y
sacrificio de los animales enfermos (Merkal, 1989).
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I.9.5.2,. Enzimoinmunoensayo indirecto (ELISA).

Este método de facil automatizacidn, capaz de procesar
un elevado numero de muestras y generalmente de gran
sensibilidad y especificidad, presenta algqunas dificultades
para el diagnéstico de la paratuberculosis en el ganado
ovino. En esta especie ofrece una moderada especificidad y
ademds es poco repetitiva.

Se emplea en programas de saneamiento junto a otras
técnicas, como el AGID, para el diagnostico individual. A
pesar de las desventajas antes mencionadas, resulta de
utilidad en la prospeccion de colectividades (Ridge y col.,
1991) .

En este caso la deteccidn de la presencia de anticuerpos
se basa en el contacto del suero problema y un antigeno
(generalmente purificado) fijado a la placa. El1 revelado se
realiza con otro anticuerpo antiespecie marcado, quien a su
vez reacciona c¢on un sustrato provocando un cambio de color.
Este, se cuantifica mediante un lector de densidad dptica
(Sanchez v col., 1981).

Puede lograrse un aumento de la especificidad de la
técnica para ovino, mediante el empleo de antigeno purificado
y la adsorcidn previa de la muestra con otra miccobacteria
{(Milner y col., 1989).

El empleo de diversos antigencs y/o un antigeno
comercial protopldsmico de estas caracteristicas, ha logrado
una especificidad del 80% y una especificidad del 94%
(Yokomizo y col., 1983, Juste y col., 1988, Sudgen y col.,
1989) .

Por otre lado, la adsorcicdn de los sueros con M. phlei
secuestra gran numero de los anticuerpos de grupo, aumentando
asi mismeo la especificidad de la reaccidn (Yokomizo y col.,
1985, Milner y col., 1987).
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I.9.5.3. Otras.

Fijacion del Complemento. Este metodo clasico ha sido
empleado durante un elevado numero de anos, con resultados
muy aceptables en cuanto a sensibilidad. Posee desventajas
como la escasa especificidad, la existencia de reacciones
cruzadas, el poder anticomplementario demostrado en suero
ovino o su baja repetitividad (Thoen y col., 1979, Pepin y
cel., 1987, Sherman y ccl., 1990).

Por otro lado y desde el punto de vista inmunitario, hay
gue tener en cuenta que los anticuerpos fijadores del
complemento ne se desarrcollan durante el primer ano tras la
infeccidén, y gue desaparecen rapidamente al iniciarse la fase
clinica de la enfermedad (Merkal, 1989).

El principio de esta técnica se basa en gue la formacidn
de complejos antigeno-anticuerpo problema, activa la fijacidn
del complemento fijandolo y evitando su actuacioén sobre un
segundo sistema Ag-Ac conccido empleado para revelar la
reaccion. Se han empleado distintas versiones del método. Su
sensibilidad y especificidad medias se han podido evaluar en
un 80% y un 50%, respectivamente (Juste y col. 1990a).

Por ultimo, entre otras pruebas empleadas para el
diagnostico de la paratuberculosis hay gque citar: la
hemoaglutinacioén pasiva, la inmuncelectroforesis vy la
inmunofluorescencia indirecta, todas ellas de escasa
sensibilidad y especificidad y por tantc poco utilizadas
{Thoen vy col. 1988).

I.10.- TRATAMIENTO

Para el tratamiento etioldgico se han ensayado, sin
eficacia, diversos farmacos antituberculosos (hidracida del
dcido 1isonicotinico, minociclina). Algunas terapeuticas
empleando antibioticos convencionales (estreptomicina,
clefamicina, rifampicina) parecen disminuir los signos
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clinicos del animal. Sin embargo, al cesar el tratamiento la
enfermedad puede recidivar con mayor intensidad. Ello, junto
a otras consideraciones de orden sanitario, higiénico,
econdmico y de control hacen que en la practica no se emplee
tratamiento alguno (Fuentes, 1988).

El prolongado periodo de incubaciodn de esta enfermedad,
su naturaleza insidiosa y el bajo desarrollo de las lesiones
hacen de esta enfermedad wuna de las mas dificil
reconocimiento y saneamiento (Worthigton, 1964). Algunos de
los objetivos basicos gue ha de perseguir el control de la
paratuberculosis, pueden concretarse en (Saez de Ocariz,
1987, COrdas y col., 1989, Merkal, 1989):

* la deteccion de animales infectados en el rebano y su
eliminacidn

* la aplicacion de distintas medidas de tipo preventivo

* evitar la importacidén de la enfermedad al rebano y
limitar la supervivencia de M. paratuberculosis.

La eliminacidén réapida de los animales enfermos no
plantea excesivos problemas, vya que existen diferentes
meétodos diagnosticos directos de facil aplicacién. Sin
embargo, el diagnostico de animales portadores suele precisar
métodos indirectos que habra que perfeccionar (Juste y col.,
1990).

Desde el punto de vista practico, se deben de sacrificar
todos los animales enfermos y sospechosos (a veces con la
intensificacidén del desvieje sobre animales en mal estado y
poco productivos puede ser suficiente), como primera medida
de saneamiento (Tejedor, 1986}.

Aquellos otros gue presenten una serologia positiva
mediante AGID, también pueden ser eliminados, si es posible
en términos econdmicos. Esta técnica asegura la eliminaciodn
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de un alto porcentaje de infectados en fase preclinica. Es
mucho mas econdmica y sencilla que el cultivo de heces, sin
embargo, el problema es su baja sensibilidad con lo gue
probablemente no eliminemos todos los portadores,
prolongandose la duracién del programa (Scott-Ovr y col.,
1988) .

Otro de los problemas que puede plantear el diagndstico
indirecto es su no utilizacidn sobre animales vacunados. Asi,
ha de recurrirse a otros métodos como el cultive
microbiologice. Este, ha de 1llevarse a cabo sobre un
porcentaje significativo de los animales del rebano para
detectar la presencia de la infeccidén. Cuando se obtienen
resultados positivos ha de aplicarse a la totalidad del
efectivo repetitivamente cada 6 meses, eliminando siempre
a los positivos (Chiodini y c¢ol., 1984, Merkal, 1984).

Can respecto a las medidas de tipo preventivo, la mas
representativa es la vacunacidén. Esta, no previene la
infeccion por lo que, ademas, hay gue poner en practica
medidas gque minimicen el contagic (Sigurdson, 1960,
Wilesmith, 1982, Saxegaard y col., 1985).

Otras medidas de tipo preventivo radican en evitar
factores de estrés y una buena alimentacidn, ello favorecera
la respuesta frente a la infeccion y disminuira el porcentaje
de animales gue desarrollan la enfermedad. Parece demostrada
la eficacia de una dieta equilibrada en minerales, vitaminas
y con una relacién Ca/P adecuada {Chiodini y col., 1984).

En ningun caso, se deben dejar para reposicidén corderos
procedentes de reaccionantes positivos ni de animales
enfermos, ya que el contacto con el agente es precoz
(Wortington, 1964, Kimberling, 1988).

Cuandeo nos encontrames ante un efectivo donde esta
presente la infeccidn, es reccomendable gue los recién nacidos
se sometan a lactacion artificial, proceder a 1 cebo en areas
exentas e incluirlos en el rebafio a partir del afo de vida.
A veces esto no es posible desde el punto de vista econdmico,



42

pero en los rebahos de produccién lactea no es tan
dificultoso (Gilmour y col. 1983).

En cuanto a la importacidn de la enfermedad al efectivo,
una de las medidas mas elementales deriva de evitar el
contacto con animales de otros rebanos o eludir los pastos
comunales. No tan sencillo resulta garantizar la reposicidn
con animales procedentes de rebahos con garantia de
encontrarse exentos (no solo que no tengan casos clinicos).
Cuando esto no es posible, hay qgque al menos tener la
precaucidn de introducir animales mayores de dos ahos, previa
cuarentena y serologia negativa.

Aun para reforzar mas las garantias con respecto a la
introduccidén de la enfermedad, puede mantenerse a estos
animales de reposicidn al menos cuatro meses apartados del
resto del grupo y realizar controles microbiologicos de las
heces al comienzo y fin del pericde de aobservacidn {(Juste y
col. 1990c¢). Otra estrategia consistiria en la consecuciodn
de "rebanos cerrados", pero plantea a medio, largo plazo
otros inconvenientes (Chiodini y col., 1984).

Por otro lado, se ha observado que cuando el pastoreo
se realiza en suelos alcalinos, la enfermedad clinica
presenta menor intensidad que cuando se trata de animales que
se alimentan sobre suelos acidos ¢ deficientes en minerales
(Jorgensen, 1977, Kopecky, 1977). Asi mismo parece gque el
tratamiento con ésteres de fdsforo y el abonado de los pastos
con fosfatos, reducirian el nivel de enfermedad clinica en
el rebano (Richards, 1988). Los pastos de zonas muy afectadas
deben ser sometidos a laboreo y correccidn en su caso
(Delaune y col., 1966, Fouquet y col., 1979}).

Las medidas higiénicas forman parte importante de las
medidas de control, y no siempre por repetidas se llevan a
cabo correctamente. Losgs apriscos y abrevaderos deben ser
limpiados y desinfectados con productos adecuados (compuestos
fendlicos o cresdélicos, adicionados con detergentes). Las
camas han de ser retiradas con frecuencia y sl es posible
instalar bebederos elevados con agua corriente (Thoen y col.,
1988) .
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Todas estas medidas de contrel conllevan, a pesar de
todo, un costo menor gue el mantenimientce de un rebafio con
enfermedad. Los programas sanitarios pueden concluir en un
plazo de 5 a 10 afnos, en funcioén del grado de infeccidén, 1la
diligencia del ganadero y el nivel ecocondmico del rebafc, con
la eliminacidn de 1la enfermedad (Chiodini vy col, 1984,
Gillmour, 1988).

Por ultimo, el control a nivel nacional o regional es
dificil dada la ausencia de un unico método de diagndstico
eficaz. Desde el punto de vista econdmico y siempre gue el
pais emplee frente a esta enfermedad suficientes recursos
financieros, seria posible realizar programas de amplia
cobertura con emision de certificaciones oficiales. Ello,
podria llevarse a cabo mediante la identificacioén serocldgica
de los rebafics indemnes a los que se certificaria como
"negativos probados".

Fn caso de existir algun positivo, se sacrificaria y se
procederia al muestreo microbioldgico del rebafic durante tres
periodos consecutivos de 6 meses. Estos certificados incluso
podrian emitirse por parte de las agrupaciones de
productores, pudiendo repartirse las cargas financieras entre
ambos, administraciones y productores Chiodini y col. (1984).

Collins y col. (1991) consideran que, en ganado vacuno,
un programa de diagndstico y eliminacidn de afectados es
rentable siempre gque la prevalencia sea mayor del 6%, y las
pruebas diagndsticas empleadas ofrezcan, al menos, una
sensibilidad del 50% y una especificidad del 98%. El costo
economico real supondria menos de 4 dolares americanos por
bovino.
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I.12.- VACUNACION

La primera vacuna frente a paratuberculosis data de 1926
(Vallée y Rinjard). Se han elaborado desde entonces diversos
productcos inmunizantes con diferentes grados de éxito
(Sigurdson, 1960, Larsen y «col., 1978, Merkal, 1984,
Saxegaard y col., 1985).

En primer lugar, hemos de realizar las siguientes
consideraciones «c¢on respectc a la inmunizacidn. La
administracién de vacunas reduce en un rebano la cifra de
enfermos, el numero de excretores y el de animales con
infeccidén intestinal detectable. Sin embargo, no confiere
inmunidad total, ni evita que se pueda producir la infeccidn.

El uso de vacunas protege, en la mayor parte de los
casos, frente al desarrollo de la enfermedad clinica, o bien
retrasa su aparicién. A pesar de ello, los individuos
vacunadcs pueden desarrollar todos 1os grados de 1la
enfermedad e incluso pueden ser portadores. La vacunacién
tiene un efecto beneficioso a nivel colectivo (Chiodini y
col., 1984, Aduriz y col., 1989).

Ejemplos de ello, son los estudics realizados por
Fuentes en 1988, guien aisldo M, paratuberculosig a partir de
las heces del 2.14% de los ovinos vacunados o los realizados
por Sherman y c¢ol. en 198%, gquienes sobre 48 terneras
vacunadas detectaron tres positivas mediante AGID y una
mediante aislamiento.

Como efectos negativos de la vacunaciodn podemos citar
gue los animales vacunados responden positivamente a las
pruebas diagndsticas durante un periodo de tiempo prolongado.
Asli mismo presentaran reaccidn positiva mediante la prueba
de la tuberculina/jochnina. Este hecho, es importante ya que
puede interferir en el saneamientc del ganado vacuno y
caprino (Saez de Ocariz, 1987).
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Otro efecto indeseable es la aparicion de un ndédulo
fibro~caseoso en el punto de inoculacién del producto
inmunizante, de tamafio variable (a veces considerable), que
perdura en el tiempo y puede fistulizar. Los animales jdvenes
en los que aparece un mayor desarrollo del nodulo vacunal,
pueden presentar retraso en el crecimiento y prolongacidn de
la edad de cubricidén (Lopez, 1989).

Hasta ahora en Espana y en otros paises europeos se ha
utilizado vacuna viva atenuada. En EE.UU. se utiliza un
productc 1lnactivado con resultados semejantes, gue genera
menor riesgo epidemioldgico (Merkal, 1989).

Todas las vacunas se administran antes de las 2-4
semanas de vida, en la regidn pectoral inferior, afin de gque
el ndodulo generado no entorpezca la marcha y se favorezca el
drenaje caso de fistulizacidn. La aplicacidn en edades mas
avanzadas no parece producir efectos negativos, reduciéndose
ligeramente la incidencia en el rebano (Gilmour, 1965). Sin
embargo, la mayor parte de los autores no aconsejarian la
vacunacion masiva del efectivo, ya gque probablemente se
asistiria a una reactivacidn del proceso en aquellos animales
infectados. Por otro lado, tampoco seria recomendable la
revacunacioén puesto gue parece disminulr la resistencia
(Larsen y col., 1978, Aduriz y col., 1989).

Los programas de vacunacion han de llevarse a cabo sobre
rebanos afectados no sobre agquellos exentos de
paratuberculosis, dentro de un programa de control estricto
tal y como hemos mencionado en el apartado anterior (Chiodini
y col., 1984).

La inoculacion accidental de la persona gue aplica la
vacuna puede originar un nodulo granulomatosc en este punto,
que podria reguerir tratamiento quirdrgico, aungue sin otras
consideraciones desde el punto de vista sanitario (Juste y
col., 1989c).



II. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS



47

II JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

A estas enfermedades no se les habia prestade una
excesiva atencion hasta hace escasamente unas décadas. En los
ultimos anos en nuestro pais se estan publicando datos acerca
de 1la enfermedad de Johne, gque parecen evidenciar 1la
presencia de mayores tasas de prevalencia de 1lo dque en
principic cabria esperarse o© sospecharse. Por tanto su
importancia econdémica va en aumento, con especial incidencia
sobre rebanos destinados a produccidn de leche.

El esclarecimiento de su distribucién a nivel
geografico, las probabilidades de difusion dentro de un
efectivo, o entre efectivos de un mismo Area, su incidencia
segun el tipo de produccién o segun el tipo racial, 1la
eficacia de la vacunacidn sistematica y la sequridad de los
meétodos diagnosticos scn datos que se precisara conocer para
instaurar una politica eficaz de control. Esta informacicdén
podra plasmarse en planes para el saneamiento y control de
estos problemas tanto a nivel de Comunidad Autdncma como a
nivel Nacional, si fuese preciso y a medic plazo al menos.

El estudio epidemiologico que nos ocupa pretende
contribuir a toda esa informacidén general dque evaluara la
conveniencia de la aplicacidén de distintos procedimientos,
gque permitan disminuir la mortalidad vy aumentar la
resistencia inmunitaria de los animales. Este ultimo aspecto
es muy importante, ya que el desarrollo de la enfermedad
clinica parece estar intimamente relacionado con algunos
factores de estrés y con la disminucién de los niveles
inmunitarios, asociados muchas veces a estados de tipo
fisiclogico (puerperic, lactacidén, déficit o desequilibriocs
alimentarios, etc..).
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Por todo ello al iniciar este trabajo nos propusimos los

siguientes objetivos:

1.-

Estudiar las tasas de incidencia c¢linica de la
enfermedad en algunas de las comarcas de la provincia
de Segovia.

Relacionar estas tasas incidencia con los sistemas
de manejo empleados en cada rebano.

Conocer las tasas reales de prevalencia de la
infeccidn en ambos tipos de poblacidn existentes en la
zona estudiada.

Comprobar la eficacla de los sistemas de control
mediante la aplicacién de un programa sanitario y de
inmunizacién con vacuna viva atenuada.

Evaluar las prevalencias obtenidas mediante
distintos métodos seroldgicos de diagndstico, y valorar
su utilidad en programas de eliminacicén de positivos.
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IIT. MATERIALES Y METODOS

IIT.1. REACTIVOS Y SOLUCIONES
IIX.1.1. REACTIVOS

ADN

Acido acético

Acido bdrico

Acideo citrico monohidratado
Acido clorhidrico

Acldo fluorhidrico

Acido fosforico

AntiIg G oveja-peroxidasa
Azino di(3-ethylbenzthiaz. sulf.)
Agar

Agar noble

Agarosa

Alumbre potasico
Asparragina

Anfotericina B

Azul de metileno
Benzoato de metilo

Broth Nutrient

Carbonato sddico

Citrato sddico tribasico
Cloroformo

Cloromicetina

Cloruro de benzalconio
Cloruro férrico

Cloruro potéasico

Cloruro sdédico

Depex

Eosina Y

Etanol abscoluto

Etanol 96°*

Etanol 80¢

Etanol 70¢

(ABTS)

50

DIFCO
MERCK
MERCK
MERCK
MERCK
MERCK
MERCK
NORDIC
BOEHRINGER
OX0ID
DIFCO
DIFCO
PANREAC
DIFCO
GIBCO
PANREAC
MERCK
DIFCO
MERCK
MERCK
PROBUS
BOIMERIEUX
MERCK
MERCK
MERCK
PANREAC
CARLIOC ERBA
PANREAC
MERCK
PANREAC
PANREAC
PANREAC



Etanol 50°¢

Formalina 35-40%

Fosfato disddico anhidro
Fosfato monosdédico anhidro

Fosfato monosoddico monchidratado

Fosfato potasico

Fuchina basica

Gelatina

Glicerina

Hematoxilina de carrazzi
Hidrato de cloral
Hidroxido sddico

Lauril sulfato sédico
L-Cisteina
Lowenstein-Jensen, medio base
Metanol

Micobactina J
Middlebrook 7H9, medio base
Mycostatin

Nutrient broth

QADC

Parafina plastificada
Penicilina

Peptona

Peroxido de hidrdégeno
Piruvato sdédico

PPA-3 (antigeno para AGID y ELISA)

Purpura de bromocresol
Rojo neutro

Suero fetal bovino (SFB)
Tween 20

Tween 80

Timol

Tolueno

Yodato sddico

Xilol

PANREAC
PROBUS
MERCK
MERCK
MERCK
MERCK
PANREAC
PANREAC
MERCK
MERCK
OXOID
PANREAC
MERCK
DIFCO
DIFCO
MERCK
RHAONE-M
DIFCO
SIGMA
DIFCO
DIFCO
PANREAC
FLOW
OXOID
PANREAC
MERCK
ALLIED
CARLO ERBA
CARLO ERBA
FLOW
MERCK
MERCK
PANREAC
PROBUS
MERCK
PROBUS

51
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ITT.1.2.- SOLUCIONES EMPLEADAS
Solucidén salina (s.s.)
Cloruro sdédico 8.5 g

Agua destilada 1000 ml

Formol tamponado pH 7 para Histologia

NaH,PO,H,0 4.00 g
Na,HPO, 6.50 g
Formalina al 10% 100 ml
Agua destilada 900 ml

Hematoxilina de carrazzi

Hematoxilina 0.50 g
Yodato potasico 0.10 ¢
Alumbre potasico 25.0 g
Glicerina 100 ml
Agua destilada 400 ml

Pulverizar la hematoxilina y el alumbre en mortero,.
Mezclar con glicerina y anadir agua. Homocgeneizar y anadir
tras 10 nminutos el yodatco. Dejar reposar 15 dias en frasco
ambar.

Eosina
Eosina Y 1.0 g
Acido acético 1-2 gotas

Agua destilada 100 ml
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Fucsina de Ziehl

Fucsina basica 0.3 g
Alcohol etilico 10 ml
Fenol (cristales licuados) 5.0 ml
Agua destilada 95 ml

Fucsina de Kinyoun

Fucsina basica 4.0 g
Fenol (cristales licuados) 8.0 ml
Etanol 96° 20 ml
Agua destilada 100 ml

Alcohol c¢lorhidrico
Acido clorhidrice concentrado 3 ml
Etanol 96:¢® 97 ml
Azul de metileno
Azul de metileno 0.3 g

Agua destilada 1000 ml

Solucidén decontaminante para tejidos

L-Cisteina 0.5 g
Cloruro de Benzalconio 3.0 g
Agua destilada 97 ml

Solucién decontaminante para heces

Cloruro de Benzalconio 3 g
Agua destilada 997 ml



Tampén fosfato salino (PBS) 0,067M pH 7

PO!’HEK 9.11 g
PO, HNa, 9.51 g
ClNa 3.95 g
Agua destilada 1.000 ml

Tampén fosfato salinc (PBS) pH 7

ClNa 8.0 g
ClK 0.2 g
PO, H,K 0.2 g
FTMHNaz 1.15 g
Agua destilada 1.000 ml

Solucién decontaminante de Lauril Sulfate Sddico

Lauril Sulfato Sodico 30 g
Na (OH) 10 g
Agua destilada 1.000 ml

Solucidén Neutralizante

Acido Fosfdrico 1.5 ml
Purpura de bromocresol (1:250) 2 ml
Agua destilada 1.000 ml

Solucidén de Tween-Peroxidasa (hidrélisis del tween)

Tween-80 (10%) 10 ml
Perdxido Hidrogeno (30%) 10 ml
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Solucidn sustrato (hidrélisis del tween)

Tween-80 0.5 ml
Rojo Neutro (0,1 %) 2 ml
PBS 0.067 M pH 7 100 ml

Tampon borato para agar gel difusidén (AGID)

Acido bdrico 0.19 g
Cloruro potasico 0.72 g
Agua destilada 95.0 ml

Se ajustd a pH 8.3 y se completd el volumen hasta 100
ml. Se conservo a 4°C.

Agarosa-borato para AGID

Agar noble 1.0 g

Tampdn borato 5.0 ml
Solucidn salina 95 ml

Azida sodica 0.1 g

Tampon carbonato para ELISA

Carbonato sddico 5.3 g
Agua destilada 1.000 ml
Ajustar a pH 9.6 con HCl 1N.
Solucidén de lavado para ELISA
Cloruro sddico 8.5 g
Tween-20 0.5 ml

Agua destilada 1.000 ml
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Tampdén fosfato-Tween gelatina para dilucién de sueros

(ELISA)

NaH,PO, . H,0
NaH,PO,

ClNa

Agua destilada

Ajustar a pH 7.6 con NaOH 1N.

Tween-20

Esterilizar en autoclave.

Gelatina

1.8 g
12.36 g
8.5 g
993 ml

0.5 ml

lg

Tampon citrato 0.05 M para ELISA

Solucidén A:
Acido citrico
Agua destilada

Solucidén B:

Citrato sddico tribasico 2H,0

Agua destilada

22.97 g
1.000 ml

29.41 g
1.000 ml

Mezclar 660 ml de la solucidén A y 470 ml de la solucion
B. Completar a 2000 ml con agua destilada. Ajustar el pH a

4 con ClH 1N.

Sustrato para ELISA

Tampon citrato
ABTS
Agua oxigenada (1:25)

Proteger iluminacién.

Solucidén de frenado

Acido fluorhidrico (45%)
Agua destilada

50 ml
5.48 Lug
19 ul

889.33 ul
20 ml
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III.2.- CEPAS EMPLEADAS.

Se han empleado distintas cepas de M. paratuberculosis
de origen ovino alisladas y tipificadas por el Laboratorio
regional de Sanidad Animal de Algete (Madrid), asi como una
cepa de referencia procedente de la NCTC (8578) (Reino Unido)
de origen bovino.

Asimismo se utilizd una cepa de M. phlei procedente del
laboraterio regional antes mencionado, para la obtencidn de
micobactina P y la adscorcidén de sueros analizados mediante
enzimoinmunoensayo.

IITI.3.- MEDIOS DE CULTIVO.

Para el primoaislamiento y las resiembras se empled el
medio de Lowenstein-Jensen con algunas modificaciones. La
primera siguiendo un método descrito por Fuentes (1988) y la
segunda siguiendo un método descrito por Juste (1989)

III.3.1.- Medio Lowenstein Jensen modificado (Fuentes,
1988):

Agua destilada 1.000 ml
Medio Base 65 d
Glicerina 30 ml
Agar 30 g
Micobactina P o J 2 mg

Ajustar a pH 7. Esterilizar en autoclave.

Adicionar a 55 =2C:

Penicilina 200.000 UI.
Cloranfenicol 0.5 g
Mycostatina 30 mg

Piruvato Sodico 5 ¢
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Yemas de hueve fresco 6
ADN 0.80 mg

Se repartio estérilmente 8 ml en tubos de vidrio con
tapon de rosca. Solidificar en inclinacién. Conservar a 4°@
C.

III.3.2. Medio Lowenstein Jensen modificado (Juste,
1989):

Glicerina 15 ml
Medio base 46.5 g
Micobactina J 4 myg
Agua destilada 750 ml

Ajustar pH a 7.1. Esterilizar en autocclave.

Adicionar a 55 2(Q:

Huevo entero 1.250 ml
Anfotericina B 100 my
Penicilina 200.000 UI.
Cloranfenicoel 200 mg

Se dispensaron 8 ml en tubos de vidrio con tapdn de
rosca. Los tubos inclinados, se sometleron a calor seco (90°
C) durante 45-60 minutos hasta la cocagulacidén del medio.
Posteriormente, se mantuvieron a 37 ¢C durante 18 horas con
el tapdén flojo para facilitar la desecacion. Se conservaron
a 492 C.

III.3.3. Medio de Lowenstein Jensen sin micobactina
Se siguid idéntico método (a excepcidn de la adicidn de

micobactina) para la elaboracidén del medio de control "sin
miccbactina.
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III.3.4. Medio liquido para cultivo de M. phlei.

Para el cultivo de M. phlei se empled un medio liquido
de crecimiento. Se utilizaron frascos Roux o matraces a fin
de producir grandes cantidades de cultivo. El1 medio se
elabord segun se detalla a continuaciodn:

Medioc Base (Broth Nutrient) 15 g
Peptona 45 g
Agua destilada 1000 ml
Glicerina 100 ml

Se esterilizd en autoclave.

I¥I.2.5. Obtencién de Micobactina

La micobactina fue extraida a partir de cultivos de 2-3
semanas de M. phlei. Se obtuvieron dos tipos de micobactinas:

Micobactina bruta: se obtuvo por filtracién de 1los
cultivos sobre papel Whatman. El1 material depositado scbre
el filtro se recolectd y pesd, para después adicionar 100 ml
de glicerina por cada 25 g de peso humedo. Se esterilizd en
autoclave durante 3 horas. La micobactina bruta asi obtenida
se empled como aditivo para el medio de Lowenstein Jensen (65
ml por 1000 ml).

Micobactina purificada (P), se siguié la técnica
propuesta por Merkal {(1982): la masa celular se obtuvo de
modo semejante a lo anteriormente citado. Cada 100 g de peso
humedo se suspendidé en 280 ml de etancl 963%. Se mantuvo en
agitacion durante 48 horas a 42C., Posteriormente, se procedid
a filtrar sobre papel Whatman, conservandose el extracto
alcohdlico. Se anadieron 9 ml de una solucidn saturada de
cloruro ferrico en etancl de 70%. Por cada volumen de
extracto se anhadieron uno de agua destilada y otro de
cloroformo. Se homogeneizd y se procedid a la extraccién del
cloroformo utilizando un embudc separador (parte inferior
clara). Se evapord en vacio a 602C. Por ultimo, la
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micobactina se obtuvo diluyendo el residuc en metanol: 2
mg/ml. Se conservd a 4° C en frasco estéril.

ITI1.3.6. Medio liquido Middlebrook 7H9

Este medio se utiliz¢ fundamentalmente para 1levar a
cabo las pruebas bioquimicas de M. paratuberculosis. Para
el cultivo (resiembra) de cada cepa se utilizaron frascos de
plastico para cultiveos celulares de 25 cm’ de superficie. El

metodo de elaboracion fue el siguiente:

Glicerina 5 ml
Medio Base 7H9 4.7 g
Agua destilada 900 ml

El medio se calento hasta ebullicién para asegurar una
disolucicén completa. Se esterilizd en autcclave A 50 °C se
anadidé para el enriquecimiento:

100 ml de OADC (oleico-albumina-dextrosa-catalasa), integrado
por:

Serocalbumina bovina (fraccicn V) 50 g
Solucion salina 500 ml
Oleato sédico 30 ml
Glucosa (50%) 40 ml
Catalasa 0.02 ml

Ademas se adiciond:

Micobactina J 2 mg
Asparragina 14 g
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III.4.~- MUESTRAS DE CAMPO. DISERNO.

La recoleccion de muestras de campo se ha ordenado de
forma cronolégica, ajustdndose al siguiente esquema:

* 1988 se estudiaron 10 rebanos para establecer la
incidencia de la enfermedad.

* 1989 y 1990 se seleccionarcn dos rebanos en los que
se aplicd un programa de vacunacion; se realizd en
ellos un seguimientoc semejante al del apartado
anterior. Ademas, se prosiguid estudiando la incidencia
en uno de los diez rebanocs analizados durante 1988, en
el cual no aparecid ningun caso clinico en ese ano.

* 1990 y 1991 se llevé a cabo una toma de muestras
sistematica en matadero. Durante 1990 se obtuvieron
muestras de heces vy tejidos para evaluar la
prevalencia. A lo largo de 1991 se recolectaron sueros
a fin de establecer la prevalencia seroldgica.

I1I.4.1. Rebanos estudiados durante 1988.

Los diez rebanfos estudiados se ubicarcn en la zona
Centro-Norte de la provincia de Segovia. El seguimiento de
los mismos se llevd a cabo a lo largo del ano natural de
1988. Estos rebanos fueron seleccionados en base a distintos
criterios: la posibilidad de un muestreo y sequimiento
continuados, los distintos tipos de produccidn y por el hecho
de estar incluidos en nuestra zona habitual de trabajo.

La dencominacidén de cada rebano estudiado, su tipo de
produccion, censo y numero de muestras recolectadas (animal
individual) se reflejan en la tabla ne< 2.
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Segun el tipo de produccidn y de manejo los rebahos se
clasificaron en dos grupos diferentes:

Grupoc A: comprendid rebafios de raza churra o sus cruces
con awassi, de aptitud lé&actea, con alimentacién y manejo
intensivo-semiintensivo. La mayor parte de ellos se ubicaron
en la comarca de Cuéllar a excepcion del rebano Fuentepelayo
III.

Grupo B: estuvo integrade por rebanos de razas
castellana, manchega, sus cruces y los cruces c¢on merina, de
aptitud carnica o mixta, con alimentacidén y maneio
semiextensivo. En lineas generales, poseyeron un mayor numero
de efectivos que los anteriores y estuvieron ubicados en la
comarca de Carbonero.

Tabla n® 2

REBANOS ESTUDIADOS ¥ MUESTRAS OBTENIDAS

DENOMINACION PRODUCCION CENSO N? MUESTRAS
REBANO PTB DESTINO

Fuentepelavoe I B 200 21
Fuentepelayo II B 500 20
Fuentepelayo III A 400 24
Chatin A 450 32
Moraleja A 250 10
Olombrada A 200 12
Mozoncilleo B 400 0
Vallelado A 150 12
Fuentes A 250 14
Pinarnegrillo B 350 12

TOTAL A + B 3.100 157
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La toma de muestras se llevd a cabo sdélo a partir de
agquellos animales vivos que evidenciaron signos clinicos de
adelgazamientc. Los ovinos adultos gue mostraban sintomas de
enfermedad fueron sacrificados empleando Pentobarbital sddico
a dosis elevadas por via endovenosa. Estos sacrificios se
realizaron para confirmar el diagnéstico, contabilizar las
bajas chjetivadas del rebano y establecer la incidencia. El
nuamero total de ovejas analizadas fue de 157.

GRAFICO I

LOCALIZACION DE LOS REBANOS ESTUDIADOS Y MATADEROS
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Sistematicamente se realizd un diagnéstico diferencial
para descartar la presencia de otras enfermedades
cagquectizantes como la Linfoadenitis caseosa (pulmonar o
ganglionar), o) diversas enfermedades parasitarias
(facciolosis, dicroceliosis, hidatidosis, cisticercosis,
sarcosporidiosis). La observacion de lesiones se centrd en:
la cavidad abdominal, los ganglios mesentéricos (tamano
relativo, arquitectura, edema y congestidn), el aspecto de
la serosa intestinal (inyeccion de vasos linfaticos), y por
ultimo se evaluaba el grado de engrosamiento de la mucosa
intestinal.

Se obtuvieron las sigulientes nuestras:
* heces
* suero

* fragmentc de intestino correspondiente a la
zona ileocecal.

* ganglio linfatico adyacente.

III.4.2. Muestras obtenidas a partir de dos rebanos
seleccionados en los que se aplicd un programa de vacunacién
durante los ahos 1989 y 1990.

Se seleccionaron dogs de los diez rebanos analizados
sigulendce dos c¢riterios basicos: de un lado elevada
incidencia clinica de Paratuberculosis y de otro, el distinto
tipo de produccidén de cada uno de ellos (carne y leche}. El
preograma de vacunacidn por tante, sdlo se llevd a cabo en los
rebanocs "Chatun" y "Fuentepelayo I" y se acompanc de diversas
medidas de higiene de las instalaciones, la eliminacion de
afectados, la administracion de conmplejos vitaminico-
minerales a libre disposicién con la relacidn Ca/P invertida.
Por otro lado, en el rebane '"Chatun" se comenzé a aplicar un
programa de lactancia artificial.
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La vacuna empleada fue suministrada por la Consejeria
de Agricultura y Ganaderia de la Junta de Castilla y Ledn.
Esta vacuna oficial es atenuada y va incorporada en
exciplente oleoso (Lio-Jdohne, Ovejero o© Neoparasec, Rhone
Mérieux). Fue administrada a las corderas de reposiciodn entre
los 8 y los 21 dias de vida, por via subcutdanea en la parte
antero-ventral de la regidn pectoral. La inoculacioén en esta
zona corporal se realizd para facilitar la supuracidén en caso
de formacidn de absceso local y fistulizacién y asi como para
gue el ndédulo no interfiriese en la marcha.

El programa de vacunacidén y las medidas de tipo
higiénico aplicadas a 1los dos rebanos, asi como su
seguimiento durante los ahos naturales de 1989 y 1990, tuvo
como finalidad primordial estudiar el comportamiento de la
enfermedad y la posible disminucidén de la incidencia clinica
de los casos de Paratuberculosis.

De modo semejante a lo que se describe en el apartado
anterior, se llevd a c¢abo una toma de muestras a partir de
aquellos animales vivos gue evidenciarcn signos clinicos de
adelgazamiento. Estos fueron sacrificados a fin de realizar
el diagnodstico, contabilizar las bajas objetivadas del rebaro
y establecer la incidencia.

Se obtuvieron las sigulentes muestras:
* heces
* fragmento de intestino correspondiente a la
Zona ileocecal.
* ganglio linfatico adyacente.

ITI.4.3. Muestreo aleatorio en un rebafno sin
sintomatologia de la enfermedad.

Asil mismo, durante el ano 1989 se procedid a realizar
una tema de muestras de heces al azar en un porcentaje del
5% en el rebano de Mozoncillo. La prospeccion de este rebano
se proslguio, debido a que no habia existido sintomatologia
clinica entre los efectivos a lo largo del ano 1988, ano en
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el que se realizo el primer seguimiento para establecer la
incidencia de Paratuberculosis en 1la zona dgeografica
estudiada, la finalidad era comprcbar si realmente se trataba
de un rebano exento.

III.4.4. Muestras cbtenidas en matadero durante los ahos
1990 y 1991.

La zona geografica de influencia de los matadercs
estudiados se corresponde con la anteriormente mencionada
para los rebanos.

La toma de muestras se llevd a cabo en las instalaciones
para el sacrificio animal de los municipios de: cCuéllar
(centro comarcal) donde predominan los rebafios de producciodn
lechera de raza churra y sus cruces y los de Carbonero el
Mayor y Fuentepelayo donde se sacrifica preferentemente ovino
de produccion carnica c© mixta de las razas castellana,
manchega y sus cruces.

El muestreo se realizd semanalmente durante un periodo
de tiempo comprendidoc entre Julio de 1990 a Junio de 1991.
Se estudiaron todos los adultos sacrificados el dia concreto
de la recoleccidén de muestras, siendo este por tanto un
numero variable gue oscilé entre 1 y 5 animales. Se
analizaron un total de 104 individuos.

Se obtuvieron las siguientes muestras a partir de cada
animal adulto:

* fragmento intestinal de la zona ileocecal

* heces

Por otro lado, se llevd a cabo una recoleccion de sueros
en matadero con el fin de establecer la prevalencia de la
enfermedad. Se analizd un 10% de los ovinos adultos
sacrificados y un 5% de los de corderos mayores de 3 meses
(pascuales). Se obtuvieron un total de 286 nmuestras
serologicas que correspondieron 61 a animales adultos y 225
a corderos.
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IITI.4.5. Obtencion de sueros.

Las muestras de sangre se recolectaron en matadero en
tubos de cristal de boca ancha y en el momento del sacrificio
mediante seccién de los vasos yugular y cardtida. Se
chtuviercen unos 50 ml por animal. Las muestras se
transportaron al laboratcoric después de cada sesidn,
conservandose a 4°C una vez iniciada la formacidn del
codgulo. Los sueros se repartieron en alicuotas de unos 4 ml,
conservandose a -20°C.

ITTI.5.~- TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

III.5.1. Muestras de tejidos para tincidn.

Las muestras de tejidos obtenidas (intestino y ganglios
linfaticos) se seccionaron para realizar improntas, en
fresco, sobre portaobjetos. La fijacidén se llevd a cabo
mediante calor y posteriormente se procedid a una tincion
histologica empleando 21 método de Ziehl-Neelsen.

II1.5.1.1. Método de Ziehl-Neelsen:

Los portaobjetos con la muestra fijada  fueron
recubiertos con papel de filtro a fin de evitar el depodsito
de colorantes, se afadid:

* Fuchina de Ziehl en cantidad suficiente para cubrir la
preparacidn. 8Se procedid a calentar hasta desprendimiento de
vapores. Se dejd actuar 5 minutos,

* Dacoloracidén empleandoe alcohol-clorhidrico.

* Contrastacién utilizando azul de metileno durante 1.5 a 2
minutos,

En ocasiones se empled una variedad de 1la técnica
empleando fuchina de Kinvoun. En estos casos, se suprimio la
aplicacicén de calor y se aumentd el tiempo de tincidn en 1
minuto.
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III.5.1.2. Histopateologia.

Para la fijacidén se empled una solucién de formol
tamponada. Las muestras de intestino no excedieron en tamano
mas de 1.5 cm de ancho a fin de facilitar la penetracioén del
fijador. Se mantuvieron sumergidas en el mismo al menos 24
horas. Las muestras se incluyeron en parafina plastificada
(punto de fusicdn 56-5832C) utilizando un precesador Procemyr
1000. Las piezas de inclusioén se tallaron introducidas en
"cassettes" identificadas, para de nuevo someterse a fijaciodn
durante 12 a 24 horas.

La técnica de inclusion empleada fue:

Alcohol etilico 50% 2 horas
Alcohol etilico 70% 2 horas
Alcohol etilico 80% 1 hora
Alcohol etilico 98% 2 horas
Alcohol etilico 100% I 30 minutos
Alcohol etilico 100% IT 1 hora
Benzoato de metilo 30 minutos
Tolusno I 30 minutos
Talueno II 30 minutos
Parafina I 1 hora
Parafina I 2 horas
Parafina III 2 horas

La preparacidén de los bloques de parafina se llevo a
cabo mediante una consola dispensadora {téermica Y
crioconscla) Tissue Tek.

Para 1la obtencidn de cortes seriados se empled un
microtomo Minot Leitz 1516. E1 grosor de las secciones
obtenidas fue de 4 a 6 um.
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Como teécnica rutinaria para el diagnéstico
histopatoldgico se utilizd la tincidn con hematoxilina-
eosina. Se llevd a cabo segun el siguiente protocolo:

1.- Desparafinar en xilol, durante dos ciclos de 10 minutos
2.- Hidratacidn en:
atanol absoluto 5 minutos
etanol 962 C 5 minutos
atanol 702 ¢ 5 minutos
5.- Lavar en agua corriente 10 minutos
4.- Tefiir con hematoxilina de carrazi 10 minutos
5.- Lavar &n agua corriasnte 10-20 minutos
5.- Contrastar conh eosina Y N.5-1 minutos
7.- Lavar en agua
8.- Deshidratar en estancl de 26% vy 100% 5 v 5 minutos
2.- Montaj=s de las secciones histolégicas con Depex

I11.5.2. Tratamiento de las muestras de tejidos para
cultivo microbioldgico.

Hasta que fueron procesadas las muestras de tejidos se
conservaron en congelacion a -20:=C.

Para la obtencidén de mucosa y contenido intestinal se
procedio al raspado de la zona ileo-cecal. Previamente, las
muestras de ganglio se fragmentarcn vy homogeneizarcon. Ambos
tipos de muestras fueron sometidas a maceracidn empleando
trituradores de Ten Broeck y la adicion de una cantidad
suficiente de solucidén decontaminante para obtener una
suspension semiliquida de tejidos. El macerado asi obtenido
se sometid a decontaminacion.

IIT.5.3. Tratamiento de 1las muestras de heces para
cultivo microbiolégico.

Estas muestras se mantuvieron en refrigeracidn a corto
plazo. Cuando se precisé un mayor tiempo de almacenamientoe
se conservaron a -20:2C.
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Las heces se homogeneizaron empleande un pegqueho volumen
de agua destilada. Cada muestra se diluyé 1:40 p/v en agua
destilada manteniéndose en agitacion durante 30 minutos. La
suspension se dejo en reposo durante 30 minutos para después
retirar aproximadamente 5 ml del sobrenadante. Este, fue
sometido a decontaminacidn.

ITI.6.~ METODOS DE DECONTAMINACION DE MUESTRAS.

A fin de contrastar los diversos métodos de
decontaminacién de muestras para el aislamiento de
Micobacterias, se realizd una prueba previa empleandc un
total de 9 muestras. Alguncs de los métodos recomendades para
la decontaminacidén, se encuentran basados en el empleo de
acidos, alcalis, y detergentes catiodnicos. En nuestro
estudio se utilizaron dos tratamientos, uno empleando cloruro
de benzalconioc y otro empleande lauril sulfato scédico.

III.6.1. Decontaminacién con lauril sulfate sédico.

Para la decontaminacién con este agente se utilizo una
proporcidén 1:3 de muestra (previamente procesada como se
describe en el apartado 3.5.2) y solucidén de lauril sulfato,
respectivamente. La mezcla se mantuvo en agitacidn durante
30 minutos. Se centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos, para
después neutralizar el sedimento con una solucidn de acido
fosforico gota a gota hasta que se produjo un cambio de
color. Se centrifugd de nuevo durante 15 minutos. Por ultimo,
el sedimento se sometid a cultivo microbioldgico.

I1IT.6.2, Decontaminacion con cloruro de benzalconio.

Muestras de tejidos: una vez obtenido el macerado, segun
se describe en el apartado 3.5.2, se procedic a su
decontaminacién adicionande solucidn decontaminante v/v
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd a
3.000 r.p.m. durante 15 minutes. Se retiré el scbhrenadante
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y el sedimento se resuspendi¢ en un pequeno volumen de PBS
estéril para después proceder al cultivo microbiologico.

Muestras de heces: este tipo de muestra se procesd segun
se describe en el apartado 3.5.3. Posteriormente, se anadiod
a la nmuestra la solucidén decontaminante en proporcidén 1:4
v/Vv, respectivamente. Se mezclg y mantuveo en reposc durante

18 a 24 horas. El1 sedimento obtenido se empled para el
cultivo microbioldégico.

IIT.7.- CONDICIONES Y METODOS DE CULTIVOQ.
III.7.1. Prueba previa utilizando dos tipos de soportes:

Con un pequefc numero de muestras se realizdé un cultivo
pareado en los mismos medios, pero en dos soportes distintos,
por un lado tubos de cristal de 10 ml con tapdén de rosca, y
por otro tubos de policarbonato de un solo uso también con
tapon de rosca, en total fueron sembrados 36 tubos de cada
materijal.

I1I.7.2. Técnica de cultivo.

Una vez decontaminadas las muestras de tejido o heces,
se procedid al cultivo empleando medio de Lowenstein-Jensen
medificado con o sin adicién de micobactina. Las muestras se
cultivaron por triplicado (medio con micobactina), dejando
un control sembrado en medio sin micobactina.

Se deposito 0.1 ml de inoculo por tubo. Estos, se
mantuviercon a 37°C en posiciodén horizontal y con tapon flojo
durante la primera semana a fin de evaporar el agua en
exceso. Pasado este periodo se procedid al cierre hermético
de los tubos para evitar la desecacion, situandose en
posicion vertical.
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Los cultivos se revisaron con un intervalo de 7 dias
durante un periodo maximo de 16 semanas. Entre la 2@ y 4:#
semanas se desecharon todos los cultivos contaminados. Para
la identificacidén morfoldégica y confirmacidon del crecimiento
se realizd una tincidn de Ziehl-Neelsen.

Siempre gue fue posible y a fin de conservar la cepa,
se realizo una resiembra a partir de los tubos de cultivo con
crecimiento positivo. Se empled un medlio semejante al
utilizado para el primoaislamiento pero sin la adicidén de
antibioticos.

IIT.8.- PRUEBAS BIOQUIMICAS.

El crecimiento micobactina-dependiente, el periodo de
tiempo del cultivo y la caracteristica de acido-alcohol
resistencia constituyen los primeros pasos de eleccidn para
la tipificacién de M.paratuberculosis. Sin embargo, es
preciso ademds realizar diversas pruebas bioquimicas para
completar esta identificacicén. En nuestro estudic se
realizaron las pruebas de: la niacina, la catalasa en
caliente y la hidrélisis del tween 80.

ITI.8.1. Prueba de la niacina.

Se trata de una prueba clasica aplicada de forma
rutinaria para el diagnéstico entre los microrganismos del
género Mycobacterium. Esta reaccidén se basa en la capacidad
de ciertas micobacterias para producir acido nicotinico, el
cual reaccionard con el bromuro de ciandgeno generandose una
sustancia gque, a su vez unida a una amina romatica (anilina)
formara un compuesto final gque se colorea de amarillo.
Permite diferenciar la presencia de M. tuberculosis va que
sélo este agente presenta reaccidn positiva. $Sin embargo,
algunos autores han obtenido resultados variables con M.
paratuberculesis (Chiodini, 1984, Manrique, 1988).
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Para llevar a cabo esta prueba es necesaric emplear
cultivos crecidos en medio liquido 7H9 adicionade con
asparragina. Se depositaron 0.5 ml del medio crecido en tubo
de cristal, se anadieron 0.5 ml de anilina al 4 % y 0.5 ml
de bromuro de ciandgeno al 10%. En caso positivo debera virar
a amarillo, en caso negativo se conservara el color azul
oscuro.

ITI.8.2. Prueba de la catalasa a 682 C.

Esta prueba se basa en la capacidad de ciertas
micobacterias para descomponer el perdxido de hidrdgeno,
liberandose oxigeno molecular gaseoso en forma de burbujas
y espuma.

Para llevar a cabo la prueba se empled una suspension
de varias colconias en 0.5 ml de PBS 0.067M pH 7. Se sometiod
a una temperatura de 68°¢ C en bano durante 20 minutos. La
suspension se dejo atemperar, para anadir posteriormente 0.5
ml de una solucidén Tween-Peroxidasa. La rapida ebullicion de
gas indicoé un resultado positivo.

ITI.8.3. Prueba de la hidrdlisis del Tween=-80.

Esta hidrdlisis se basa en la capacidad enzimatica de
algunas micobacterias para liberar cierta cantidad de acido
oleico esterificado contenido en el tween 80.

Para esta prueba se utilizaron tubos con 7 ml de medio
sustrato base tween. Se sembraron varias colonias a partir
de cultivos sdlidos crecidos. Los medios 1inoculados se
mantuvieron a 37%* ¢ durante 12 dias, realizandose una
observacion diaria. En caso pesitivo, el color inicial rosa
palido vird a rojo.
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IIT.9.- PRUEBAS SEROLOGICAS
III.9.1. Agar gel inmuno difusioén (AGID).

Se procedid a preparar un gel de agarosa-borato de unos
2.5 mm de espescr. Se conservo a 42 C en camara humeda. Lla
distribucioén de los pocillos fue en roseta y estos tuvieron
un diametro de 5 mm.

En el pocillo central se depositaron 50 ul de antigeno
(PPA-3, Allied) a una concentracion de 4 pg/ml. Los sueros
control positivo se depositaron en dos pocillos periféricos,
uno superior y otro inferior. Los sueros problema se
depositaron en los cuatro restantes. Se incub¢ en camara
humeda a 20: C. La lectura se realizd a las 24 y a las 438
horas.

La aparicién de una banda de precipitacidn frente al
pocillo central indico un resultado positivo. Esta bkanda ha
de continuarse con la correspondiente al pocilleo de suero
control. Se considera un resultado inespecifico cuando se
visualizan bandas de precipitacidén sin continuacién con la
del suero control. En ocasiones, se apreclaron '"bandas
externas" o "internas" que algunos autores relacionan con la
presencia de anticuerpos de origen vacunal (Juste, 1989a).

ITI.9.2. Enzimoinmunoensayo (ELISA)
III.9.2.1. Adscrcién del antigenco

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pocillos. El
tapizado de las placas se llevd cabo empleando 110 ul/pocillo
de antigeno (0.04 ug/ml) (PPA-3, Allied) en tampdn carbonato
pH 9.6. Se mantuvieron en adsorcioén durante 18 h a 4 =C. Para
la conservacidén a -20¢ C, las placas se lavaron tres veces
con 220 pl/pecillo de solucidn de lavado.
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ITT.92.2.2. Tratamiento de los sueros

Todos los sueros problema y los controles fueron
sometidos a un tratamiento previo v/v de adsorcidén con M.
phlei (5ug/ml s.s.). Este tratamiento se utilizd a fin de
disminuir la reaccion inespecifica de los sueros. La mezcla
se mantuvo en agitacién suave durante 18 h a 4 =C. Se
centrifugd a 2000 rpm durante 10 minutos. El1 sobrenadante
obtenido se empled como muestra de suero a dilucidén 1:2. La
dilucion de trabajo fue 1:100 en tampon de dilucién de
sueros.

I1I.9.2.3. Método

Una vez taplizadas las placas y adsorbidos los sueros se
depositaron 100 pyl/pocillo de la correspondiente dilucion de
suero. En los pocillos Al y A2 se anadid suero control
positivo y en los Bl y B2 suero control negativo.

Se incubd 2 horas en camara humeda a 202 C, para después
lavar 3 veces con scolucidn de lavado. Posteriormente, se
anadieron 100 gl de un conjugado antilg G (H+L) oveja
producido en conejo Yy marcado con peroxidasa (NORDIC),
previamente titulade y diluido 1:4500 en tampdn de dilucion
de sueros.

Se incub¢ de nuevo 2 horas a 20¢ C en camara humeda. Se
lavd de nuevo 3 veces para posteriormente adicicnar 100
pl/pocillo del sustrato (ABTS). Se incubd en agitacicén
durante 15-20 minutos y en ausencia de luz. La reaccion se
frenc empleando 50 pl/pocillo de solucion de frenado.

La lectura se realizod a 405 nm en un lector ELISA (EIA-
R400, Invesgen).
I1I1.9.2.4. Interpretacidén de los resultados.

A partir de todas las muestras de suerc se obtienen dos
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valores de absorbancila. Estos valores se evaluan en relacidén
a la media aritmética de la densidad optica resultante de los
sueros contreoles positives. E1 resultado de cada suero, por
tanto, sera doble empleando como referencia de positividad,
en un caso el valor medio de los pocillos de los sueros

controles cuando exceda del 90 % de densidad dptica, y en
otro caso, cuando supere el 100%.

II1.10.- METODOS ESTADISTICOS.

Se emplearcn los programas Episcope y Harvard Graphics.
El primero de ellos se utilizo para realizar leos calculos
correspondientes a la evaluacidn de las técnicas utilizadas
y el grado de acuerdoc entre las mismas. Este sistema fue
desarrcllado por Frankena, K. y Goelema, J.0. ({Dpto. de
Produccion Animal de Wageningen, Holanda).

IIT.10.1.- Evaluacién de las técnicas de diagnéstico.
Sensibilidad y especificidad

Cuando se desarrolla o pone a punto una técnica de
diagndstico es necesario analizar su validez o capacidad para
distinguir entre animales enfermos y no enfermos. La validez
se expresa mediante la sensibilidad y la especificidad. Para
la evaluacion de este parametro debe disponerse de un segundo
método diagnostico con una validez del 100% aproximadamente.
Se emplea para ello un tabla de contingencia 2x2, a partir
de la cual pueden calcularse otros parametros como:

*# Valor predictivo de un resultado positivo & negativao,

ej: el porcentaje de animales positivos/negativos que
realmente son positivos/negativos.

* Prevalencia aparente, ej: El numero de animales
positivos dividido entre el numerc total de animales
analizados.
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ESTADO DE SALUD

RESULTADOS

ENFERMOS | NO ENFERMOS TOTAL

POSITIVOS A B

A+ B

NEGATIVOS c D

c + D

TOTAL A+ C B +D N

U m

* %

Asi,

de
de
de
de

= numero verdaderos positivos
falsos positivos
falsos negativos

verdaderos negativos

= numero
= numero
= numeroc

bilidad (3

Especificidad (%)

100 x A/ (A+C)
100 x D/ (B+D)

It

la sensibilidad es la capacidad de la técnica para

detectar animales enfermos, y se define como la proporcidn

de animales enfermos que resultaron positivos a la prueba.

La especificidad es la capacidad de la técnica para
detectar animales no enfermos, y se define como la proporcion
de animales no enfermos gue resultaron negativos a la prueba.

L O 3

Valor predictivo (val posit 29

neaqat =)

VYalor predictivo (wval

Yerdadera prevalencia (%) =

Prevalencia aparente (%) =

100 x A/ (A+B)
100 x D/ (D+C)

100 X (A+C)/N
100 x (A+B)/N

Otro parametro gque puede calcularse es la eficacla de

la prueba,

*

eficiencia = (A+D)/(A+B+C+D)

gque resulta del cociente entre:
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II1.10.2. Grado de acuerdo entre las técnicas
empleadas

Cuande se utilizan diferentes métodos para el
diagnostico de una enfermedad, resulta interesante conoccer
el grado de acuerdo entre los mismos.

Es conveniente valorar el grado de concordancia
existente entre una técnica de referencia y el método objeto
de estudio. Ello puede llevarse acabo a partir de los datos
obtenidos mediante las dos técnicas sobre una misma muestra
de poblacidon. El grado de acuerdo entre ambas pruebas
diagnosticas se expresa con el valor de kappa (k). Este valor
expresa el grado de acuerdc mas alla del azar.

Un k igual a 0 indica la no existencia de acuerdo entre
las técnicas, mientras que un k igual a 1 expresa un perfecto
acuerdo entre ellas. Hay gue tener en cuenta que k indica
cual es el método que da mejor resultadoen cuanto al numero
correcto de animales enfermos o© sanos. Este valor puede
obtenerse mediante un tabla de contingencia 2x2:

TECNICA DE REFERENCIA
TECNICA
ESTUDIADA | FPOSITIVOS | NEGATIVOS TOTAL
POSITIVOS A B A+ B
NEGATIVOS ¢ D c v D
TOTAL A+ C B +D N

A + D = ndimero de resultados que coinciden
B + C

numero de resultados que no coinciden

La proporcion esperada de resultados que coinciden (PE)
es: PE = (A+B)/N x (A+C)/N + (C+D)/N x (B+D)/N

La proporcion maxima de acuerdo no debida al azar es 1-
PE. La proporcion observada de resultados que coinciden méas
alla del azar es: (A+D)/N - PE
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El valor kappa se define como: (A+D}/(N-PE) / (1-PE)

En palabras, k es el cociente entre la proporciodn
observada de acuerdo mas alla del azar y la maxima proporcidn
de acuerdo mas alld del azar. Un k de 0'5 indica un moderado
nivel de acuerdo entre las técnicas.
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IV.RESULTADOS

IV.1. RESULTADOS OBTENIDOS A PARTIR DE LOS REBANOS
ESTUDIADOS DURANTE 1988

IV.1.1.- Resultados de 1las muestras de tejidos
sometidas a tincidn. Puesta en evidencia del agente mediante
metodos directos.

Utilizando el método de tincidn de Ziehl-Neelsen pudo
apreciarse la presencia de geérmenes con morfologia vy
caracteristicas semejantes a las descritas para las
micobacterias (Merchant y col. 1975; Merkal, 1984; Chiodini
y col. 1984; Juste, 1984; Wayne y col. 1986; Marco, 1987.).

La bacteriocscopia directa realizada a partir de raspados
de muccsa intestinal en la zona 1ileco-cecal se utilizé
rutinariamente para el diagndstico de animales enfermos. En
los casos positivos se observd la presencia de grupos de
bacterias acido alcohol resistentes de un tamano que oscilc
entre 1 y 2 um. En funcidén del numero de microorganismos
visualizados por campo microscépico se clasificaron las
muestras en tres categorias: + positivo débil, ++ positivo
y +++ fuertemente positivo. Esta ultima categoria estuvo
siempre correlacicnada con la presentacidn clinica de la
enfermedad (figs. n<l, 2 y 3).

Iv.1.2.-Histopatologia.

la lesion bkasica en Paratuberculosis es una reaccioén
inflamatoria de tipo c¢roénico, productiva, bien focal o
difusa. Este proceso se locallza en la mucosa y submucosa
intestinal y dganglic linfatico adyacente (fig. ne® 4 y 5).
Pudc observarse la presencia de macroéfagos, linfocitos,
células gigantes y plasmdaticas en los cortes histologicos
intestinales (fig. n® 6). Asi mismo se cbservaron numerosos
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eosinofilos en la lamina propia del intestino y la regidn
sinuscidal de los gangliocs linfaticos. En ocasiones, también
se aprecid¢ la presencia de neutrofiles en la periferia del
area infectada. Se detectd necrosis central en la mayoria de
las lesiones focales intestinales.

Por otro lado, el macrofago fue la célula mas abundante
en las lesiones paratuberculosas (fig. n# 7). Algunos de
ellos, se presentaron con el citoplasma distendide y la
presencia de micobacterias en su interior (fig. n2 8).

Los analisis anatomo e histopatoldgicos sirvieron para
realizar diagndstico diferencial. En relacion con otras
causas de enfermedad caquectizantes, se encontrd una elevada
incidencia de Hidatlidosis y algunos casos de Adenomatosis
pulmanar.

A los animales sacrificados con bacterioscopia directa

e histopatologia positivas, se les considero como positivos.

IV.1.3.- Resultados obtenideos a partir del cultivo
microbiologico.

Los resultados de la siembra bacteriolégica de las
muestras no se correspcondieron, en un elevado numero de
casos, con agquellos obtenidos a partir de la puesta en
evidencia del germen de forma directa. Sin embargo, a pesar
de no obtenerse crecimiento positivo, en general los
individuos con signos clinicos, resultaron positivos mediante
histopatologia y bacterioscopia directa.

Se obtuvieron un total de 16 cepas. El periode de
crecimiento medic de los cultivos oscilé entre 12 y 15
semanas. Las colconias presentaron una morfologia de pequernio
tamano, color blanguecino y su numero fue muy variable. En
ocasiones so6lo se obtuvo crecimiento en uno de los tubos
sembrados. La contaminacidén fungica fue la mds habitual.
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IV.1.3.1.~ Resultados de los distintos tratamientos de
las muestras.

Los resultados de la influencia sobre el crecimiento de
las micobacterias en funcidon del método de decontaminacidn
de las muestras utilizado, se reflejan en la siguiente tabla
(n® 3). Este ensayo previo, se realizé de forma pareada con
un pequeno numero de cepas aisladas (92) y se utilizaron dos
agentes, uno el cloruro de benzalcconio (amonio cuaternario)
y otro el lauril sulfato sddico.

Tabla n¢ 3

RESULTADCS DEL CULTIVO MICROBIOLOGICO EN FUNCION DEL
TRATAMIENTO DECONTAMINANTE EMPLEADO

TRATAMIENTO CON: CRECIMIENTO | CRECIMIENTO TOTAL
(+) (-}

LAURIL SULFATO 1 8 9

Cl BENZALCONIO 3 6 9

Como puede observarse en la tabla, mediante el empleo
del cloruro de benzalconio se obtuve un crecimiento positivo
en 3 de las 9 muestras sembradas (33,3%), en contraste, solo
existiod crecimiento positivo en un caso, cuando se utilizd
lauril sulfato (11,1%).

Por otro lado, a la vista de estos resultados y para
contrastar aun mas la eficacia de los dos tratamientos desde
el punte de vista estricto de desinfeccidén, se repitic y
amplid este ensayo previo. Se sembraron un total de 72 tubos
con las mismas muestras utilizadas anteriormente. Estas 9
cepas se cultivaron por cuadriplucade utilizando ademas
soportes diferentes. Los resultados se reflejan en la tabla
ne 4.
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Tabla n? 4

PORCENTAJE DE MUESTRAS CONTAMINADAS EN FUNCION DEL METODO
DE DECONTAMINACION UTILIZADO

TRATAMIENTO TUBCS TUBOS %

| CONTAMINADOS SEMBRADOS
LAURIL SULFATO 9 36 25
Cl BENZALCONIO 3 36 8,3

Como se refleja en esta tabla debieron desecharse por
contaminados un total de 9 tubos (25 %) cuando el indculo fue
tratado con lauril sulfato. Cuand» se decontamind con cloruro
de benzalconio, solo hubieron - : desecharse tres (8,3 3%).
Esta diferencia fue estadisticamente significativa mediante
el test de chi cuadrado (p<0,05}.

Asi mismo estos mismos resultadeos se expresan en la
tabla n® 5, en la que se comparan el crecimiento y la
contaminacion de las muestras en funcidn del tipo de material
de los tubos de cultivo utilizados. Esta prueba se realizo
para ademdas contrastar la desecacidén sufrida a largo plazo
de 1los cultivos, la facilidad de vwvisualizacion de las
colonias, y la influencia real sobre el crecimiento del tipo
de soporte empleado para el cultivo microbioldgico. El numero
de tubos desechados refleja estas circunstancias.
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Tabla ne 5

PORCENTAJE DE CONTAMINACION OBSERVADC EN FUNCION DEL TIPO
DE MATERIAL DE LCS TUBOS DE CULTIVO EMPLEADOS

MATERIAL DESECHADOS SEMBRADOS %
CRISTAL 7 36 19.44
POLICARBONATO 5 36 13.88

Puede observarse que los porcentajes de tubos desechados
con ambos tipos de material son muy semejantes. No existio
diferencia estadistica significativa (p>0.05), sin embargo
para uniformar el metodo se empled en adelante solo vidrio,
a pesar de su mayor coste econdmicc y mayor trabajc de
limpieza y esterilizacién. Estcs presentaban una mejor y mas
rapida visualizacion de las colonias, y por tanto facilitaron
el seguimiento de los cultivos.

IV.1.3.2.Resultados de las pruebas biogquimicas.

En cuanto a los resultados globales de las pruebas
bloguimicas realizadas hay gue mencionar gque todas las cepas
analizadas (16) resultaron negativas a la prueba de la
Niacina. Sin embargo, se obtuvieron resultados variables
mediante la prueba de la <Catalasa a 68:2C, la cepa de
referencia siempre resulto positiva y 5 de las cepas de campo
fueron negativas. Con respecto a la prueba de la hidrélisis
del tween, la cepa de referencia siempre resultd negativa,
mientras que 2 de las cepas alisladas mostraron una escasa
produccion de gas.
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IV.l.4.Resultados de la incidencia de enfermedad en los
rebanos estudiados durante 1988.

Los resultados generales sobre la incidencia de la
Paratuberculosis en los 10 rebanos estudiados se expresan en
la tabla n¢ 6. Las bajas se objetivaron mediante sacrificio
de los animales que mostraron signos clinicos crénicos de
adelgazamiento. El diagndéstico se considerd como pesitivo aun
en ausencia de aislamiento, cuando la puesta en evidencia del
germen causal de la enfermedad y la histopatologia fueron
positivas.

Tabla n¢ 6

PORCENTAJE DE INCIDENCIA DE PARATUBERCULOSIS EN LOS
REBANOS ESTUDIADOS DURANTE 1988

DENOMINACION PRODUCCION CENSO INCIDENCIA
REBANC PTB DESTINO
Fuentepelayo I B 200 8%
Fuentepelayo II B 500 3%
Fuentepelayec III A 400 6%
Chatun A 450 8%
Moraleja A 250 2%
Olombrada A 200 4%
Mozoncillo B 400 0%
Vallelado A 150 4%
Fuentes A 250 4%
Pinarnegrillo B 350 2%
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Come puede observarse en la tabla nY 6 la tasa de
incidencia clinica de la enfermedad oscilo entre el 0% y el
8%. La mediana quedo situada en el 4% de bajas anuales
tomando como unidad al rebano. Se realizd una media ponderada
de cada unc de los rebafios en relacidén a sus efectivos, asi
se obtuvo una tasa de mortalidad del 4/06%.

Las cifras comparadas de incidencia entre los distintos
grupos de rebafhos clasificados en funcidén de su tipo de
produccion-destino-complejo racial se reflejan en la tabla
ne 7.

Tabla n¢ 7
INCIDENCIA RELATIVA DE ENFERMEDAD SEGUN EL TIPO DE

PRODUCCION DE LOS REBANOS, CON RESPECTCO A LA MEDIA
FPONDERADA DE SUS EFECTIVOS

TIPO PRODUCCION N2 REBANOS CENSO INCIDENCIA
ESTUDIADO CLINICA
A 6 1.650 5.33%
B 4 1.450 2.62%
A+B 10 3.100 4.06%

Puede observarse gque existio una clara diferencia en
cuanto a mertalidad en ambos tipos de rebanos.
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IV.2.RESULTADOS OBTENIDOS DURANTE 1989 Y 1990

IVv.2.1.~Resultados del estudio del rebafio sin incidencia
clinica perteneciente a los analizados anteriormente.

Durante el estudic llevado a cabo para establecer la
incidencia inicial de los 10 rebanos analizados se observo
que el rebano de Mozoncillc no presentd incidencia clinica
d