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Abreviaturas.

Ptb: Paratuberculosis.

Map: Mycobacterium avium subsp paratuberculosis.
BAAR: Bacilos Acido Alcohol Resistente.

CAIT: Complejo Agropecuario Industrial Tizayuca.
LAM: Lipidoarabinomanano.

PP: Placa de peyer.

YIFN: Interferén gamma.

IL-2: Interleucina 2

CGM: Células Gigantes Multinucleadas.

IgM: Inmunoglobulina M.

IgG: Inmunoglobulina G.

H.E: Hematoxilina-Eosina.

Z.N: Ziehl-Neelsen.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

E.C: Establo.

L-J: Lowenstein-Jensen.

CC: Condicion Corporal.

Pb: Pares de bases

1§ 900: Secuencia de insercion 900.

ELISA: Prueba de inmuno ensayo enzimatico (Enzime-linked immunosorbent assay)
FC: Fijacion de complemento

IDGA: Inmuno difusion en gel agar



Resumen.

CASTILLO VELAZQUEZ UZIEL. Hallazgos anatomopatoldgicos y bacterioldgicos en
mortalidad de bovinos asociados a paratuberculosis en el Complejo Agropecuario Industrial
de Tizayuca, Hidalgo. (Bajo la supervision de: Dr. Gilberto Chavez Gris y MVZ. Rafael
Soto Castor)

La paratuberculosis bovina (Ptb), es una enfermedad crénica infecciosa, causada por
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), que genera cuantiosas pérdidas
econdmicas en la industria ganadera. En esta investigacion se determiné el porcentaje de
animales de desecho con lesiones macroscopicas y microscopicas asociadas a
paratuberculosis, asi como la identificacion de Map, mediante aislamiento bacteriologico y
la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), a partir de: la valvula ileocecal,
linfonodos mesentéricos y otros oOrganos con lesiones asociadas a la enfermedad en
animales muertos del Complejo agropecuario Industrial de Tizayuca, Hidalgo. (CAIT). Se
realizd la necropsia en 40 animales, pertenecientes a 29 establos, los cuales fueron
estratificados por su tamano: 1) Pequenos (hasta 180 animales por establo), 2) medianos
(de 181 a 300 animales) 3) grandes (mas de 300 animales). Tres animales (7.5%) mostraron
lesiones asociadas a Ptb, con presencia de abundantes bacilos acido acohol resistentes
(BAAR). Se realiz6 el cultivo bacteriologico empleando el medio Lowestein-Jensen con
micobactina J a partir de la 8" semana, en un caso y a partir de la 10* semana en dos vacas.
También se realizo la prueba de PCR utilizando iniciadores especificos para la IS900, con
la cual se confirm6 la presencia de la especie Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis en estos aislamientos. A través de una PCR-tipo especifico se determind
el polimorfismo genético de dichos aislamientos, demostrando ser del genotipo C. Este es
el primer trabajo donde se realiza el aislamiento de Map en bovinos lecheros del CAIT y la
primera determinacion del tipo genético de Map de bovinos en México. Adicionalmente, se
sugiere que pudiera existir una subestimacion de los animales que cursen con
paratuberculosis en el CAIT, ya que de manera tradicional solo se realiza su diagnostico
clinico. Por lo que se sugiere establecer estrategias para el diagndstico y control de esta

enfermedad.



1. Introduccion.

La paratuberculosis (Ptb) es una enfermedad crénica que afecta a los rumiantes domésticos
y silvestres, la cual se caracteriza por causar una enteritis granulomatosa cronica.'” El
agente causal es Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, un bacilo intracelular de
0.5-1.5 um, 4cido alcohol resistente (BAAR). "*** > ¢ La importancia de esta enfermedad

. L - . 3,6
radica en las pérdidas econdmicas asociadas a esta.™

1.1 Antecedentes historicos.

En 1826 D’Aroval describi6o una enfermedad que afectaba a bovinos, caracterizada por
presentar diarrea crénica y que podia corresponder a un cuadro de paratuberculosis. En
1881 Hansen y Nielsen, describen lesiones macroscopicas intestinales que mostraban
engrosamiento y corrugacion de la mucosa de bovinos que morian con este tipo de enteritis.
Cuatro anos después en Dresden, Alemania HA. Johne y L. Frothingham, son los primeros
en demostrar la presencia de un bacilo acido alcohol resistente en lesiones intestinales que
no podian distinguirse de los causantes de la tuberculosis, por lo cual lo consideraron como
un caso peculiar de tuberculosis en una vaca con enteritis cronica. Sin embargo, en 1906,
Bang demostrd que se trataba de un proceso diferente a la tuberculosis, a la que denomino
Enteritis pseudotuberculosa o Enfermedad de Johne. Para el afio de 1910, Twort realiza el
primer aislamiento de la bacteria, la cual recibe el nombre de Mycobacterium enteritidis
croniceae pseudotuberculosis bovis Jhone. Que posteriormente se conoce como
Mycobacterium paratuberculosis y en 1990 se denomind Mycobaterium avium subsp.
paratuberculosis.”®

La enfermedad en México tuvo sus primeros reportes en 1936, donde se confirmd en
bovinos mediante un diagnoéstico de la bacteria en heces y la prueba de la Johnina, realizado
por Unzueta. En 1974, Bustamante realiza una deteccion de anticuerpos a Map, por medio
de la fijacién de complemento, para ese mismo afo, Garibay contribuye con una prueba
doble comparativa a la tuberculina aviar y mamifera para la identificacion de reactores de la

. 910,11
enfermedad en un hato bovino.”



1.2 Impacto economico de la enfermedad.

Dada la importancia econdmica y zoosanitaria de la paratuberculosis, que impacta de
manera severa la produccion, se menciona que las pérdidas asociadas a la enfermedad
subclinica incluyen: disminuciéon en la eficiencia alimenticia, disminucion en la
produccion, grasa y proteina en leche, disminucion del peso al sacrificio de los animales
desechados, disminucién en la fertilidad, desecho prematuro e incremento en la incidencia
de mastitis los cuales son una respuesta a dos mecanismos fisiologicos: el balance
energético negativo de energia y una inmunidad celular dafiada. El primero debido a una
mala absorcion intestinal de nutrientes y el segundo, a una alteracion en la respuesta
celular."?

Las pérdidas econémicas debido a la enfermedad son considerables. En Victoria, Australia
(1994) se estimd que las pérdidas en la industria lechera y carnica son de 7.5 millones de
dolares al afo, estas pérdidas se atribuyen o son consecuencia de la muerte animal con
signos clinicos o debido a los efectos subclinicos, como disminucion de peso, fertilidad y
disminucion en la produccion lactea.> ® 2

Se ha estimado en los Estados Unidos (1990), que la enfermedad de Johne resulta en una
pérdida de 250 millones de ddlares al afio, de productividad en la industria lechera. Las
pérdidas que provoca en la ganaderia son debidas principalmente a la muerte o desecho de
los animales, asi como la disminucion de la productividad, llegandose a estimar que en
hatos bovinos con una prevalencia mayor al 5% de paratuberculosis, ocasiona una
disminucion del 5 al 25% en la produccion de leche (Collins 1994).'413

En el 2005 se realiz6 el primer trabajo acerca del impacto econdémico de esta enfermedad
en México, el cual fue realizado en 30 establos del CAIT, donde se cuantificaron las
pérdidas originadas por esta enfermedad, las cuales por concepto de desecho prematuro
tuvo una pérdida de $3,116,676 mn con un 16.62% de la pérdida total, por concepto de
disminucion en la produccion lactea hubo una pérdida de $9,009,283 mn con un 48.05%
del total, por fallas reproductivas $4,139,960 mn y un 22.08% de pérdida y por tratamiento
médico $2,483,565 mn con un 13.25% de pérdida, lo cual dio un total de $18,749,484 mn

de pérdidas totales en un periodo comprendido entre diciembre del 2003 a junio 2004. En el

mismo estudio se encontrd que en establos medianos con un numero de cabezas entre 181 y



300, eran los mas afectados por la paratuberculosis y que esta se mostraba en la 2 lactancia
con un 37.16% de la presentacion total.'®

De los animales infectados con Map solo un porcentaje presentan signos clinicos y una baja
en la produccion, debido a ello, de los animales de desecho solo una proporcion llegaran
con signos y lesiones claras, por lo cual es importante evaluar las lesiones de los animales
al sacrificio, pues algunos bovinos pueden no mostrar signos clinicos, aunque si lesiones
que sugieran infeccion a Map.'"'®

La ausencia de animales con signos clinicos no descarta, la posibilidad de que la
paratuberculosis se encuentre presente en una explotacion. Unicamente un estudio
minucioso de diferentes muestras, mediante una combinacion de técnicas de diagndstico
como lo son los diagnosticos anatomopatologico y bacteriologico, permitiran llegar a
identificar la infeccion, ya que durante el periodo prepatente de la enfermedad es normal la
ausencia de signos clinicos. En estos casos, la paratuberculosis podria llegar a manifestarse
con una disminucién de la produccioén o con una mayor susceptibilidad a padecer trastornos

reproductivos o mastitis.'"'®

1.3 Etiologia.

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis es un bacilo que mide de 1.5 a 2 pm de
largo por 0.5 um de ancho, no moévil que tiende a agruparse, acido alcohol resistente y a
veces puede ser negativo a esa tincion, tiene poca afinidad por la tincion de Gram. Una de
sus principales caracteristicas es su lento crecimiento, y su dependencia de micobactina que
es un agente quelante de hierro necesario para su crecimiento in vitro, en donde produce
colonias con un tamafio que oscila entre 1 a 5 mm de didmetro que pueden ser firmes,
suaves, lisas o rugosas con variacion en su color de amarillo a naranja. Los medios que con
mayor frecuencia se emplean para su cultivo in vitro son Lowestein-Jensen, Herrold 7H9 y
7H11 con la adicién de micobactina. La micobactina es una molécula lipofilica que se
encarga de transportar el hierro a través de las gruesas capas de la pared micobacteriana. El
hierro se libera de la micobactina al transformarse de 4cido férrico a 4cido ferroso el cual se
utiliza para el metabolismo intracelular."

Este microorganismo se caracteriza por poseer una compleja pared micobacteriana

relativamente impermeable, rica en lipidos. Esta pared consiste de una capa interna de



peptidoglicanos, una doble capa interna, asimétrica, con acidos grasos de cadena larga
como son, los 4cidos micolicos unidos a arabinogalactan, ademas de una capa externa de
peptidoglicolipidos o 4cidos micosidos.”” Su pared celular también posee un glicolipido, el
lipoarabinomanano (LAM) que esta asociado a la respuesta inmune celular. Otra de sus
caracteristicas es que puede sobrevivir fuera del animal por periodos prolongados. Se
mantiene viable durante 163 dias en agua de rio, 270 en agua almacenada, y 11 meses en
heces de bovino y tierra, y solo 7 dias en orina. También sobrevive congelado a -14°C hasta
por un afio.'* Con la ayuda de técnicas moleculares se ha determinado que Map posee una

secuencia tnica de insercion, la IS900 con 15 a 20 copias por genoma.”

1.3.1 Taxonomia.

Pertenece al género Mycobacterium, tinico de la familia Mycobacteriaceae y al orden
Actinomycetales. Con la introduccion de las técnicas para el estudio del genoma del ADN
micobacteriano, se establecieron homologias entre diversas cepas de Mycobacterium
paratuberculosis y las del Complejo Mycobacterium avium-intracellulare que oscilaron
entre el 78 al 97%. De tal manera se sugirid que Mycobacterium paratuberculosis deberia
de incluirse dentro del Complejo de M. avium y quedo como Mycobacterium avium subsp.

.78
paratuberculosis.

1.4 Patogenia de la enfermedad.

La via de transmision es oral, mediante la ingestion del microorganismo, en agua o
alimento contaminado por las heces de animales infectados."!” Otras posibles vias de
infeccion son la intrauterina y la ingestion de calostros y leche contaminados.''>'® El
periodo de incubacién que comprende de los 6 meses a varios afios,'® permite que se
observe la eliminacion de bacterias a través de heces por mas de 18 meses antes de que los
signos clinicos sean aparentes. En los casos clinicos, la eliminacion de microorganismos
puede ser de mas de 5 x 10"? micobacterias al dia.' Los animales son mas susceptibles a la
infeccion en los primeros 30 dias de vida y el riesgo de infeccion se reduce conforme
avanza la edad, pero puede continuar hasta los 12 meses de edad."'® La enfermedad clinica
se desarrolla cuando el animal tiene de 2 a 5 afios. En la mayoria de las infecciones

naturales de Ptb se presume que la respuesta inmune del huésped elimina al



microorganismo, pero una proporcion de los animales permanece con la infeccion y
después de una fase subclinica se desarrolla la enfermedad cuando ya son adultos.”

Después de la ingestion de la micobacteria, por endocitosis se introduce a las células M
(células membranosas) localizadas en los domos que cubren a las placas de peyer del ileon
y yeyuno. Las micobacterias intactas o degradadas son transportadas en vacuolas a través
de las células M por transitosis a los macrofagos en areas subepiteliales e intraepiteliales
del tejido linfoide asociado a intestino o placas de Peyer (PP), asi como para ldmina propia
adyacente.""?

La capacidad de Map para sobrevivir dentro de los macrofagos del hospedador es sin duda,
esencial para el desarrollo de la enfermedad. El lipidoarabinomanano (LAM), los
fosfolipidos, la cera D y otros glicolipidos presentes en la pared micobacteriana, juegan un
papel importante en la adhesion e internalizacion del microorganismo hacia el macrofago y
posiblemente también en células epiteliales. Una vez dentro de esta célula, se inhibe la
maduracion del fagolisosoma posiblemente por inactivacion de la bomba de ATPasa, la
cual en circunstancias normales, acidificaria el fagosoma.”'*** Las lesiones iniciales de la
enfermedad se observan en el area interfolicular de las PP.**

Posteriormente, las bacterias migran dentro de los macréfagos localizados en la PP hacia
los linfonodos mesentéricos y hacia la [amina propia, lo que ocasiona en la mayoria de los
casos una intensa respuesta inmune que produce las lesiones, ademas, de la eliminacion de
la micobacteria, una vez que se ha establecido la infeccion intestinal, las micobacterias
dentro de los macrofagos pueden migrar via linfatica hacia linfonodos mesentéricos y sitios

extra-intestinales, como por ejemplo la glandula mamaria.”

1.4.1 Signos clinicos de la enfermedad.

El curso clinico de la enfermedad es generalmente de 3 a 6 meses. De acuerdo a los signos
clinicos, la eliminacion fecal de la bacteria y la respuesta inmunoldgica que muestra el
ganado infectado se han clasificado 4 etapas.”

En la primera etapa no hay signos clinicos (infeccion silenciosa), ni eliminacion de la
bacteria o deteccion de anticuerpos circulantes. En la segunda etapa (infeccion subclinica)
los animales pueden eliminar una baja cantidad de bacterias a veces indetectable en las

heces, ademas de tener una disminucion en la produccion.



En la etapa tres (enfermedad clinica) los animales gradualmente pierden peso y tienen
pérdidas debido a la defecacion acuosa. La diarrea es intermitente al principio, la bacteria
en las heces y los anticuerpos en sangre son usualmente detectados en esta etapa. La
mayoria de los animales, si no son desechados, pasan a la cuarta etapa (enfermedad
clinicamente avanzada) caracterizada por una diarrea crénica, profusa y acuosa,
emaciacion, letargia, anemia, pérdida progresiva de peso hasta llegar a la caquexia y atrofia
muscular, donde puede presentarse edema en tejido subcutaneo fundamentalmente a nivel
submandibular, asi como ascitis, aunque los animales siguen mostrando un apetito

normal %

1.4.2 Lesiones asociadas a paratuberculosis.

Las lesiones macroscopicas se caracterizan por engrosamiento de la mucosa intestinal,
principalmente del ileon terminal, yeyuno y ocasionalmente duodeno. Los linfonodos
mesentéricos e ileocecales se encuentran aumentados de tamaio, con aspecto edematoso y
en ocasiones presentan calcificacion. También se puede llegar a presentar linfangiectasia.' >
Se reconocen dos formas de la enfermedad, denominadas paratuberculosis tuberculoide o
paucibacilar y paratuberculosis lepromatosa o multibacilar, las cuales difieren en los tipos
de células inflamatorias presentes en las lesiones y en la cantidad de BAAR observados. En
el tipo tuberculoide, existe engrosamiento moderado en la pared del intestino, en algunas
ocasiones con pliegues en la mucosa y dilataciéon de vasos linfaticos, aunque los cambios
no son tan marcados como en el tipo lepromatoso. Al examen histoldgico el engrosamiento
intestinal consiste principalmente en infiltracion linfocitaria y algunos granulomas. La
presencia de BAAR es escasa. Estos hallazgos sugieren una respuesta inmune celular, con
altos niveles de IFNy e IL-2 y una débil respuesta humoral, al parecer regida por Thl. Por
su parte, la forma lepromatosa se caracteriza por un engrosamiento marcado de la pared
intestinal, que incluso puede abarcar hasta la ultima porcion del duodeno, con formacion de
pliegues en la mucosa, edema de la serosa intestinal y dilatacion de vasos linfaticos,
mientras que los linfonodos mesentéricos se encuentran aumentados de tamafo
considerablemente. Microscopicamente, existe engrosamiento de la mucosa intestinal y
fusion de vellosidades, debido a sabanas de macrofagos y células gigantes multinucleadas

(CGM) que infiltran la ldmina propia e incluso la submucosa del intestino, aunque también



existen numerosos linfocitos y neutrofilos. Con la tincién de Ziehl-Neelsen se aprecian
numerosos BAAR dentro del citoplasma de macréfagos y CGM. En esta forma de
presentacion de la enfermedad al parecer se presenta una débil respuesta inmune celular
con altos niveles de anticuerpos, lo que sugiere una respuesta inmune basada en Th2.!
Actualmente, el sistema de clasificacién de lesiones propuesto por Pérez, et al, (1996) es el
mas utilizado.”” Cuadro 1.

Tipo de lesion Caracteristicas
El tipo I consiste en lesiones focales en la zona interfolicular y basal de las placas de peyer
I compuestas con pequefilos granulomas formados por macréfagos y células epitelioides; casi

no se observan bacilos acido-alcohol resistente.

El tipo 1II las lesiones son mas marcadas en las placas de peyer, los granulomas se extienden
11 hacia la mucosa intestinal asociada con las placas de peyer, puede observarse en la zona
basal de la lamina propia y en las vellosidades adyacentes a las placas de peyer, y se

aprecian algunos bacilos acido-alcohol resistentes.

Del tipo III se reconocen tres subtipos: en donde las lesiones granulomatosas afectan a la

1T mucosa adyacente y no adyacente a las placas de peyer.

El subtipo Illa consiste en granulomas multifocales principalmente en la ldmina propia, las
cuales involucran mas vellosidades causando su engrosamiento. En la submucosa y serosa
se aprecian focos de células inflamatorias, principalmente linfocitos y macrofagos
Ila alrededor de vasos linfaticos y sanguineos, se observan moderados bacilos acido-alcohol

resistentes.

El subtipo IIIb se caracteriza por causar una enteritis granulomatosa compuesta por una
gran cantidad de células epitelioides, macrofagos y algunas células gigantes distribuidas
difusamente, dando un aspecto de mosaico a la mucosa asociada y no asociada a las placas
IIIb de peyer. Este infiltrado granulomatoso ocasiona atrofia y fusiéon de vellosidades. Se

aprecian numerosos bacilos acido alcohol resistente.

El subtipo IIlc esta compuesto por granulomas compuestos por macréfagos y células
gigantes localizadas en las placas de peyer. En la mucosa intestinal predomina infiltrado
inflamatorio compuesto por abundantes linfocitos, el cual infiltra la mucosa difusamente
hasta la punta de las vellosidades.

IIIc En la submucosa se aprecia edema y agregados de linfocitos y células plasmaticas, se
observan escasos o nulos bacilos 4cido alcohol resistente.

Se sugiere que estas categorias histopatologicas representan estadios en la patogénesis de la

enfermedad.®

Cuadro No 1. Clasificacion de lesiones microscopicas de acuerdo a la clasificacion de Pérez
et al (1996).”




1.5 Respuesta inmune.

Los anticuerpos se consideran de poca ayuda en contra de la micobacteria intracelular y las
altas concentraciones séricas de anticuerpos son a menudo observadas en la presencia de
enfermedad clinica avanzada. Una relacion reciproca es reconocida entre la respuesta
inmune humoral y la celular en los estadios subclinicos y clinicos de las enfermedades
micobacterianas, incluyendo la paratuberculosis.*® **

La respuesta inmune celular (RIC) se desarrolla relativamente temprano en la infeccion, y
si es efectiva eliminara al organismo y evitara un estado de resistencia. Esta respuesta
puede decaer a lo largo del prolongado periodo de una infeccion persistente, dando lugar a
la proliferacion micobacteriana y a la enfermedad asociada con lesiones multibacilares. > %
Por largo tiempo se ha reconocido que la respuesta inmune humoral (RIH) no provoca
proteccion contra Map y que de hecho, los anticuerpos séricos aparecen hasta etapas
avanzadas de la infeccion, cuando el animal se acerca a la etapa de la enfermedad. En
infecciones micobacterianas la RIH parece que se inicia por un aumento en la IgM, seguida
por un incremento de IgG, y que varios meses después de que ocurri6 la infeccion, al haber
lisis de las células y liberacion de antigeno, la RIC se debilita por lo que las micobacterias
intracelulares proliferan y se producen los anticuerpos, aunque estos no son utiles para

. . . . . . 20,22, 23
destruir a las micobacterias restantes que todavia estan dentro de los macréfagos.” **

1.6 Diagnéstico.

El diagnostico de la paratuberculosis bovina clinica, se basa en los signos clinicos, en la
identificacion del agente etioldgico mediante el cultivo bacteriologico y el analisis
patologico. En tanto para detectar la paratuberculosis clinica y subclinica se usan pruebas
que miden las reacciones inmunolégicas, humoral y celular.”® El diagnostico post mortem
se basa en las lesiones macroscopicas e histopatoldgicas mediante la tinciéon de H-E, con la
identificacion de la bacteria en organos, mediante la tincion de Z-N. Algunas pruebas
diagnosticas presentan problemas de sensibilidad y especificidad como es la prueba de
intradermorreaccion donde se utilizan derivados proteicos purificados (PPD) que en este
caso presentan reacciones cruzadas con otras micobaterias,’’ la prueba de fijacion de
complemento (FC), tiene la desventaja que solo detecta anticuerpos en la fase tardia de la

. . .29
enfermedad y presenta reacciones cruzadas con otras micobacterias,” la prueba de



inmunodifusion en Gel Agar (IDGA) en comparacidon con otras pruebas seroldgicas,
presenta una baja sensibilidad, para detectar animales que estan eliminando la bacteria,’' la
prueba de Interferén gamma (IFNy) tiene baja especificidad y un alto costo, aunque es util
para el diagnostico de la enfermedad en fases subclinicas,” la prueba de inmunoensayo
enzimatico (ELISA) se considera que tiene el mejor balance entre sensibilidad y
especificidad, detecta el mayor numero de animales con la infeccion subclinica, aunque
también presenta reacciones cruzadas con otras especies de Mycobacterium, existe un
procedimiento para disminuir estas reacciones, a través de la previa absorcion del suero con
M. phlei, con lo cual aumenta la especificidad y la sensibilidad, dependiendo del punto de
corte,’? ademas de otras que no han sido lo suficientemente desarrolladas, por lo que varios

autores consideran que no hay una del todo satisfactoria.*®

1.6.1 Diagnostico anatomopatologico.

Se han descrito diversos espectros histopatologicos relacionado con la respuesta
inmunoldgica, la cual esta definida por la existencia de 2 formas distintas de la enfermedad;
una forma tuberculoide o paucibacilar, con una fuerte respuesta inmune celular
caracterizada por pequenios granulomas formados por células epitelioides rodeadas por
abundantes linfocitos con escasos o nulos bacilos acido alcohol resistentes, y una forma
lepromatosa o multibacilar, con una fuerte respuesta inmune humoral acompafada por
lesiones compuestas por macrofagos con abundantes bacilos 4cido alcohol resistentes.*

En la paratuberculosis, igual que en otras micobacteriosis, la respuesta inmune celular esta

considerada como el principal mecanismo para controlar la infeccién.”

1.6.2 Diagnostico bacteriologico.

El aislamiento ha sido durante casi un siglo la prueba por excelencia para el diagnostico de
la paratuberculosis, debido a que es una prueba altamente especifica, detecta a los animales
que estan excretando a la bacteria, se recobra al organismo y técnicamente es una prueba
simple, desafortunadamente esta prueba presenta algunos inconvenientes como el hecho de
que el resultado depende del desarrollo de la bacteria el cual es lento, la sensibilidad del
diagnostico, depende de la habilidad del microbidlogo, baja sensibilidad diagndstica

cuando se realiza a partir de heces, ya que se detectaran Unicamente a los animales que
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estén excretando al microorganismo, otra desventaja es su alto costo, ademas de que puede
requerir examenes adicionales para la completa identificacion de Map.™

Se pueden utilizar diferentes medios con buenos resultados, aunque los mas recomendados
son medios a base de huevo como el Herrold,® empleando como descontaminante el
cloruro hexa-decil piridino (HPC), en este caso que se utilizaran muestras de bovino. Se
menciona que en el caso de caprinos se logran mejores resultados utilizando los medios de
Lowenstein-Jensen con y sin micobactina J y sin piruvato de sodio. Aunque también se
pueden usar otros a base de suero como el Dubos, o mas sintéticos como las diferentes

variantes del medio Middlebrook o el de Watson-Reid.*” ¥

1.6.3 Reaccion en cadena de la polimerasa.

El andlisis geondmico del DNA, ha facilitado la deteccidon y discriminacion de Map con el
descubrimiento de la secuencia de insercidon considerada especifica de Map, la IS900. Esta
secuencia de insercion se repite de 15 a 20 veces en su genoma, tiene un tamafio de 1,451
pares de bases (pb). Se ha demostrado que la IS900 codifica una proteina, posible
transposasa, denominada p43, de 399 aminoacidos. La conservacion de los sitios de
insercion de la IS900, asi como su exclusividad en Map, sugiere que las inserciones de la
IS900 determinan el fenotipo de la bacteria.” ® Las secuencias de insercién se usan
comunmente como diagnostico para la diferenciacion de especies de micobacterias.
Comparadas con otras secuencias blanco en el genoma, el uso de secuencias de insercion es
ventajosa debido a que la presencia de multiples copias incrementa la sensibilidad del
diagnostico.** !

Por medio de la utilizacion de la secuencia de insercidon especifica de Map, la 1S900
aplicada en el andlisis de polimorfismos en los fragmentos de restriccion (RFLP) se
establecieron diferencias entre cepas, sugiriendo entonces una clasificacion de tres
diferentes patrones, denominandose C (de la palabra Cattle), S (Sheep) e 1 (Intermediate)

. . YY)
cada uno de estos con diferentes tipos de patrones de restriccion.
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1.7 Situacion de la enfermedad en México.

La paratuberculosis se encuentra ampliamente distribuida en todo el mundo incluyendo a
México, en nuestro pais el primer informe de paratuberculosis se determin6 en 1936, por
Unzueta a través de pruebas de intradermo-reacciéon.” En 1979, Ramirez et al., aislo por
primera ocasion al Mycobacterium paratuberculosis en bovinos productores de leche.”® Sin
embargo, hasta la fecha se carece de estudios que establezcan la prevalencia de la
enfermedad, asi como las pérdidas econdmicas derivadas de su presencia.

Tomando como referencia el trabajo realizado en 72 toros de lidia procedentes del estado
de Tlaxcala de los cuales 8 fueron positivos a Map (11%), donde se menciona que la
valvula ileocecal fue la seccion intestinal mas frecuentemente afectada en 5 casos, seguida
de los linfonodos mesentéricos en 3 casos mediante un estudio anatomopatoldgico a
paratuberculosis sin mostrar signos clinicos.**

En el estado de Guanajuato se realizd un estudio, con el objetivo de conocer la
seroprevalencia de la paratuberculosis en el ganado bovino de 8 municipios, tomando como
muestra a 115 ranchos dentro de los 8 municipios donde, 33 ranchos (28.70%) tuvieron
animales positivos y 82 (71.30%) fueron negativos. Se utilizaron muestras pertenecientes a
411 animales, en donde 44 (10.71%) fueron positivos a la evaluacion con la técnica de
ELISA. Del total de animales el ganado productor de leche present6 el 30.65% de positivos
y el ganado doble proposito el 25%.*

Recientemente se realizd un estudio en el CAIT donde se analizaron 1,639 muestras de
suero mediante la técnica de ELISA de las cuales 148 fueron seropositivas a Map
(148/1639), donde se estimé con una confianza del 95%, la proporciéon de animales
positivos a paratuberculosis bovina, la cual se encuentra entre 7.5 y 10.2 % y una
prevalencia promedio del 8.87%.'°

La paratuberculosis o enfermedad de Johne es considerada una enfermedad importante,
debido a la probable asociacion de Map en humanos con la enfermedad de Crohn, que es un
proceso clinico y anatomopatologico con semejanzas a la enfermedad de Johne. En un
estudio en México, se reporta que en el 100% de los pacientes con presentacion
granulomatosa de la Enfermedad de Crohn y en el 37.5% con presentacion lesional no

.. , ’ . 1 <7 . ., 46
granulomatosa, fueron positivos a Map a través de la técnica de hibridacion in situ.
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1.8 Justificacion.

En este trabajo, se pretende demostrar la presencia de Map, mediante aislamiento
micobacteriano en el CAIT, identificar el grupo genético al que pertenecen los
aislamientos, esto debido a que una gran parte de la poblaciéon animal es importada de
paises con altas tasas de prevalencia como son Estados Unidos, Canad4d y Australia.
Ademaés de que se cuenta con escasos estudios que determinen o documenten el impacto
econdmico de la paratuberculosis en el pais, ya que sus repercusiones econdémicas no han
sido tomadas en cuenta por los ganaderos y productores, ni por las dependencias de
gobierno, lo que ha ocasionado que no sean cuantificadas adecuadamente. Asimismo,
considerando que las manifestaciones clinicas llegan a ser evidentes en algunos casos, tal
vez la relevancia de la enfermedad radica en las pérdidas ocasionadas por animales
infectados de manera subclinica, siendo esta una de las mas importantes. Dado a lo anterior,
se pretende determinar el porcentaje de animales muertos con presencia de lesiones macro
y microscépicas sugerentes a Ptb, realizar el cultivo bacterioldgico y determinar el grupo
genético al que pertenecen los aislamientos.

De acuerdo a los registros del CAIT, las causas de sacrificio mas importantes son asociadas
a la disminucién en la produccion de leche, en la tasa de fertilidad, problemas locomotores,
ademads, de la alta tasa de reemplazo anual que oscila entre un 20 a 25%, debido a que son
animales altos productores,** aunque no se han realizado estudios complementarios para
precisar el diagndstico, es necesario realizar otros estudios clinicos que nos lleven a
determinar con precision la causa de muerte.

La cuenca esta constituida por 126 establos de los cuales 106 estan en produccion, 9 vacios
y 11 con animales en periodo de secado y becerras de recria. La cuenca tiene una capacidad
para albergar a 30,000 animales, pero solo se tiene una poblacion de 12,000 animales en
produccion y 9,000 animales de recria, en este afio la tasa de mortalidad fue de 5% y la tasa
de desecho del 17% total. El tipo de explotacion que se lleva a cabo en la cuenca es de tipo
intensivo, con ganado estabulado, se realizan practicas de medicina preventiva,
reproduccion, alimentacion y mejoramiento genético. El tipo de dietas que se ofrecen son
de tipo integral y la ordena es de tipo mecanico.**

Se tiene una produccion lactea de 3 600 000 litros semanales, parte de esta produccion se

reparte con empresas lacteas como: Alpura, Lala, Santa Clara, queseros particulares y la

13



marca propia que es Real de Tizayuca. Se tiene instalados programas de vacunacion contra:
Leptospirosis, Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, Diarrea Viral Bovina, Virus Respiratorio

Sincitial, Parainfluenza 3 y Clostridiasis entre otras. Ademas de los programas de control y

. ., . . kk
erradicacion de Tuberculosis y Brucelosis.

** Comunicacion personal por el MVZ. Rafael Soto Castor. Coordinador de Servicios Médicos Veterinarios
de CAIT. Asociacion Ganadera Local de Productores de Leche de Tizayuca Hidalgo. (Marzo 2005)
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2. Hipotesis.
Los animales con lesiones macroscopicas y microscopicas relacionadas a la
enfermedad, con abundantes (BAAR), seran positivos al cultivo bacterioldgico de

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map)

3. Objetivos.

Determinar el porcentaje de animales de desecho con lesiones macroscopicas y
microscopicas asociadas a Ptb.

Realizar aislamiento de Map de cultivos bacteriologicos a partir de valvula
ileocecal, linfonodos mesentéricos y otros érganos con lesiones asociadas a Ptb en
animales muertos en el CAIT.

Confirmar por medio de la prueba de PCR la presencia de Map, la identificacion
molecular de los aislamientos, mediante la utilizacion de iniciadores especificos
para la IS900 y una prueba de PCR tipo-especifico, para determinar el grupo

genético al que pertenecen dichos aislamientos.
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4. Material y métodos.

Se llevo a cabo el estudio en el CAIT ubicado en el kilémetro 57 de la carretera federal
No.85 México-Pachuca. En la region hay una precipitacion pluvial anual de 375 a 450 mm,
con épocas de lluvias de abril a octubre, una temperatura media anual de 16°C y una altura
sobre el nivel del mar de 2,200 metros, se considera de clima seco estepario. (Clasificacion

de Képpen).*’

4.1. Grupo de animales.

El estudio se realizo a partir del desecho de 29 establos del CAIT con 40 animales en total,
que tuvieron como condicioén para su inclusion en el estudio, el contar con registros para
proporcionar datos adicionales en el periodo comprendido entre los meses de octubre de
2004 a junio de 2005. Estos establos fueron seleccionados ya que todos cuentan con
registros reproductivos y antecedentes de paratuberculosis, estos dados por antecedentes
serologicos de la misma. Se realizd una estratificacién de los establos dependiendo del
numero de cabezas en: pequefios (menores a 181), medianos (181 a 300) y grandes

(mayores a 300).'°

4.2. Estudio histopatolégico.

Se tomaron muestras de los animales muertos de los 29 establos que comprende el estudio,
para su inclusion las muestras no mostraron cambios post mortem aparentes.

Se tomaron muestras de la valvula ileocecal, linfonodos mesentéricos, asi como de otras
lesiones observables en otros 6rganos sugerentes a Ptb, los 6rganos afectados fueron fijados
en formalina amortiguada a pH 7.2-7.6. Se realizaron cortes histoldgicos de 4um para su
posterior inclusion en parafina, para evidenciar lesiones macroscOpicas y microscopicas
mediante técnicas histologicas rutinarias como la tinciéon de Hematoxilina-Eosina y la
tincion de Ziehl-Neelsen, para detectar bacterias acido alcohol resistentes, presentes en las
lesiones, que se tomd como condicidon para su posterior cultivo en el Departamento de

Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
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4.3. Cultivo bacteriologico.

Se realizé en el laboratorio de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia. Bajo condiciones de estricta bioseguridad y en campanas de flujo
laminar.

El cultivo bacteriologico se llevd a cabo en los animales que presentaron lesiones
sugerentes de Ptb y se encontraron BAAR mediante la tincion de Z-N. A partir de muestras
de valvula ileocecal, linfonodos mesentéricos asi como de iléon con lesiones aparentes; se
realizd el cultivo bacteriologico empleando el medio de Lowestein-Jensen con y sin
micobactina J, con la adiciéon de Anfotericina B, Vancomicina y acido Nalidixico para
evitar su contaminacion, fueron incubadas las muestras a 37° C para la posterior revision

del desarrollo de colonias a las 8, 12 y 16 semanas.

4.3.1 Procesamiento de las muestras:

Se raspo la mucosa de los 6rganos seleccionados con una hoja de bisturi estéril tanto para el
intestino como para la valvula ileocecal y los linfonodos mesentéricos, se obtuvo 1g de
tejido. Cada una de las muestras se colocaron en un macerador de cristal, tipo Tenbrook y
se homogenizaron con hexa-decil-piridino, por un lapso de 24 hrs. Una vez esto, se
adicionaron los antibidticos antes mencionados y se homogenizaron las muestras
dejandolas sedimentar por un lapso de 24 hrs. Posteriormente se tomaron 4 ml de la fase
intermedia con una pipeta de transferencia estéril, por ultimo se inocularon los medios de
Lowenstein-Jensen con y sin micobactina J y se mantuvieron en incubacion a 37° C,

durante 16 semanas revisando su desarrollo desde las 8 semanas.

4.4. PCR. (Reaccion en cadena de la polimerasa).

A partir del cultivo bacteriologico se realizo la prueba de PCR para confirmar que los
aislamientos corresponden a Map, a través de la metodologia descrita por Estévez (2004)**
y posteriormente, se realiz6 una PCR-tipo especifica para determinar el grupo genético al
que corresponden estos aislamientos. Esta prueba se realizo a través de la metodologia

previamente descrita por Collins ez al (2002).*
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4.4.1 PCR IS900

Se utilizo la metodologia descrita por Estévez (2004).%* Bajo las siguientes

recomendaciones:

Iniciador 1: 5-CGCTGCTGGAGTTGATTG-3".
Iniciador 2: 5-TTTCCTTCGGTGCGTTTTC-3".

ADN extraido al hervir suspension de colonias a

1 ciclo a 95° C por 3 min.

25 ciclos a 60° C por 30 seg.
25 ciclos a 72° C por 30 seg.
25 ciclos a 94° C por 30 seg.

1 ciclo a 72° C por 7 min.

92° C por 20 min.

4.4.2 PCR-Tipo especifico.

Se utilizdé la metodologia de Collins. MD (2002).* Donde recomienda los siguientes

iniciadores: DMC529, DMC531 y DMCS533. Bajo las siguientes consideraciones:
Se utilizé como iniciador 1 DMC 529:5-TTGACAACGTCATTGAGAATCC-3".
Como iniciador 2 DMC 531: 5"-TCTTATCGGACTTCTTCTGGC-3".

14 pl H,O

10 pl Enhancer
5 ul Buffer

3 ul Mg

3 uldNTP’s

2 pl iniciador 1
2 pl iniciador 2
10 pl ADN

1 pl Polimerasa

Como iniciador 3 DMC 533: 5'-CGGATTGACCTGCGTTTCAC-3’

1 ciclo a 95°C por 3 min.

25 ciclos a 60°C por 30 seg.
25 ciclos a 72°C por 30 seg.

25 ciclos a 94°C por 30 seg.

1 ciclo a 72° C por 7 min.

14 pl H,O

10 pl Enhancer
5 ul Buffer

2 ul Mg

1 Wl dNTP’s

2 pl iniciador 1
2 pl iniciador 2
2 pl iniciador 3
10 pl ADN

1l Polimerasa.
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5. Resultados.

5.1. Estudio anatomopatoldgico.

De acuerdo al estudio macroscopico de los animales sacrificados y desechados en el CAIT,
las causas de sacrificio mas frecuentes (Cuadro 2) (Anexo 1), se asociaron a fallas
reproductivas en 8 casos, lo cual representd6 un 20% del total del estudio macroscopico,
¢éstas fueron constituidas por desgarre (2/8) y prolapso uterino (1/8), persistencia de quistes
foliculares (1/8), piometra (1/8) y por retencion de producto (2/8) y placenta (1/8). Otra
causa de mortalidad menos frecuente fueron la reticulitis traumatica (4/40) que represento
un 10%, entre las mas comunes fueron la reticulo-pericarditis en 3 casos, en uno de ellos
involucrando al miocardio, y la reticulo-hepatitis con un caso. Con un porcentaje similar en
cuanto a causa de muerte estan las asociadas a Acidosis Lactica Ruminal (4/40) también
con un porcentaje total del 10%, entre las comunes fueron, tres casos con neumonia
tromboembdlica (3/4) y la trombosis séptica de la vena cava posterior (1/4) como secuela
de acidosis. La paratuberculosis representd el 4° lugar con un 7.5% (3/40) de los cuales
so0lo en un caso se apreciaron lesiones macroscopicas sugerentes a esta micobacteriosis,
caracterizadas por un moderado engrosamiento de la mucosa intestinal a nivel de ileon,
aumento de tamano de la valvula ileocecal y linfonodos mesentéricos e ileocecales (Fig. 1 y
Fig. 2). Otras causas de desecho determinadas por medio del estudio macroscopico que
representaron cada una, un 5%, fueron la mastitis clinica (2/40) (Fig. 5), lipidosis hepatica
(2/40), problemas locomotores que incluyeron a la pododermatitis bacteriana (1/40) y la
ruptura de ligamentos pélvicos (1/40), clostridiasis en dos casos, una de tipo intestinal
(1/40) y otra de tipo muscular caracterizada por miositis enfisematosa necrotica (1/40). En
dos casos no fue posible observar cambios macroscopicos ya que los animales murieron
ahogados (2/40) y se realizo la necropsia, ya en un avanzado estado de descomposicion de
los animales, en este caso también representaron un 5% del total. Otras causas de muerte
que se agruparon en el apartado de “otros” fueron aquellas que solo eran casos aislados
como edema pulmonar, linfosarcoma visceral, torsion abomasal, impactaciéon abomasal
(Fig.4), tuberculosis (Fig. 3), miocarditis abcedativa, timpanismo gaseoso, todas con un

solo caso, y en conjunto estas representaron un 17.5% (7/40).
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Es destacable que en el 20% restante, no fue posible detectar la causa de muerte por medio

de lesiones macroscopicas ya que no mostraban lesiones sugerentes de alguna enfermedad

en particular o corroboran un diagnostico postmorten.

Cuadro No. 2. Principales causas de muerte en el CAIT (agosto/2004 - junio/2005)

25.0%

20.0%

15.0%

10.0%

% DE CASO¢

5.0%

0.0%

DIAGNOSTICO MACROSCOPICO DE CAUSAS DE MUERTE O

DESECHO EN EL CAIT

1
DIAGNOSTICOS MACROSCOPICOS

O PARATUBERCULOSIS

Bl FALLA REPRODUCTIVA

ORETICULITIS
TRAUMATICA

O ASOCIADAS A ACIDOSIS
LACTICA RUMINAL

W LIPIDOSISHEPATICA

O MASTITIS

W CLOSTRIDIASIS

O PROBLEMAS
LOCOMOTORES

B AHOGADAS

Bl OTRAS CAUSAS

O SIN DETERMINAR

Fig. 1 Valvula ileocecal aumentada de
tamafio compatible con Ptb. (flecha)

Fig. 2 Engrosamiento de la mucosa intestinal
sugerente a Ptb. Ileon (flecha)

20




Fig. 3 Lesion tuberculosa en pulmon Fig. 4 Abomaso con presencia de contenido
de bovino. (Flechas) alimentario compacto y deshidratado
compatible con impactacion abomasal.

Fig. 5 Vaca con mastitis clinica.
Lesion inflamatoria en glandula
mamaria. (Flecha)

5.2. Estudio histologico.

Se realizo el estudio histopatologico de los 40 casos revisados macroscopicamente, siendo
observados solo en tres animales lesiones asociadas a paratuberculosis (anexo 2) (Figuras
6-11). Los tres casos fueron positivos a Z-N, demostrando la presencia de BAAR. En un

caso se observo degeneracion vacuolar de higado que fue sugerente a lipidosis hepatica.
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Fig. 6 Lesion granulomatosa en célula gigante. Fig. 7 Moderada cantidad de BAAR.
EC. 144 vaca s/n imagen a 40x. H-E. (Flecha) EC. 144 vaca s/n imagen a 40x. Z-N.
(Flechas)

Fig. 8 Vista panoramica de enteritis Fig. 9 Célula gigante con BAAR. fleon
granulomatosa en ldmina propia ileon. EC. 149 vaca 836 imagen a 40x Z-N. (Flecha)
EC. 149 vaca 836 imagen a 40x. H-E.

Fig. 10 Detalle de foco granulomatoso. Fig. 11 Abundantes micobacterias en tejido
Valvula ileocecal. EC. 149 vaca 836 mal conservado valvula ileocecal. EC. 149
Imagen a 40x H-E. (Flechas) vaca 67. Imagen a 40x. Z-N. (Flechas)
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5.3. Estudio bacterioldgico.

De los tres casos diagnosticados por histopatologia como sugerentes a Ptb, se observaron
cultivos positivos entre las 10 y 14 semanas de incubacion en todos ellos. Mostrando en
estos casos la presencia de colonias de aspecto cremoso entre 1 y 3mm de didmetro (Fig.
12). Se realiz6 la tincién de Ziehl-Neelsen a los cultivos para evidenciar la presencia de

micobacterias y en todas ellas fue posible observar la presencia de abundantes BAAR.

féay el Al =
prarak;

Fig. 12 Desarrollo de colonias
A las 16 semanas de incubacion.
Establo 144. Vaca 67. L-J ¢/micobactina J.
(Flechas).

5.4. PCR. (Reaccion en cadena de la polimerasa)

Mediante la utilizacion de iniciadores especificos para la IS900 especifica para Map, donde
se utilizo ADN de los tres aislamientos realizados a los animales del CAIT, se observo en
los tres casos una banda de 973 pb, que corresponden al fragmento esperado para Map,
(Fig. 13). Con lo anterior se confirma la presencia de Ptb en el CAIT. Asi mismo, se realizo
la prueba de PCR- tipo especifico, donde se utiliz6 un juego de iniciadores, que permitieron
la diferenciacion del genotipo presente en los aislamientos confirmados de Map, en los
cuales se observo una banda de 310 pb, en cada una de las muestras, las cuales

corresponden al genotipo C. (Fig. 14).
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Fig.13. Gel de Agarosa al 1% tefiido con Bromuro de Etidio.

Carril 1. Marcador de peso molecular 1Kb Ladder. Carril 2 Aislamiento de Map
de Vaca 67. EC 149. Carril 3 Aislamiento de Map de Vaca s/n EC 144. Carril 4
Aislamiento de Map de Vaca 836. EC 149. Carril 5. Control Negativo.

1 23 4 56
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Fig.14 Gel de Agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

Carril 1 Aislamiento de Map de Vaca 67. EC 149. Carril 2 Aislamiento de Map de
'Vaca s/n EC 144. Carril 3 Aislamiento de Map de Vaca 836. EC 149. Carril 4 Control
[Negativo. Carril 5 Control Negativo. Control Negativo. Carril 6. Marcador de peso
molecular 1 Kb Ladder.
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6. Discusion.

En este trabajo, se sugirié por medio del estudio anatomopatoldgico en el 80%, las causas
de muerte. Se observo que las fallas reproductivas representaron la mayor proporcion en los
animales desechados ya sea por sacrificio o como causa de muerte con un 20% en el total
de los casos. Este resultado concuerda con lo descrito por Gonzalez (1980),* quien estudid
las causas de desecho por problemas reproductivos en el CAIT, indicando que el porcentaje
por esta causa correspondio al 24.26% y en su mayoria estos desechos se presentaron en el
primer parto de los animales.*

En otro estudio realizado por Oble (1986),>° en el CAIT se analizaron los registros de 3,244
necropsias realizadas entre los afios 1980 a 1984, donde menciona que los trastornos
urogenitales, representaron un 7%, mientras que las reticulitis traumaticas un porcentaje del
6.3%, se encontraron 7 casos de paratuberculosis como una causa de desecho de origen
multifactorial, esto representd un 0.2% de las causas de muerte. En este estudio engloban a
la paratuberculosis, la mastitis, los animales ahogados y los problemas locomotores dentro
de los problemas de origen multifactorial, los cuales representaron el 13% del total de
muertes.”® En este estudio se encontré que las fallas reproductivas representaron un 20%
del total de las causas de muerte, las reticulitis traumaticas y las causas asociadas a acidosis
lactica ruminal un 10%. En tercer lugar encontramos a la paratuberculosis, como causa de
muerte con un 7.5%, la mastitis, los animales ahogados y los problemas locomotores como
causa de muerte o desecho, representaron un 5% del total de muertes cada uno. Esta
diferencia se podria justificar en el hecho de que en el trabajo realizado por Oble,”’ se
englobaron las lesiones por aparatos y sistemas, sin tomar en cuenta, que muchas lesiones
pueden deberse a secuelas o consecuencias de las verdaderas causas de muerte o que, a la
necropsia existiera un hallazgo de mayor importancia para explicar la muerte del animal.”
Ademads, de que no se realizaron examenes complementarios que confirmaran los
diagnosticos postmortem y no menciona el tipo de diagnostico que fue utilizado para llegar
a este resultado y basicamente a que ese estudio se realiz6 utilizando la base de datos del
CAIT.” También con un 5% como causa de muertes se mencion6 a los problemas por el

género Clostridium, que en este caso hubo una presentacion intestinal y otra quizas
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corresponda a una presentacion muscular. Los problemas por lipidosis hepatica
representaron un 5% del total de muertes, pero no se tienen estudios en la cuenca con los
cuales se puedan comparar estos resultados.

Otras causas de muerte como fueron, la impactacion abomasal, abomasitis ulcerativa,
timpanismo, tuberculosis, edema pulmonar, y linfosarcoma visceral, representaron en
conjunto un 17.5% de las causas de muerte o sacrificio, este resultado es dificil de
comparar con los presentados por Oble,” ya que al igual que los anteriores, los ha agrupado
por sistemas, lo cual hace imposible determinar el porcentaje exacto que representa cada
una de las causas. Estas causas de muerte son una consecuencia del manejo incorrecto en
cuanto instalaciones, nutricion, manejo reproductivo y medicina preventiva, ya que no
todos los ganaderos tienen los mismos programas de vacunacion y que la mayoria de los
casos se solicita al Médico Veterinario encargado, cuando el animal esta en un estado
avanzado de enfermedad, lo cual propicia que los tratamientos sean ineficientes o no
produzcan ninguna mejoria en el animal, o a que el ganadero considera elevado el costo del
tratamiento y prefiere enviarlo al rastro. De las causas de muerte antes mencionadas, el
porcentaje podria reducirse, con mejores practicas de manejo ya que estdn asociadas a
problemas tanto en los procedimientos clinicos, asi como en lo nutricional, como es el caso
de la lipidosis, reticulitis, mastitis, las asociadas a acidosis lactica ruminal, problemas
locomotores y sobre todo las relacionadas con las fallas reproductivas como son la
infertilidad, persistencia de quistes foliculares y los abortos.”!

Sin embargo, otras causas que provocan el desecho en los bovinos del CAIT estan,
asociadas a problemas infecciosos, como lo fueron la clostridiasis, la paratuberculosis y los
asociados a mastitis. En estos casos es fundamental su confirmacion, mediante otras
pruebas como puede ser el aislamiento que, en este estudio solo se realizo aislamiento de
Map, que confirmo la presencia de la enfermedad de Johne o paratuberculosis en el CAIT.
Se han realizado estudios en otros paises donde se menciona que el porcentaje de animales
con lesiones sugerentes a paratuberculosis es mayor, como el estudio realizado en
Frederiksberg, Dinamarca (Huda. 2003)°* donde, de 16 animales, 12 tenian antecedentes
serologicos de enfermedad y 4 eran negativos, se encontrd6 que el 37.5% presentaron
lesiones microscopicas sugerentes a paratuberculosis, se realizd cultivo bacteriologico y

. . : 52
solo en un 25% de los animales se logrd confirmar la presencia de Map.
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En Leon, Espana (Gonzilez et al. 2005),53 estudiaron 167 bovinos, todos ellos con
antecedentes clinicos y seroldgicos a paratuberculosis, en un 28% se diagnostico la
enfermedad por los signos clinicos presentes, el 69.46% tenia lesiones microscopicas
asociadas a paratuberculosis, se realizo el cultivo bacterioldgico, en el cual se logro el
aislamiento en el 47.4% del total de animales. En este caso el resultado tan alto de animales
positivos al cultivo, se debe a que se realizod el estudio en zonas con altas tasas de infeccion
y antecedentes serologicos y clinicos de la enfermedad.” Un afio antes se realizo un estudio
en Maine y Atlantic en Canadd (McKenna ef al. 2004)** donde se sacrificaron a 984
bovinos productores de leche y se encontr6 que 134 animales mostraban lesiones
macroscopicas sugerentes a Ptb, solo en 7 de ellos (5.2%) se logr6 evidenciar la presencia
de lesiones microscOpicas compatibles con la enfermedad, y solo en el 2.74% del total de
animales desechados fueron positivos al aislamiento.”* En nuestro trabajo observamos que
solo el 7.5% de los animales mostro lesiones asociadas a Ptb (3/40), es preciso comentar
que de todos los animales muertos, solo uno de ellos, se desecho por sospecha de
paratuberculosis, ya que el diagndstico que se lleva en la cuenca es mas de tipo clinico a
base de raspados rectales tefiiddos mediante la tincion de Z-N. Esto es de gran importancia,
pues debemos recordar, que no todos los animales se encuentran eliminando la bacteria y
mostrando signos clinicos de esta, esto podria ser un factor en contra ya que los animales
infectados comienzan a mostrar signos clinicos hasta etapas tardias de infeccion, tiempo en
el cual ya se pudo estar eliminando y diseminando la bacteria en todo el hato.' Sin
embargo, este resultado puede ser aun mayor, ya que una gran parte de la poblacion animal,
son vendidos en pie a carniceros de la zona o llevados a rastros sin determinar su
localizacion, haciendo imposible obtener las muestras para el estudio, asi que solo se pudo
obtener las muestras de los animales que murieron dentro de la cuenca, lo cual no
representa ni la tercera parte del desecho que se tiene en el CAIT.

En nuestro trabajo los resultados no coinciden con los autores del CAIT, ya que mencionan
porcentajes mas bajos en cuanto a la presentacion de lesiones microscopicas sugerentes de
la enfermedad, pero en ninguno mencionan el tipo de técnica diagndstica que fue
utilizada.”>° Con respecto a los resultados con otros paises nuestros resultados son
significativamente mas bajos esto se puede deber a las diferentes tasas de infeccion, la

persistencia de la enfermedad en los hatos, las medidas de bioseguridad, antecedentes de la
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enfermedad, y lo mas importante es que en este estudio, trabajamos unicamente sobre la
mortalidad presentada en la cuenca, esto es un factor importante sobre los resultados
arrojados por este estudio, ya que las investigaciones realizadas en otros paises, van
dirigidas a ésta enfermedad, tal es el caso, que se cuenta con antecedentes seroldgicos, se
tiene bien ubicadas las zonas de prevalencia y trabajan Unicamente sobre desecho de
animales con signos clinicos, ademas que se tienen programas voluntarios de control, este
tipo de factores son los que permiten que se obtengan resultados mas exactos y bien
estimados de la enfermedad.”**>*

En México, se han realizado pocos estudios en bovinos relacionados con esta enfermedad,
que abarquen los aspectos histopatologicos, bacterioldogicos y de biologia molecular,
aunque si se han realizado, utilizando diagnosticos serologicos de Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis.'® En un estudio realizado por Aburto en 1987,* se estudiaron a 72
toros de lidia con edades promedio entre los 3.5 a 5 afios, provenientes de estados como,
Michoacan, Tlaxcala, Guanajuato, Edo de México y Nuevo Ledén, en este estudio se
encontro que 8 animales (11.1%) presentaron lesiones microscopicas compatibles con la
paratuberculosis sin presentar signos clinicos de enfermedad, y mencionan que la valvula
ileocecal y los linfonodos mesentéricos fueron los 6rganos con mas lesiones observables.**
En 1987, Gonzélez realiz6 el aislamiento de micobacterias a partir de ganglios linfaticos de
47 animales pertenecientes al CAIT, que presentaban lesiones granulomatosas, en este
estudio se logro el aislamiento de 13 muestras lo que representd un porcentaje global del
27.65%, pero en ninguno de estos casos se logro el aislamiento de Map ya que no se utilizo
el medio adecuado, utilizando como cultivo el medio de Stonebrink-Lesslie, lo cual no
permitio el posible crecimiento de Map, ya que este necesita medios de cultivo especiales y
la adicién de micobactina J, con lo cual hubiese sido posible el aislamiento.” En este
estudio se lograron aislar otro tipo de micobacterias como son M. fortuitum (2), M.
flavescens (2), M. phlei (1), M. chelonae (1), M. ulcerans (1), M. gordonae (1) y M. triviale
(1), ademés de estos lograron el cultivo de otros 4 casos, los cuales no fue posible
identificar. Este trabajo es discutible debido a que ya se tenia presente la intencion del
aislamiento de micobacterias, pero no se utilizaron los medios adecuados para el
aislamiento de especies con mayor impacto en la produccion lactea como lo es M. bovis, M.

tuberculosis y M. avium subsp paratuberculosis, también otro dato que este estudio no
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revela, es el tipo de lesiones granulomatosas, ganglios linfaticos utilizados y lesiones
macroscopicas de los animales muertos.>

También realizamos el cultivo bacterioldgico de las muestras con lesiones sugerentes a Ptb,
en todas ellas se logro el crecimiento entre la semana 10 y la 16 coincidiendo con lo que

3043 Esta diferencia en los

menciona la literatura, que habla de las 8 a las 20 semanas.
tiempos de crecimiento se pudo deber a la cantidad de BAAR presentes en los 6rganos. El
cultivo en este estudio se realizo a partir de animales que mostraban lesiones microscopicas
sugerentes a Ptb en valvula ileocecal y linfonodo mesentérico con presencia de BAAR,
aunque algunos autores mencionan que han logrado aislar la bacteria de animales sin
lesiones microscopicas sugerentes de enfermedad.”>* Ademas, se realizaron pruebas de
biologia molecular, en este caso, PCR IS900 y una PCR tipo especifico con lo cual se
confirma la presencia de Map en los tres animales y se identifica la variacién genética de
los aislamientos que, en este caso todos pertenecen al grupo C1, concordando con los
estudios realizados en México, Chavez et al (2004)°® en un estudio con caprinos del Valle
de México, lograron la identificacion en dos casos, determinando que ambos pertenecian al
grupo C1, mencionando que es el tipo mas comun (74%) de los aislamientos estudiados
tanto de origen europeo como de los Estados Unidos de América.”® En el mismo afio
Estévez (2004)* realizo este tipo de estudios en otras especies como son ovinos y caprinos
donde utilizaron iniciadores especificos para la IS900 y mencionan que se logro la
identificacion de 4 caprinos que se identificaron con el tipo C y 8 ovinos, estos
identificandose con los tipos C (2) e I3 (4) asi como combinaciones de ambos en un mismo
individuo (2).*

Como se menciond anteriormente se logré evidenciar lesiones sugerentes a Ptb, en el 7.5 %
de los casos, en todos ellos se pudo realizar el cultivo y evidenciar a Map, mostrando una
relacion directa con la prevalecia del 8.87% estimada en un estudio serologico con la
misma poblaciéon animal realizado un afio antes, (Miranda. 2005)"® cabe mencionar que 2
muestras pertenecieron al estrato 2 (181 a 300 animales por establo) y 1 al estrato 3 (mas de
300 animales por establo). Es de destacar que en un 20% de los casos, no se pudo
determinar o sugerir la causa de muerte ya que, algunos animales no presentaron lesiones
macroscopicas sugerentes a alguna enfermedad en particular, presentaban avanzados

cambios postmortem o simplemente se necesitaba realizar otro tipo de estudio
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complementario, para poder dar un diagnostico acertado. Ademds de los problemas que
conlleva la enfermedad por si misma, también predispone a otro tipo de enfermedades y
sindromes, los cuales de forma indirecta pueden impactar en el pleno desarrollo de los
animales como son la disminucion en la produccion lactea, la pobre condicion corporal, el
desecho prematuro, el gasto por tratamiento ineficiente a diarreas y el decomiso de 6rganos
en rastro.' " '®
Otro punto importante que se debe subrayar es la poca importancia que se da a la
enfermedad por parte de las autoridades ya que otros paises muestran las cuantiosas
pérdidas por esta enfermedad y se tienen programas de control. En conclusion, la mayoria
de los paises han iniciado programas de control, para detener la propagacion de la
enfermedad, generar hatos y areas libres de esta misma; sin embargo, uno de los mayores
obstaculos en el control de la enfermedad, es la dificultad para identificar animales
infectados subclinicamente, la poca informacion con que se cuenta en esta especie, y que

las ordinarias medidas sanitarias para prevenir la introduccion de enfermedades infecciosas

en el hato, no son funcionales ante la paratuberculosis.”
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8. Anexos.

Anexo.1

Resultados de estudio anatomo-patolégico.

Los resultados obtenidos en el estudio histopatoldgico demuestran que solo 3 animales de
los 40 que se tomaron muestras, mostraron lesiones de enteritis y linfadenitis

granulomatosas asi como tincidon positiva a Z-N al demostrar la presencia BAAR.

2.1 Vaca sin nimero, Establo 144, segundo parto. Mostré una condicion corporal (CC) de
2.5. a la inspeccion postmortem, lo mas relevante fue la impactacion y presencia de
contenido alimentario compacto y deshidratado, por lo que se sugiri6 como causa de
muerte una impactaciéon abomasal aguda. Sin embargo, al estudio histopatologico se
observo a nivel del linfonodo mesenterico la presencia de macroéfagos con relacion a un
vaso linfatico indicativo de linfadenitis granulomatosa. con células gigantes en corteza en
linfonodo mesentérico y una lesién granulomatosa en tejido linfoide infiltrado por
linfocitos y macréfagos, esto en la valvula ileocecal. Con presencia de BAAR

2.2 Vaca nimero 836 del establo 149 con numero de caso T04/11-1, (CC)1.5. Los unicos
cambios que se apreciaron fueron discreto engrosamiento del ID y aumento de tamafio de
linfonodos mesentéricos asi como mineralizacion de la aorta. Al estudio histologico se
encontrd una mala conservacion de intestino aunque se aprecio infiltrado granulomatoso en
la ldmina propia y al ZN se observaron moderada cantidad de BAAR. En linfonodo
mesentérico a nivel de la corteza se aprecidé una reaccidon granulomatosa con abundantes
células gigantes con escasas micobacterias al ZN Ambas lesiones indicativas de enteritis
granulomatosa y linfadenitis granulomatosa respectivamente.

2.3 Vaca 67 del establo 149 con numero de caso T04/11-17, (CC) 2.4, con clostridiasis
como causa de muerte. En el estudio histoldégico se observo infiltracion linfocitaria con
enteritis granulomatosa en valvula ileocecal y una escasa presencia de BAAR.

2.4 Vaca sin numero, Establo 208, tercer parto. Con niumero de caso T04-11/A (CC) 2.4
con mastitis como causa de muerte; a la necropsia se observo inflamaciéon de la glandula
mamaria con exudado purulento, inflamacion de linfonodos retromamarios y
enrojecimiento de pezones. En el estudio histologico no se observaron lesiones sugestivas a

paratuberculosis en los 6rganos seleccionados para el estudio.
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2.5 Vaca 67. Establo 140. Tercer parto. Con numero de caso T04-11/C. (CC) 2.6, con causa
de desecho de repetidora, a la necropsia se observaron los ovarios de tamafo normal y una
ligeras adherencias en el endometrio, en el estudio histoldgico no se observaron lesiones
granulomatosas o de otro tipo en los 6érganos seleccionados que en este caso fueron ciego y
valvula ileocecal sugerentes a paratuberculosis.

2.6 Vaca 120 azul. Establo 125. Tercer parto, recién parida. Con numero de caso T04-
11/D1 y T04-11/D2 (CC) 1.8, con lipidosis hepatica como causa de muerte, a la necropsia
las lesiones mas aparentes fueron hepatomegalia con bordes redondeados, con un aspecto
grasoso de color amarillo palido y una consistencia friable que se deshacia al tacto. Al
estudio histologico se observo una vacuolizacion discreta en higado y sin lesiones en los
organos que nos interesan como valvula ileocecal y linfonodo mesentérico.

2.7 Vaca 60. Establo 147. Primer parto. Con numero de caso T04-11/E. (CC) 2.2 con causa
de muerte de ahogamiento. A la necropsia se observo una abundante cantidad de agua en
los pulmones y cambios autoliticos en los demas 6rganos ya que se refirié que la vaca habia
muerto atorada en el bebedero en la madrugada. Al estudio histoldgico se mostraron los
organos autoliticos.

2.8 Vaca 3216. Establo 183. Primer parto. Con numero de caso T04-11/F (CC) 1.8 con
endotoxemia por retencion de producto como causa de muerte. A la necropsia se encontro
la presencia de un feto muerto a termino, el cual al ser parto gemelar no observaron la
presencia de este, en la madre se observaron numerosas hemorragias y desgarre uterino, la
madre llego a la sala en un estado avanzado de descomposicion y cambios autoliticos. Al
estudio histoldgico no se observaron lesiones en los 6rganos seleccionados sugerentes a
paratuberculosis.

2.9 Vaca 630. Establo 204. Cuarto parto. Con niumero de caso T04-11/G (CC) 3.2 con
impactacion ruminal como causa de muerte. A la necropsia se observo en el abomaso la
presencia de abundante contenido alimenticio deshidratado y compacto, desprendimiento
de mucosa abomasal y un ligero grado de deshidrataciéon en el animal. Al estudio
histolégico solo se observo una ligera inflamacion en el intestino delgado a nivel de ileon.
2.10 Vaca sin numero. Establo 196. Cuarto parto. Con numero de caso T04-11/H (CC) 3.5
A la necropsia se observo la presencia de abundantes focos de necrosis caseosa en

linfonodos mediastinicos y bronquiales asi como abundantes abscesos tuberculosos por lo
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cual se diagnosticO como causa de muerte tuberculosis. Al estudio histologico no se
observaron lesiones compatibles con paratuberculosis de los 6érganos seleccionados.

2.11 Vaca 536. Establo 136. Segundo parto. Con numero de caso T04-11/1 (CC) 3.3 a la
necropsia se observaron los pulmones severamente enrojecidos, hinchados y con presencia
de fibrina y liquido seroso en bronquios y bronquiolos, la causa de muerte fue
diagnosticado como edema pulmonar. Al estudio histopatolégico no se evidenciaron
lesiones sugerentes a paratuberculosis.

2.12 Vaca 700. Establo 149. Primer parto. Con niumero de caso T04-11/]J (CC) 2.4 a la
necropsia se observo a nivel de intestino, enrojecimiento de la mucosa, inflamacion de
submucosa con contenido intestinal acuoso de color amarillo y la presencia de abundante
moco, por lo cual se diagnostico una enteritis catarral como causa de muerte. Al estudio
histoldégico se observo hiperemia, ligera infiltracion de neutrofilos, linfocitos y macrofagos,
en intestino delgado a nivel de ileon y sin lesiones sugerentes de enfermedad en valvula
ileocecal.

2.13 Vaca c118. Establo 119. Cuarto parto. Con niimero de caso T04-11/K (CC) 3, a la
necropsia se observaron multiples abscesos y presencia de fibrina en pulmon, con presencia
de inflamacidn en vias respiratorias altas, ademas de material espumoso en traquea, en este
caso la causa de muerte fue una neumonia abscedativa. Al estudio histoloégico no se
observaron lesiones en los Organos seleccionados para evidenciar la presencia de
paratuberculosis.

2.14 Vaca 200. Establo 158. Tercer parto. Con ntimero de caso T04-11/L (CC) 3.1, al
estudio postmorten se encontré la ruptura de las capas uterinas, presencia de sangre
coagulada en utero con un olor fétido y abundante fibrina por lo cual se sugirié6 como causa
de muerte un desgarre uterino. En el estudio histologico no se observaron lesiones
sugestivas a paratuberculosis.

2.15 Vagquilla sin numero asignado. Establo 198. Con niimero de caso T04-11/M (CC) 2.3
a la necropsia se encontrd una dilatacion y hipertrofia del ventriculo derecho aunque no se
sugirid ninguna causa de muerte. Al estudio histologico no se observaron lesiones
compatibles con paratuberculosis.

2.16 Vaca 542. Establo 194. Quinto parto. Con numero de caso T04-11/N (CC) 3.7 al

estudio postmorten se encontrd dilatacion excesiva del rumen con presencia de gas,

39



presencia de la linea timpdanica en esofago con presencia de congestion y hemorragias
equimoticas dando como resultado de la necropsia un timpanismo gaseoso agudo. Al
estudio histologico se encontro autolisis de los drganos.

2.17 Vaca sin numero. Establo 151. Con nimero de caso T04-11/0 (CC) 3.3 al estudio
postmorten se encontr6 la presencia de un alambre que llego hasta el pericardio. En el saco
pericardico habia la presencia de 2 a 3 litros de material fibrino-purulento, asi como
engrosamiento de la pared pericardica, cabe mencionar que el alambre atravesd desde
reticulo hasta pericardio pasando por diafragma con lo cual se diagnostico como causa de
muerte una reticulo-pericarditis traumatica. En el estudio histologico no se encontraron
lesiones sugerentes de paratuberculosis.

2.18 Vaca 823. Establo 194. Tercer parto. Con numero de caso T04-11/P y T04-11/P1
(CC) 3.8 a la necropsia se encontr6 en abomaso ulceras perforantes con lesiones
delimitadas con necrosis, hemorragias y engrosamiento de la pared abomasal, en intestino
delgado se encontrd la presencia de una gran cantidad de sangre digerida por lo cual se dio
como causa de muerte una abomasitis ulcerativa. Al estudio histologico no se encontraron
lesiones compatibles con paratuberculosis.

2.19 Vaca 51. Establo 117. Con numero de caso T04-11/Q (CC) 3.1 al estudio postmortem
se encontraron masas de color grisiceo de consistencia dura en intestino que ocluia
parcialmente la luz de este y algunas de presentacion difusa en peritoneo, por lo cual se dio
como causa de muerte linfosarcoma visceral, ademas de que ya sé tenia el antecedente de la
presencia de este patologia en el establo. Al estudio histologico se observo un infiltrado
leucocitario en submucosa con agregados eosinofilicos y macrofagos tanto en valvula
ileocecal asi como en linfonodo mesentérico.

2.20 Vaca 163. Establo 196. Con numero de caso T04-11/R. En este caso se tomo la
muestra por parte del encargado del area de necropsia y no se pudo obtener la causa de
muerte, ni la condicion corporal ya que este animal fue enviado a la sala de necropsias en
dia domingo y la necropsia fue hecha por el clinico encargado del establo en cuestion. Al
estudio histoldgico se observo en valvula ileocecal un infiltrado por eosinofilos en ldmina
propia y en linfonodo mesentérico infiltracion por eosinoéfilos en lamina propia y

submucosa.
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2.21 Vaca 268. Establo 200. Con numero de caso T04-11/T (CC) 3.8 al estudio postmortem
se encontro protusion del utero con aumento de tamafio, edema e inflamacién, cabe
mencionar que el animal presentaba una anemia aguda por perdida de sangre por lo cual se
dio como causa de muerte prolapso uterino y como lesion concomitante la hipovolemia. Al
estudio histoldgico no se observaron lesiones compatibles con paratuberculosis.

2.22 Vaca sin nimero. Establo 158. Con nimero de caso T04-11/U (CC) 3.5 a la necropsia
no se observaron lesiones en 6rganos pues el animal habia sido sacrificado por infertilidad,
ya que hasta la fecha de tres gestaciones, las tres habian terminado en abortos tempranos.

A la histologia no se observaron lesiones sugerentes a paratuberculosis.

2.23 Vaca 956. Establo 209. Con numero de caso T04-11/V. En este caso tampoco se
definio6 la causa de muerte ni la CC ya que se realizo la necropsia por parte del clinico en
guardia en el fin de semana. Al estudio histoldgico se observaron células mononucleares en
submucosa de valvula ileocecal.

2.24 Vaca 205. Establo 158. Segundo parto. Con numero de caso T04-11/W y T04-11/W1
(CC) 3.7 a la necropsia se observo en abomaso la torsion de este sobre el rumen, excesiva
concentracion de gas, formada por la fermentacion del alimento y la incapacidad para ser
liberado, acompafiado de multiples hemorragias equimoticas en la serosa del abomaso, con
ligera presencia de fibrina, por lo cual se dio como causa de muerte una torsién de
abomaso. Al estudio histologico no se observaron lesiones compatibles con
paratuberculosis.

2.25 Vaca 904 Bco. Establo 183. Tercer parto. Con numero de caso T04-11/X (CC) 3.8 en
el estudio postmorten se encontrd en glandula mamaria grandes cavidades llenas de
exudado purulento y pequenas areas de diferentes colores, también se observo reaccion
inflamatoria alrededor del conducto galactéforo y la cisterna de la leche. La lesion se
presento de forma bilateral asimétrica, los linfonodos retromamarios y supramarios se
encontraban inflamados y aumentados de tamano. Al estudio histologico no se encontraron
lesiones compatibles con paratuberculosis.

2.26 Vaca 762 ama. Establo 165. Quinto parto. Con numero de caso T04-11/Y (CC) 2.8

A la necropsia se encontrd que los 6rganos se localizaban en buen estado y sin lesiones
aparentes, solo en el miembro posterior derecho se encontraron abscesos en el espacio

interdigital con presencia de material necrético y olor fétido, ademas de un ligero
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desprendimiento de la capa cornea de los cascos, por lo cual se refirid como causa sacrificio
una pododermatitis bacteriana. Al estudio histoléogico no se encontraron lesiones que
sugirieran la presencia de la enfermedad.

2.27 Vaca sin numero. Establo 184. Con numero de caso T04-11/3 y T04-11/3a (CC) 3.5
al estudio postmorten se encontr6 en musculo cardiaco inflamacioén, edema y d4reas con
abundantes abscesos localizados, por lo cual se sugiri6 la causa de muerte como una
miocarditis abscedativa. Al estudio histoldgico se observo una infiltracion por eosinoéfilos,
linfocitos y células cebadas en submucosa de linfonodos mesentéricos y necrosis en centros
germinales en valvula ileocecal.

2.28 Vaca 366. Establo 209. Segundo parto. Con numero de caso T04-11/4 (CC) 3.1 al
estudio postmorten se encontro la perforacion del higado por un alambre en este érgano se
localizaron abscesos multifocales con presencia de material caseoso de color verde olivo,
infartos de color blanco y hemorragias, en reticulo se localizo el origen del alambre,
ademas de desprendimiento de la mucosa y la presencia de material sanguinolento en gran
cantidad, por lo cual se dio como causa de muerte una reticulo-hepatitis traumatica. En el
estudio histologico se encontrd en valvula ileocecal hemorragia y necrosis, ademas de
tejido de granulacion, edema en submucosa y la presencia de un pardasito el cual no fue
identificado.

2.29 Vaca 329. Establo 204. Tercer parto. Con numero de caso T04-11/5 (CC) 4.1 en el
estudio postmortem se recibido a la vaca todavia con el utero prolapsado, al hacer la
inspeccion se encontrd una importante movilizacion de grasas en el peritoneo y se refirid
que el animal habia sido sacrificado, por las pocas posibilidades de volver a quedar gestante
y la baja producciéon lactea sostenida por la vaca en lactaciones anteriores al estudio
histolégico no se encontraron lesiones sugerentes de paratuberculosis.

2.30 Vaca 1429. Establo 196. Segundo parto. Con numero de caso T04-11/6 (CC) 3.8 al
estudio postmortem solo se encontrd que “la vaca se habia partido” esto es por la ruptura de
los ligamentos pélvicos al momento de la paricion y la vaca ya no se pudo parar por lo cual
fue desechada. Al estudio histolégico se encontré en ciego infiltracion por eosinofilos,
linfocitos y células plasmaticas en mucosa y submucosa.

2.31 Vaca 528. Establo 182. Tercer parto. Con numero de caso T04-11/7 (CC) 3.3 al

estudio postmortem se encontr6 en el aparato reproductor un quiste tubo-ovdrico,
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distension del oviducto con presencia de liquido y multiples adherencias en la serosa
uterina, por lo cual no se establecidé una causa de muerte precisa ya que varios factores
estaban involucrados. Al estudio histoldgico se encontrd infiltracion por eosinofilos en
linfonodo mesentérico y valvula ileocecal aunque ninguna de las lesiones fueron sugerentes
de paratuberculosis.

2.32 Vaca 698. Establo 117. Cuarto parto. Con numero de caso T04-11/8 (CC) 1.8 al
estudio postmortem solo se encontré una condicién corporal muy pobre por lo cual no era
apta para entrar a un programa de sincronizacion ya que el animal tenia asi ya varios meses
y no ganaba peso por lo cual fue desechada de la cuenca. En el estudio histologico no se
encontraron lesiones sugerentes de paratuberculosis.

2.33 Vaca ¢ 40 ama. Establo 119. Segundo parto. Con numero de caso T04-11/9 (CC) 3.2
al estudio postmortem se encontrd el Utero con gran cantidad de material purulento
aproximadamente 10 a 12 litros, en la mucosa uterina se observaron grumos de este mismo
material, con presencia de tejido placentario. En el estudio histoldgico no se observaron
lesiones compatibles con paratuberculosis.

2.34 Vaca 112. Establo 134. Con numero de caso T04-11/10. En este caso no fue posible
observar las lesiones macroscopicas ya que el animal fue enviado a la sala de necropsias
después del horario que generalmente se utilizaba para esperar la llegada de los animales y
solo se nos fue reportada la causa de muerte por el patdlogo que realizo la necropsia, la cual
fue dada como trombosis séptica de vena cava posterior.

Al estudio histoldgico no se encontraron lesiones sugerentes de paratuberculosis.

2.35 Vaca 344. Establo 200. Segundo parto. Con ntimero de caso T04-11/11 (CC) 3.6 al
estudio postmortem se encontrd presencia de material alimenticio de color negro, con gran
cantidad de liquido, coloracion negruzca de mucosa ruminal ademés de grandes zonas de
desprendimiento de la mucosa, con lo cual se sugiri6 como causa de muerte una acidosis
ruminal aguda. Al estudio histologico se observéd infiltrado linfocitario y células
plasmaticas alrededor de vasos linfaticos y edema en submucosa de vélvula ileocecal.

2.36 Vaca 475. Establo 117. Tercer parto. Con numero de caso T04-11/12 (CC) 3.4 en el
estudio postmortem se observaron lesiones abscedativas con una distribucion multifocal en
los pulmones con un didmetro, que oscilaba entre los 5 milimetros hasta los 3 centimetros,

ademas de una ligera pleuritis fibrinosa, lesiones por las cuales se dio como causa de
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muerte una neumonia trombo-embdlica. Al estudio histolégico solo se logro observar en el
ileon una infiltracion linfocitaria en submucosa, linfocitos y células plasmaticas en lamina
propia.

2.37 Becerra sin numero asignado. Establo 189. Con numero de caso T04-11/13 (CC) 2.5 al
estudio postmortem solo se observo una ligera necrosis de bronquial con presencia de agua
por lo cual se dio como causa de muerte ahogamiento, esto pudo haberse dado por el
hacinamiento que existe en el area de recria. Al estudio histoldégico no se observaron
lesiones sugerentes a la paratuberculosis.

2.38 Vaca 392. Establo 182. Tercer parto. Con numero de caso T04-11/14 (CC) 3 al
estudio postmortem se observo la perforacion del saco pericardico asi como del miocardio
y del diafragma por parte de un alambre que provenia del reticulo, en el miocardio se
observo una miocarditis abscedativa, en saco pericardico adherencias y engrosamiento, asi
como la presencia de material sanguinolento en poca cantidad, en el reticulo solo se
observaron hemorragias equiméticas por lo cual se diagnostico la causa de muerte como
una reticulo-miocarditis traumatica y miocarditis abscedativa. Al estudio histolégico se
observo infiltrado eosinofilico en lamina propia de valvula ileocecal.

2.39 Vaca 731. Establo 165. Segundo parto. Con numero de caso T04-11/15 (CC) 3.5 en la
necropsia se pudo observar una movilizacion masiva de la grasa en peritoneo, en el higado
un color amarillo palido con una marcada brillantes de este, al tacto se mostraba friable y
aumentado de tamafio. Al estudio histologico no se observaron lesiones sugestivas a
paratuberculosis.

2.40 Vaca 503. Establo 153. Con numero de caso T04-11/16. En este caso no fue posible
observar las lesiones macroscopicas ya que la muestra fue tomada por el encargado de la
sala de necropsias y no fue posible obtener la causa de muerte. Al estudio histologico se

observo un infiltrado moderado de eosinodfilos en valvula ileocecal.
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Anexo. 2

Resultados de estudio histolégico.

3.1 Vaca sin nimero, Establo 144, con nimero de caso T04-11/S al estudio histopatologico
se observo a nivel del linfonodo mesentérico la presencia de macréfagos con relacion a un
vaso linfatico indicativo de linfadenitis granulomatosa con células gigantes en corteza en
linfonodo mesentérico y una lesion granulomatosa en tejido linfoide infiltrado por

linfocitos y macréfagos, esto en la valvula ileocecal. Con presencia de BAAR.

3.2 Vaca nimero 836 del establo 149 con niumero de caso T04-11/1. Al estudio histoldgico
se encontrd una mala conservacion de intestino aunque se aprecid infiltrado granulomatoso
en la lamina propia y al Z-N se observdo moderada cantidad de BAAR. En linfonodo
mesentérico a nivel de la corteza se aprecidé una reaccidon granulomatosa con abundantes
células gigantes y escasas micobacterias al Z-N. Ambas lesiones indicativas de enteritis

granulomatosa y linfadenitis granulomatosa respectivamente.
3.3 Vaca 67 del establo 149 con numero de caso T04/11-17. En el estudio histolégico se
observo infiltracion linfocitaria con enteritis granulomatosa en valvula ileocecal y una

escasa presencia de BAAR.

3.4 Vaca 120 azul, del establo 125, con ntimero de caso T04-11/D en el estudio histoldgico

solo se observo vacuolizacion discreta del higado.
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