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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la presencia de lesiones histopatologicas sugestivas
de Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis en rumiantes con manifestaciones clinicas de
campo de paratuberculosis en el estado mexicano de Zacatecas. Se examinaron 16 ovinos, 5 caprinos y
4 bovinos de los municipios de Morelos, Enrique Estrada, Jerez de Garcia Salinas, Victor Rosales,
Fresnillo, Sain Alto y Tepetongo. La edad de los animales oscild entre 5 semanas y 4 afios. En la
necropsia se tomaron muestras representativas de oOrganos tales como intestino delgado, valvula
ileocecal y ganglios linfaticos mesentéricos, para la técnica histologica de rutina de hematoxilina y
eosina (HE). Posteriormente, se realizo la tincion de Ziehl-Neelsen (ZN). Se observo que el 56% de
los animales eran positivos para bacilos &cido-alcohol resistentes (BAAR), compatibles con
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis. E1 80% de casos procedian de cabras y el 62.5%
de ovejas. El 58.3% de las hembras de ambas especies presentaban lesiones sugestivas de
paratuberculosis, y no habia diferencias significativas en los machos. Las lesiones observadas en el
intestino fueron: enteritis proliferativa en el 78.6% de los casos, en el yeyuno, enteritis y necrosis en el
21.4% de los casos, en el ileon, enteritis proliferativa en el 100% de los casos y el 57.1% de los
ganglios linfaticos eran linfadenomegéalicos y el 50% de los casos contenian un infiltrado inflamatorio.
En el estado de Zacatecas se carece por completo de estudios que hayan detectado la presencia de

paratuberculosis en alguna especie, a pesar de su importancia econdmica y sanitaria.

Palabras claves: paratuberculosis, mycobacterium avium, diagndstico histopatologico, rumiantes de
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Presence of paratuberculosis in ruminants in the state of
Zacatecas through histopathological study

ABSTRACT

This study aimed to determine the presence of histopathological lesions suggestive of Mycobacterium
avium subspecies paratuberculosis in ruminants with clinical field manifestations of paratuberculosis
in the Mexican state of Zacatecas. Sixteen sheep, five goats, and four cattle from the municipalities of
Morelos, Enrique Estrada, Jerez de Garcia Salinas, Victor Rosales, Fresnillo, Sain Alto, and
Tepetongo were examined. The animals ranged in age from 5 weeks to 4 years. At necropsy,
representative samples were taken from organs such as the small intestine, ileocecal valve, and
mesenteric lymph nodes, for the routine histological technique of hematoxylin and eosin (HE).
Subsequently, the Ziehl-Neelsen (ZN) technique was performed. It was observed that 56% of the
animals were positive for acid-fast bacilli (AFB), compatible with Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis. Eighty percent of the cases came from goats and 62.5% from sheep. 58.3% of
females of both species showed lesions suggestive of paratuberculosis, and there was no significant
difference in males. The lesions observed in the intestine were: proliferative enteritis in 78.6% of the
cases, in the jejunum, enteritis, and necrosis in 21.4% of the cases, in the ileum, proliferative enteritis
in 100% of the cases and 57.1% of lymph nodes were lymphadenomegalic and 50% of the cases in of
the cases contained an inflammatory infiltrate in. In the state of Zacatecas, there is complete lack of
studies that have detected the presence of paratuberculosis in any species, despite its economic and

health importance.
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INTRODUCCION

Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP), es el agente causal de la paratuberculosis
o enfermedad de Johne, que es una enteritis granulomatosa infecciosa cronica (Chavez Gris, Trigo
Tavera, Svastova, & Pavlik, 2004). Esta es una enfermedad importante de los rumiantes domésticos, y
es responsable de pérdidas econdémicas y de potencial genético considerables en las unidades de
produccion a nivel mundial (Kurade, Tripathi, Rajukumar, & Parihar, 2004). Ataca principalmente a
rumiantes domésticos, pero también a rumiantes salvajes e incluso a primates (Ansari-Lari, Haghkhah,
Bahramy, & AM, 2008).

También se le ha asociado con la enfermedad de Crohn, una enfermedad cronica multifactorial
inflamatoria del intestino humano (Milian-Suazo et. al 2015). La enfermedad es de curso cronico y se
presenta principalmente en animales adultos de dos a tres afios de edad. Se caracteriza por una pérdida
progresiva de la condicion corporal debido a las lesiones que produce. Las lesiones se localizan en la
mucosa del ileon, valvula ileocecal, ciego, colon proximal y en los linfonodos mesentéricos. Se
desarrolla una hipertrofia difusa de la mucosa del yeyuno y del ileon, que presentan una apariencia con
pliegues transversales y producen un aspecto de lavadero. Ello ocasiona una mala absorcion de
nutrientes y disminucion de la produccion lactea (Benedictus, Dijkhuizen, & Stelwagen, 1987).

La patogénesis de la paratuberculosis comienza con la entrada de las bacterias a través del tejido
linfoide del intestino delgado (o placas de Peyer), principalmente, por las células epiteliales M. Los
bacilos son fagocitados por macrofagos, en cuyo interior sobreviven y se multiplican, eludiendo a los
mecanismos bactericidas de estas células. El bacilo se excreta en las heces de animales enfermos
(Jaimes et. al 2008).

La paratuberculosis es un problema de hato y, conforme pase el tiempo, su incidencia se ira
incrementando. También debera evitarse la movilizacion de animales enfermos para impedir su
diseminacion. Para lograr su control y erradicacion, debe contarse con pruebas de diagndstico
sensibles y especificas para detectar y eliminar fuentes infecciosas en los rebafos (Barrett, Good,
Hayes, & More, 2006). Existen diversas estrategias para llegar al diagnodstico de la enfermedad como

lo son las pruebas de bacteriologia, inmunohistoquimica, PCR, serologicas, como el ensayo
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inmunoenzimatico (ELISA), y la inmunodifusion en Agar Gel (IDGA) (Collins, y otros, 2000). Sin
embargo, dichas técnicas son costosas y requieren reactivos, insumos y equipo especializados. Una
alternativa eficiente y de bajo costo la constituyen las pruebas histopatoldgicas basadas en la
identificacion de lesiones patognomonicas de la enfermedad y apoyadas con la historia clinica de los
animales enfermos. Por otra parte, tincion Ziehl-Neelsen (ZN) permite identificar a los bacilos acido-
alcohol resistentes (BAAR), que corroboran la presencia de Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis (Greenstein, 2003; De Naranjo, Rodriguez, Rodriguez, & Caldas, 1988).
Adicionalmente, en el estado de Zacatecas se carece de estudios que determinen la presencia de casos
de paratuberculosis en ninguna especie a pesar de su importancia econémica y sanitaria. Por lo que el
objetivo del presente trabajo fue determinar la presencia de lesiones histopatoldgicas sugestivas a
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis en rumiantes con manifestaciones clinicas de

campo de paratuberculosis del estado de Zacatecas.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion

El estudio se realizd a partir de muestras examinadas en el laboratorio de histopatologia de la Unidad
Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autdnoma de Zacatecas. Las
muestras provinieron de los municipios de Morelos, Enrique Estrada, Jerez de Garcia Salinas, Victor
Rosales, Fresnillo, Sain Alto y Tepetongo, del estado de Zacatecas, México.

Evaluacion y caracteristicas de los animales en estudio

Se examinaron cadaveres de 16 ovinos, 5 caprinos y 4 bovinos de los municipios de Morelos, Enrique
Estrada, Jerez, Victor Rosales, Fresnillo, Sain Alto y Tepetongo. 5 caprinos hembras en el afio 2010; 1
ovino hembra y 2 bovinos hembras en el afio 2011; 1 ovino hembra en el afio 2012; 2 ovinos hembras
en el afio 2013; 1 ovino hembra en el afio 2014; 3 ovinos hembras en el afio 2015; 1 bovino hembra en
el 2016; 3 ovinos hembras en el afio 2017, y, por ultimo, 5 ovinos hembras y 1 bovino macho en el afio
2018. Segun los remitentes de los cadaveres, los animales salian a pastar en zona de pastoreo. Ademas,
a algunos se les proporcionaba silo, cebada, pastura, grano, maiz molido, minerales (selenio) y

vitamina Bj,. Tenian algunas vacunas, por ejemplo, contra la fiebre carbonosa (Exgon 10). Se les

Pagina 3970



aplicaban desparasitantes, tales como, levamisol, ivermectina y fenbendazol, cada 2 meses.

Los animales en estudio presentaban una condicion corporal de pobre, pérdida de peso, decaimiento,
diarrea y muerte. En dichos animales se obtuvo la historia clinica que se utiliz6 para tener
conocimiento de como se encontraban los rumiantes enfermos, se les realizo6 la necropsia y estudios
histopatologicos. Para la conservacion y fijacion las muestras colectadas, se utilizé formol al 10% con
una relacion de muestra 1:10. A las muestras se les realiz6 tincion de rutina de hematoxilina y eosina
(HE). La técnica tincion de Zielh—Neelsen (ZN), para detectar a los BAAR, se realiz6 de las muestras
en parafina fueron cortadas a 3 um, que se tifieron acompafnadas de un testigo control.

Analisis estadistico

El procesamiento de datos para las variables cualitativas se realizaron tablas de contingencia, tablas de
porcentaje por reglon, graficas de barras y graficas de mosaico. Se realizaron pruebas X* de Pearson vy,
cuando no se cumpli6 el requisito de que todas las celdas tuvieran valores esperados superiores a cinco
y se trataba de tablas 2 x 2, se utiliz6 la prueba exacta de Fisher. Ademads, se ajustaron modelos
logaritmicos lineales con el enfoque frecuentista y con el enfoque bayesiano debido a que el tamafio de
muestra era pequefio. Para la edad del animal, se realizé un analisis de varianza entre animales
positivos y negativos.

Se utilizo el lenguaje y ambiente de programacion estadistica R (R Core Team, 2023). Se utilizaron los
paquetes gridExtra (Auguie, 2017), MASS (Venables, 2002), gmodels (Warnes, Bolker, Lumley, &
Johnson, 2022), kableExtra (Zhu, 2021), e1071 (Meyer, Dimitriadou, Hornik, Weingessel, & Leisch,
2023) y naivebayes (Majka, 2019).

RESULTADOS

En el Cuadro 1 se presenta la frecuencia de casos (%) positivos y negativos a MAP en los afios 2010 al
2018. En donde se observa que en los afios 2012 al 2015 los casos muestreados fueron 100% positivos

a MAP y en el 2010 hubo un 80% de positividad a MAP, 2017 y 2018 su porcentaje de positividad fue

un 33.3% a comparacion del 2011 y 2016 que fueron 100% negativo a MAP.
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Cuadro 1. Frecuencia (%) de casos positivos y negativos a MAP en distintos afios.

Aiio Positivo% Negativo%
2010 80% 20%
2011 0% 100%
2012 100% 0%
2013 100% 0%
2014 100% 0%
2015 100% 0%
2016 0% 100%
2017 33.3% 66.7%
2018 33.3% 66.7%

Se observo que en los caprinos se presentd la mayor proporcion de casos (80%), seguido de ovinos
(62%) y en bovinos no se presentd ningiin caso positivo al MAP.

Los resultados encontrados en el presente estudio manifiestan que hay un cierto equilibrio de muestras
optimas estudiadas con base a su conservacion que resultaron ser positivos y negativos a MAP en la
Figura 1.

Figura 1. Demostracion de la conservacion de los tejidos recolectados.

Positiva Negative

Observaciones de las muestras

Regular

DISCUSION

En este estudio se encontraron 14 casos positivos a MAP de 25 casos estudiados de los distintos
municipios de Zacatecas, en el cual no hay registros epidemiologicos. Por especie, resultaron positivos
62.5%, en ovino, y 80% caprino. Hernandez-Agudelo y otros (2017) reportaron un 85% en ovinos y

66.7% en caprinos. Con respecto al sexo, el 58.3% de las hembras resultd positivo. En bovinos, el
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100%, tres hembras y un macho, resultaron negativos. Comparando con Hernandez-Agudelo y otros
(2017), quienes reportaron que las hembras han sido mas afectadas por MAP, en el caso de los ovinos
45 casos son hembras (85%) y los caprinos 4 hembras (66.7%) a diferencia de los machos 8 resultaron
(15%) afectados y 2 caprinos fueron (33.3%) afectados. Teniendo en cuenta estos tltimos resultados,
en nuestro estudio las hembras fueron de igual manera las mas afectadas.

En la presente investigacion se enfocé en el historial clinico de los casos remitidos: pérdida de peso
desde hace varios afios, meses y semanas estas lesiones concuerdan con Beard y otros (2001). Los
hallazgos mas relevantes que presentaron macroscopicamente fueron: cadaveres presentaba
adelgazamiento, emaciacién grave, diarreas persistentes y acuosas en las fases terminales de la
enfermedad de MAP. Estos sucesos son similares a lo que describen Rathnaiah y otros (2017). Las
lesiones macroscdpicas descritas en los casos estudiados la condicion corporal fue 78.6% pobre en los
animales positivos a MAP; regular, un 7.1%, y buena, un 14.3%. Partiendo de estos resultados son
similares a lo que Guzman Ruiz y otros (2016) reportaron. El 14.2% estaban demacrados, 7.94%
delgados, y 8.7% con buena condicion corporal. Cabe sefialar que predomina un alto porcentaje de
condicion pobre en nuestros casos.

Evaluando las lesiones caracteristicas macroscopicas significativas con respecto a la paratuberculosis
se concentraron: ileon terminal, en la valvula ileocecal e intestino delgado yeyuno. Se observo la
mucosa intestinal con pliegues engrosados, congestionados y enteritis proliferativa, estos cambios
tienen similitud a lo que describen Rivera y otros (2014). Las lesiones encontradas en yeyuno el 9.1%
resultd negativo a cambios patoldgicos a diferencia de lo que describen Clarke y Littel (1996) 46%
resultd afectado y Sigurdardottir y otros (2004) encontraron afectado del 80% al 90% de los casos. Las
lesiones microscopicas en intestino: Se observa en la lamina propia de la mucosa infiltrado
inflamatorio por linfocitos y células plasmaticas, enteritis proliferativa y granulomatosa. También,
presentd necrosis 85.7% a diferencia de la enteritis proliferativa granulomatosa en ileon resulté el
100% en acuerdo con los autores Whittington y otros (2017) observaron macrofagos en la lamina
propia intestinal. En un estudio diferente de Dukkipati y otros (2016) 60% de las ovejas forman
granulomas micobacterianos tipicos en la valvula ileocecal. Corpa y otros (2000) observaron un

infiltrado inflamatorio severo: En el ileon, la mucosa de 52 cabras el 25 (48.1%) y en la serosa del3
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(25%); en el yeyuno, la mucosa de las 52 cabras el 36 (69.2%), en la serosa de 25 (48%). También,
siete animales (5.1%) presentaron lesiones de granulomas en la ldmina propia de la mucosa. En ileon,
se observo un 100% de enteritis proliferativa granulomatosa es similar a lo que describen Rivera y
otros (2014) quienes los observaron tumefactos y aumentados de tamafio. En los nodulos linfaticos
mesentéricos estudiados se observo la presencia de calcificacion distrofica en un 7.1% de los casos;
infiltrado inflamatorio, en un 50%, y edema ligero, en el 14.3% de los casos positivos a MAP en
ovinos a comparacion de lo que publicaron los investigadores Clarke y Littel (1996) observaron 80%.
Los resultados obtenidos coinciden con los datos publicados.

Whittington y otros (2017), mencionan que en la corteza de los ganglios linfaticos encontraron
presencia de al menos un organismo acido rapido. De la misma forma, Dukkipati y otros (2016)
informaron que el 60% de las ovejas forman granulomas micobacterianos tipicos en ganglios linfaticos
Corpa y otros (2000) publicaron que 14 cabras desarrollaron calcificaciones y otras tres (2.2%)
presentaron granulomas en tejido linfoide. La observacion microscopica de BAAR en los casos
estudiados, dio como resultado 14 animales con el (57.1%) positivos a MAP. Esto difiere de lo
reportado por Okura y otros (2011) el (34%) positivo a MAP.

La técnica de ZN utilizada es una prueba rapida que arroja buenos resultados en el diagnostico de las
micobacteriosis, asi como Rivera y otros (2014) la efectuaron. Este trabajo reporta un porcentaje
mayor de casos positivos a lo que describen estos autores. El 100% presentaron lesiones en el ileon y
57.1% en los linfonodos, 4 de ellas caprinas y 10 ovinas. Estos resultados difieren con los reportados
por Dukkipati y otros (2016) donde 84.8% se hall6 en la valvula ileocecal y el 66.7% en los ganglios
linfaticos mesentéricos. Estos resultados son parecidos a los obtenidos por Gonzalez y otros (2005)
quienes informan que, de 167 bovinos, 116 casos el (69.5%) presentaron lesiones. De ellos, 45 las
tuvieron en el intestino y 51 en linfonodos. El total de casos positivos fue 53 (45.7%). Corpa y otros
(2000) examinaron 136 cabras en donde 68 (50%) mostraron lesiones asociadas con MAP en intestino
ileocecal y linfonodos. Otros autores como, Gonzalez y otros (2005) mencionan el tipo de lesion,
ubicacion y distribucion de la enfermedad que son similares a los hallazgos obtenidos en las lesiones

macroscopicas, microscopicas en intestino y linfonodos en este estudio.
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CONCLUSIONES

En conclusion, se utilizaron las técnicas de necropsia, HE, ZN que permitieron identificar las lesiones
caracteristicas de MAP en intestinos y linfonodos, 14 casos fueron positivos con la técnica de ZN a
MAP y 11 negativos, compatibles a otras infecciones. La manifestacion de MAP en intestino fue del
100% y de 57.1% en linfonodos de los 25 casos estudiados, de ovinos, caprinos y bovinos. Esto sefiala
que el agente patogeno, es de suma importancia en el desarrollo de enteritis proliferativa
granulomatosa y linfadenitis granulomatosa. El estudio histopatoldgico fue muy ttil para realizar el
diagnostico mas preciso y confiable en donde permitié confirmar la presencia de MAP. Los resultados
de este estudio permiten establecer e identificar por estudios de necropsia e histopatologia la situacion
de Paratuberculosis de rumiantes en de los distintos municipios de Zacatecas. Se debe realizar la
notificacion a las autoridades pertinentes, para que se tomen las medidas necesarias, por ser una gran
problemadtica para la produccion en Zacatecas. Sin embargo, se debe de continuar con estudios
bacteriologicos, serologicos, epidemiologicos, PCR, etc., para dar seguimiento a esta patologia, asi
como poder establecer medidas de control y bioseguridad, ante la situacién actual con evidencias
recopiladas, procesadas, analizadas y concluidas. El MAP se encuentra en Zacatecas con toda la

evidencia mostrada en la presente investigacion.
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