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Exacerbada linfadenitis granulomatosa
por Mycobacterium bovis como causa
de timpanismo gaseoso en un becerro

Resumen

Descripcion del caso clinico. Bovino de la raza Holstein Friesian de 3 meses
y 26 dias de edad fallecié por timpanismo gaseoso y sindrome vagal provo-
cado por una linfadenitis granulomatosa exacerbada causada por Mycobac-
terium bovis (M. bovis).

Hallazgos clinicos. Bovino que clinicamente presentd timpanismo gaseoso
recurrente y que en la descripcion patoldgica macroscépica se observo neu-
monifa granulomatosa, asf como una exacerbada linfandenitis granulomato-
sa, difusa, grave de los nédulos linfaticos mediastinos que comprimieron
el nervio vago provocando timpanismo gaseoso debido a la pérdida del
reflejo gastrointestinal.

Tratamiento y evolucion. La becerra tenfa como signo clinico timpanismo
recurrente autolimitante, del que se desconoce el tratamiento que recibio.

Pruebas de laboratorio. En el examen histopatologico se observaron lesiones
granulomatosas difusas sin cépsula de tejido conectivo compatibles con
tuberculosis. Mediante la tincién de Von Kossa se confirmé que los granulo-
mas contenfan calcio, y con la tincién de Ziehl Neelsen, se observé una gran
cantidad de bacilos acido alcohol resistente tanto en tejido pulmonar como
en los nodulos linfaticos. Finalmente, se realizd la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) de una seccion de tejido embebido en pa-
rafina de nddulo linfatico con lesion mediante el cual se confirmoé M. bovis.

Relevancia clinica. Existe poca informacion de causas de timpanismo gaseo-
so y sindrome vagal asociado a una linfadenitis granulomatosa difusa, asf
como, una formacion atipica de lesiones granulomatosas por M. bovis en
nodulos linfaticos mediastinicos en becerros, lo que resalta la importancia
de incluir en el diagndstico diferencial a la tuberculosis bovina como una de
las posibles causas de timpanismo gaseoso recurrente al igual que seguir
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las medidas de bioseguridad que eviten problemas de salud publica. Los
hallazgos macroscépicos e histolégicos descritos es este anélisis confirman
timpanismo gaseoso asociado a una indigestién vagal por linfadenitis gra-
nulomatosa debida a la infeccion por M. bovis.

Palabras clave: Tuberculosis bovina, timpanismo, granuloma, indigestion vagal.

Mycobacterium bovis exacerbated
granulomatous lymphadenitis
as a cause of free-gas bloat in a calf

Abstract

Case description. A Holstein Friesian calf, 3 months and 26 days of age died
because of free-gas bloat and vagal syndrome due to an exacerbated gran-
ulomatous lymphadenitis caused by infection with Mycobacterium bovis
(M. bovis).

Clinical findings. Clinically, the bovine showed recurrent free-gas bloat. Find-
ings at necropsy included granulomatous pneumonia, as well as an exac-
erbated granulomatous diffuse, severe lymphadenitis of mediastinal lymph
nodes that compressed the vagus nerve causing free-gas bloat that induced
a loss of the gastrointestinal reflex.

Treatment and evolution. The calf had, as a clinical sign, self-limiting recurrent
ruminal tympany, of which the treatment received is unknown.

Complementary laboratory tests. Histopathological examination revealed dif-
fuse granulomatous lesions without a connective tissue capsule compatible
with tuberculosis. Von Kossa staining confirmed the presence of calcium in
the granulomas, whereas the Ziehl Neelsen stain identified many acid-fast
bacilli both in lung tissue and in the lymph nodes. Finally, a polymerase
chain reaction technique (PCR) confirmed the presence of M. bovis from
paraffin-embedded lymph node tissue with tuberculous lesions.

Clinical relevance. There is little information on causes of free-gas bloat and
vagal syndrome associated with diffuse granulomatous lymphadenitis, as
well as an atypical formation of granulomatous lesions by M. bovis in me-
diastinal lymph nodes in calves. Our findings, highlight the importance of
including differential diagnosis in bovine tuberculosis as one of the possible
causes of recurrent free-gas bloat, in addition to following biosecurity mea-
sures with the purpose to avoid public health problems. The macroscopic
and histological findings described in this analysis, confirm free-gas bloat as-
sociated with vagal indigestion due to granulomatous lymphadenitis caused
by M. bovis infection.

Keywords: Bovine tuberculosis, tympany, granuloma, vagal indigestion.
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Descripcion del caso

Una becerra de raza Holstein Friesian de 3 meses y 26 dias tenfa una anormal
distensién del rumen, que se observaba en la parte superior del flanco izquierdo,
lo que se relaciond con timpanismo gaseoso, y con la causa por la que fallecio. Fue
remitida al Centro de Ensefianza y Diagndstico en Enfermedades de los Bovinos
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auto-
noma de México, ubicada en el estado de Hidalgo, donde se le realizo el examen
post mortem.

Hallazgos clinicos e interpretacion.

Este es el reporte de una becerra con timpanismo gaseoso recurrente, asociado
con dolor, dificultad para respirar y pérdida del apetito. En la necropsia, el cadéaver
se vefa con un adecuado estado de conservacion y el abdomen distendido severa-
mente (Figural). En la inspeccién interna, la porcidn craneo-ventral de los lébulos
pulmonares craneales estaba congestionada y consolidada. El corte del parénqui-
ma exhibia extensas zonas de necrosis caseosa (Figura 2a y 2b). El rumen estaba
distendido severamente por gas y contenfa moderada cantidad de alimento seco
adherido a la mucosa; en el esofago observamos la “linea timpénica” (Figura 3a).
Los nddulos linfaticos mediastinicos tenfan un gran aumento de tamario, de mane-
ra que comprimieron el nervio vago y el esdfago. El corte del parénquima mostraba
extensas zonas de necrosis caseosa mal definida acomparadas de petequias en la
mayor parte del 6rgano (Figuras 3b y 3c).

Figura 1. Becerra Holstein Friesian con distencién abdominal.
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Figura 2. Neumonia granulomatosa. (a) Pulmén izquierdo con congestion y consolidacion
de los lébulos créneo-ventrales. (b) Cortes transversos de lébulo pulmonares que muestran
extensas zonas blancas sin bordes delimitados, algunos coalescen (sefialados con flechas).
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Figura 3. Organos digestivos de un bovino que fallecié a causa de indigestion vagal
por exacerbada linfadenitis granulomatosa en nddulos linfaticos mediastinicos.
(a) Compartimentos gastricos de bovino con abundante alimento, eséfago congestionado
y hemorragico en la parte cervical, en la parte torécica estd pélido y blanquecino, la flecha
sefala la “linea timpénica”. (b) Linfadenitis grave de los nédulos linfaticos mediastinicos que
comprimen el nervio vago. (c) Corte transverso del nédulo linfatico mediastinico donde se
observan extensas dreas de necrosis caseosa con petequias.
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Los diagndsticos morfologicos de la necropsia fueron los siguientes:

I Linfadenitis granulomatosa, difusa, grave con neumonfa granulomatosa,
multifocal.

I Bronconeumonia supurativa, zonal, moderada.

I Timpanismo gaseoso, cronico.

Tratamiento y evolucién
La becerra tenia como signo clinico timpanismo recurrente autolimitante, del cual
se desconoce si se aplicd algiin tratamiento.

Pruebas de laboratorio

En formol al 10 %, fueron recolectadas muestras de nédulos linfaticos y tejido pul-
monar, y posteriormente incluidas en bloques de parafina. Mediante la tincién de
hematoxilina y eosina (H&E) se identificaron lesiones granulomatosas con exten-
sas areas de necrosis acompafiadas de detritos celulares, macrofagos epitelioides,
células gigantes multinucleadas, escasos neutrdfilos, linfocitos en la periferia de
la lesion y en algunas lesiones presentaron mineralizacion central. Sin embargo,
en estas lesiones no se identifico la cdpsula de tejido conectivo (Figuras 4a, b y c).
Se realizo la tincion de Ziehl Neelsen, lo que permitié identificar gran cantidad de
bacilos 4cido alcohol resistentes en las dreas con necrosis, y principalmente, extra-
celulares en é&reas con macrofagos (Figura 4d). Finalmente, mediante la tincion de
Von Kossa, se confirmé precipitado de calcio (Figura 5).

Con la finalidad de confirmar si los bacilos observados en la tincién de Ziehl
Neelsen eran micobacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis, se extrajo
ADN de bloques de parafina siguiendo la metodologfa de Van Helden et al. ()'y
mediante una PCR anidada utilizando iniciadores de los genes Mpb70 y M22 que
amplifican un fragmento de 208 pb aproximadamente,(?) se identificé la presencia
de micobacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis; con una segunda PCR
punto final con iniciadores del gen RD9 que amplifica un producto de 333 bp para
M. tuberculosis y de 206 bp para M. bovis, fue posible identificar M. bovis (Figura 6).

Discusion y relevancia clinica

En este andlisis, se describe el caso de una becerra de la raza Holstein Friesian, que
en los hallazgos macroscépicos de la necropsia y las pruebas de laboratorio, confir-
man timpanismo gaseoso asociado a sindrome vagal por una linfadenitis granulo-
matosa exacerbada causada por M. bovis. El término “indigestion vagal” o sindrome
vagal se ha asociado a un dafio en el nervio vago causando una indigestién crénica
debido a la falla en el paso de alimento de los cuatro compartimentos géstricos al
abomaso.(®) Este padecimiento puede desencadenar la muerte del animal que fre-
cuentemente se debe a una insuficiencia cardiaca, ocasionada por compresion de
la vena cava caudal debido a que el rumen estd severamente distendido por gas.
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Figura 4. Linfadenitis granulomatosa exacerbada. (a) H&E, 40X Tejido linfatico con extensas dreas de necrosis sin bordes definidos
y calcificaciéon. (b) H&E, 200X. Aumento de la seccion a. (c) H&E, 200X. Lesién granulomatosa con células gigantes multinucleadas
sefaladas con flechas. (d) Zielh Neelsen, 1000X. Nédulo linfatico con abundantes bacilos extracelulares &cido alcohol resistentes
(sefialados con flechas).
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Figura 6. Identificacién molecular de M. bovis. Marcador de peso molecular (MP) de 100 pb. Carriles
1-4: productos de amplificacion de la PCR anidado del gen mpb70 de 208 pb. Carril 1: muestra
de nddulo linfatico mediastinico. Carril 2: control positivo de M. bovis BCG. Carril 3: control positivo
de M. tuberculosis H37rv. Carril 4 y 8: controles negativos. Carriles 5—-8: PCR punto final del gen
RD9 de 206 pb para M. bovis, y 333 pb para M. tuberculosis. Carril 5: muestra de nédulo linfatico
mediastinico de la becerra. Carril 6: control positivo de M. bovis BCG. Carril 7: control positivo de
M. tuberculosis H371v.
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Una gran variedad de causas se han relacionado con este sindrome, por ejem-
plo: a) bloqueos mecénicos que comprometan el paso del alimento y b) condicio-
nes que resulten en un dafo, inflamacion o provoquen presién en el nervio vago;
las que con mayor frecuencia se describen son las de bovinos y, en menor grado,
las de bufalos y ovinos: cuerpos extrafios, reticulopericarditis traumatica, papilomas,
ingestion de placentas, linfosarcomas, quistes de pardsitos y gestacion avanzada.
(4=7) Sin embargo, poca informacién existe sobre indigestion vagal causada por
linfadenitis granulomatosa.

En este reporte, en el examen post mortem del bovino, se observd neumonia
granulomatosa con linfadenitis granulomatosa de los nédulos linféticos mediastini-
cos, lo que provoco la pérdida del reflejo gastrointestinal por compresién del nervio
vago. Como consecuencia el rumen se distendid y, en la inspeccion interna, se
encontré abundante gas y alimento seco adherido a la mucosa géstrica, asf como el
esofago congestionado y hemorragico en la parte cervical, mientras que en la parte
torécica estaba palido y blanquecino demarcando la “linea timpénica”.

En el andlisis histopatoldgico del tejido pulmonar y de los nddulos linfaticos
mediastinicos, se identificaron lesiones de tipo granulomatoso con abundantes
bacilos extracelulares Ziehl Neelsen positivos, principalmente en las zonas de ne-
crosis. No fue posible identificar una cépsula de tejido conectivo en las lesiones
con calcificacién, este Ultimo hallazgo contradice lo que se ha reportado en infec-
ciones experimentales con M. bovis en bovinos, donde ha sido posible identificar
y clasificar los granulomas microscopicamente causados por la infeccidén en cuatro
estadios (I, 11, 1, Iv), y donde en el estadio més avanzado hay calcificacién central y
una capsula de tejido conectivo.(8) Por otra parte, el grosor de la capsula de tejido
conectivo se ha asociado a un mejor control de la cantidad de micobacterias en
las lesiones en bovinos naturalmente infectados por M. bovis.(%) En un estudio
utilizando como modelo experimental la cepa de raton C3HeB/FeJ susceptible
a la infeccion por Mycobacterium tuberculosis, se observd que cuando los rato-
nes fueron desafiados con M. bovis, se desarrollaron lesiones con extensas areas
de necrosis, neutrdfilos, una ineficiente cdpsula de tejido conectivo y abundantes
bacilos que producian la muerte a las cinco semanas postinfeccion. Este tipo de
lesiones fueron similares a las observadas en este reporte de caso, por lo que nos
sugiere una respuesta inmune deficiente en este becerro.(10)

Con la finalidad de confirmar si los bacilos en la tincién de Ziehl Neelsen eran
micobacterias, se extrajo ADN de bloques de parafina siguiendo la metodologfa
de Van Helden et al. (2001) y, mediante una PCR anidada, se identificd material
genético correspondiente a micobacterias del complejo Mycobacterium tuberculo-
sis, y con una segunda PCR punto final del gen RD9, se confirm¢ la presencia de
M. bovis.

La patogénesis de la “indigestion vagal” ha sido controversial.(¥) En el ganado
bovino, se ha asociado a la reticulopericarditis traumética como una de las prin-
cipales causas.(!!) Sin embargo, varias son las afecciones que estan relacionadas
con este padecimiento y que se contintian estudiando. En este reporte de caso,
se describe una ineficiente formacién de granulomas asociada a una exacerbada
linfadenitis granulomatosa en los nédulos linféticos mediastinicos como causante
de timpanismo gaseoso e indigestion vagal. Por lo que debe considerarse como
diagndstico diferencial de este padecimiento.

|"
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