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Leyenda del axolotl y la creacidn del quinto sol mexica

¢ . [Enlamitologia mexica, el ajolote (del nahuat! atl, agua y xalotl, mounstro)
wr . significa mounstro acuatico
y es |a advocacidn acuatica del dios Xalotl, hermano gemelo de Quetzalcoatl;
sin embargo, el dios Xalotl era mounstroso a causa del nacimiento gemelar.
La leyenda del “luinto Sol” que representa |a época actual segin los mexicas,
nos cuenta que |os dioses se reunieron en Teotihuacan y dos dioses “Nanahuatzin” y "Tecuciztécat!” se lanzaron a
una gran hoguera para convertirse en el Sol y la Luna, respectivamente.

Para que el Sol se moviera, todos |os dioses se debian de sacrificar,

pero Xdlotl (dios gemelo de Quetzalcoat!) le temia a la muerte y

huya transformandose miltiples ocasiones;

se convirtia en cafa, pero al ser descubierto se fue entre los magueyes y se convirtio en uno,

nuevamente fue descubierto y se metid al agua, donde se convirtid en ajolote,

pero ahi, entre el agua fue hallado y

se |e dio muerte por no colaborar para mantener el movimiento solar.

@

Leyenda prehispénica
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1. RESUMEN

Los ajolotes de Xochimilco (Ambystoma mexicanum) son anfibios pertenecientes al orden: Caudata, Familia:
Ambystomatidae, es la especie neoténica acuatica mas comun en cautiverio y se ha utilizado por muchos afios en la
investigacion biomédica por sus caracteristicas de regeneracion corporal. El ajolote 0 axolotl es una especie endémica del
sistema lagunar del valle de México y actualmente solo habita en vida libre en los canales de Xochimilco en Ciudad de
México. Este anfibio se encuentra en peligro de extincién y aunque existen multiples investigaciones en torno a él, éstas se
enfocan en su capacidad de regeneracion, la cual podria apoyar a la salud humana, también se encuentran registrados
diversos avances en la descripcidn de algunos de sus procesos fisioldgicos. Los estudios relacionados a sus enfermedades
son escasos y generalmente han sido extrapolados a partir de la informacion generada en otras especies de anfibios; hoy
en dia continua la idea de utilizar las descripciones de anfibios como un modelo “estandar” donde no se determinan
particularidades por especie. Con respecto a las descripciones anatomopatoldgicas estas son escasas, principalmente
generadas a partir de casos aislados. Este estudio se llevo a cabo en el periodo comprendido entre 2019 y 2022, a partir de
50 cadaveres de Ambystoma mexicanum (21 machos, 27 hembras y 2 de sexo indeterminado) de diferentes edades, todos
ellos pertenecientes a la coleccion del Centro de Investigaciones Bioldgicas y Acuicolas de Cuemanco (CIBAC), México. Se
realizaron las necropsias de estos ejemplares con el objetivo de determinar la causalidad de muerte de esta especie y
describir macroscopica y microscopicamente las lesiones encontradas, ademas de identificar los agentes etiologicos
involucrados en los decesos y describir la resistencia antimicrobiana de las cepas aisladas. La principal causa de muerte
correspondio a septicemia con 45 casos que representaron el 90% de los decesos, a partir de los cuales se aislaron bacterias
del género Aeromonas spp., E.coli, Enterobacter aerogenes y Salmonella arizonae, 3 procesos de parasitosis que
representaron el 6% y 2 procesos de inanicién que representaron el 4%, ademas de identificarse 37 lesiones microscopicas
en los siguientes sistemas; en el sistema cardiorrespiratorio se identificaron endocarditis granulomatosa, congestion
pulmonar, flebectasia, hiperinsuflacién, y neumonias necréticas, purulentas y granulomatosas. En el sistema digestivo se
diagnosticaron gastritis y enteritis linfociticas, enteritis necroticas, enteritis catarral mucosa y enteritis con
melanomacrofagos, ademas de lesiones hepaticas como degeneracion vacuolar, telangiectasia, hepatitis necrotica aguda,
hepatitis granulomatosas, hepatitis intersticial cronica, hepatitis granulomatosa con predominio de melanomacrofagos y
hepatitis cronica fibrosante. En el sistema linforreticular se observo congestidn esplénica, deplecion linfoide, hiperplasia de
pulpa roja, esplenitis purulenta y esplenitis granulomatosa con melanomacréfagos. A nivel del sistema urinario se
determinaron lesiones como congestion renal, necrosis tubular asociada a depdsitos de calcio, nefritis intersticial linfocitica,
glomerulonefritis cronica asociada a melanomacréfagos y glomerulonefritis mesangioproliferativa. En cuanto al sistema
tegumentario, se observaron lesiones como degeneracidn vacuolar epitelial, dermatitis necrética erosiva, dermatitis necrética
ulcerativa, adenoma de glandulas de moco con &rea carcinomatosa y melanoma. Las principales resistencias
antimicrobianas generadas por Aeromonas spp. se desarrollaron contra quinolonas, nitrofuranos y cefalosporinas. Las
principales resistencias antimicrobianas generadas por Salmonella arizonae se desarrollaron contra cefalosporinas,

nitrofuranos y quinolonas. El aislamiento de Enterobacter aerogenes presento resistencia a las cefalosporinas y el




aislamiento de E.coli. resistencias a quinolonas, aminoglucésidos y nitrofuranos. En nuestro conocimiento, éste es el primer
catalogo de lesiones especificas de Ambystoma mexicanum que pretende establecer bases para la descripcion de
patogenias y el diagnostico de enfermedades que aquejan a este anfibio de importancia mundial para la biodiversidad,

ademas de apoyar a los programas dirigidos a su conservacion.

Palabras clave: axolotl, enfermedades, histopatologia, mortalidad, patologia.




1.1 SUMMARY

The axolotls of Xochimilco (Ambystoma mexicanum) are amphibians belonging to the order: Caudata, Family:
Ambystomatidae, is the most common aquatic neotenic species in captivity and has been used for many years in biomedical
research for its characteristics of body regeneration. The axolotl is an endemic species of the lagoon system of the Valley of
Mexico and currently only lives in free life in the canals of Xochimilco in Mexico City. This amphibian is in danger of extinction
and although there are multiple investigations around it, these focus on its regeneration capacity, which could support human
health, there are also several advances in the description of some of its physiological processes. Studies related to their
diseases are scarce and have generally been extrapolated from the information generated in other amphibian species; Today
the idea of using amphibian descriptions as a "standard" model continues where no particularities are determined by species.
With respect to the anatomopathological descriptions these are scarce, mainly generated from isolated cases. This
longitudinal study was carried out in the period between 2019 and 2022, from 50 corpses of Ambystoma mexicanum (21
males, 27 females and 2 of indeterminate sex) of different ages, all belonging to the collection of the Center for Biological
and Aquaculture Research of Cuemanco (CIBAC), Mexico. The necropsies of these specimens were carried out in order to
determine the causality of death of this species and describe macroscopically and microscopically the lesions found, in
addition to identifying the etiological agents involved in the deaths and describing the antimicrobial resistance of the isolated
strains. The main cause of death corresponded to septicemia with 45 cases that represented 90% of the deaths, from which
bacteria of the genus Aeromonas spp., E.coli, Enterobacter aerogenes and Salmonella arizonae were isolated, 3 parasitosis
processes that represented 6% and 2 starvation processes that represented 4%, in addition to identifying 37 microscopic
lesions in the following systems; in the cardiorespiratory system granulomatous endocarditis, pulmonary congestion,
phlebectasia, hyperinflation, and necrotic, purulent and granulomatous pneumonias were identified. In the digestive system,
lymphocytic gastritis and enteritis, necrotic enteritis, mucosal catarrhal enteritis and enteritis with melanomacréfagos were
diagnosed, in addition to liver lesions such as vacuolar degeneration, telangiectasia, acute necrotic hepatitis, granulomatous
hepatitis, chronic interstitial hepatitis, granulomatous hepatitis with predominance of melanomacréfagos and chronic fibrosing
hepatitis. Splenic congestion, lymphoid depletion, red pulp hyperplasia, purulent splenitis, and granulomatous splenitis with
melanomacrophagos were observed in the lymphoreticular system. At the level of the urinary system, lesions such as renal
congestion, tubular necrosis associated with calcium deposits, lymphocytic interstitial nephritis, chronic glomerulonephritis
associated with melanomacréfagos and mesangioproliferative glomerulonephritis were determined. Regarding the
integumentary system, lesions such as epithelial vacuolar degeneration, erosive necrotic dermatitis, ulcerative necrotic
dermatitis, mucus gland adenoma with carcinomatous area and melanoma were observed. The main antimicrobial
resistances generated by Aeromonas spp. were developed against quinolones, nitrofurans and cephalosporins. The main
antimicrobial resistances generated by Salmonella arizonae were developed against cephalosporins, nitrofurans and
quinolones. The isolation of Enterobacter aerogenes showed resistance to cephalosporins and the isolation of E.coli.

resistance to quinolones, aminoglycosides and nitrofurans. To our knowledge, this is the first catalog of specific lesions of




Ambystoma mexicanum that aims to establish bases for the description of pathogenesis and the diagnosis of diseases that

afflict this amphibian of global importance for biodiversity, in addition to supporting programs aimed at its conservation.

Keywords: axolotl, diseases, histopathology, mortality, pathology.




2. INTRODUCCION

Los principales indicios de la existencia de los anfibios en el planeta son fésiles que datan de hace 350 millones de
afios, se piensa que evolucionaron de los peces crosopterigios ripidistios, siendo el Gnico sobreviviente de este grupo
el celacanto (Latimeria chalumnae). Los antecesores ripidistianos de los anfibios poseian pulmones funcionales que
les permitian respirar fuera del agua, ademas de aletas 6seas sobre las que apoyaban el cuerpo y las cuales les

brindaban una locomocion terrestre dirigida (Colbert y Morales, 1991).

Los anfibios fueron los primeros vertebrados en distribuirse ampliamente en los habitats terrestres y a pesar de la gran
cantidad de fésiles que se han descubierto y analizado, existen importantes lagunas en el registro de estos, de modo
que los linajes de los tres érdenes de anfibios sobrevivientes adn son poco claros. Actualmente todos los anfibios son
clasificados en la Subclase Lissanphibia debido a diversas caracteristicas incluyendo su morfologia vertebral (Goin,
Goiny Zug,1978). Se han descrito més de 4000 especies existentes en la clase Amphibia clasificadas en tres érdenes:
Anura o Salientia donde se encuentran ranas y sapos; Caudata o Urodela donde se agrupan salamandras, tritones y

sirenas; y Gymnophiona o Apoda con las cecilias como Unica especie comprendida (Wrigth y Whitaker, 2001).

Hoy en dia las funciones bioldgicas de los anfibios son poco conocidas sin embargo existen investigaciones que han
descrito algunas actividades que estos realizan en los ecosistemas como lo son la estimulacién de ciclos de nutricion
del habitat a través de la excrecion de materia organica rica en compuestos nitrogenados esenciales para el desarrollo
de los organismos vegetales, asi como la estimulacién del flujo energético a través de la cadena tréfica al fungir como
presa y proveer de nutrimentos de alta digestibilidad al no poseer pelo, plumas o0 escamas; ademas, los anfibios se
consideran bioturbadores al influir sobre la estructura fisica del habitat bentnico al movilizar y disminuir sedimentos.
Aunque son pocos los estudios que describen las funciones bioldgicas de los anfibios actualmente se conocen otros
caminos que aun faltan por estudiar como su probable participacién como polinizadores o dispersores de semillas

(Cortés-Gbémez, Ruiz-Agudelo, Valencia-Aguilar y Ladle, 2015).

En la actualidad el fendmeno de extincién de los anfibios es bien conocido y preocupante, lo que indica que estamos
enfrentando la crisis de extincion méas grande de especies observadas por la humanidad (Aguilar-Miguel, Legorreta y
Casas-Adreu, 2009); donde la contaminacion ambiental por fertilizantes, nitritos, la degradaciéon del habitat y la
introduccién de especies exoéticas a los nichos ecoldgicos son las principales causas del declive de las poblaciones
de anfibios en el mundo (Echegaray y Hernando, 2018), ademas de estos factores también se han comenzado a
describir mecanismos complejos generados por el cambio climatico como el incremento de la temperatura ambiental
o las radiaciones ultravioleta y su participacion en brotes de enfermedades en las poblaciones de anfibios (Kiesecker,

Blaustein y Belden, 2001) generando un mayor interés por la vigilancia de la salud de estas especies al comprenderse




que los anfibios son bioindicadores en los cuerpos de agua y que su ausencia en estos se asocia con un ecosistema

acuatico alterado (Welsh y Olliver, 1998).

Por otra parte existen multiples descripciones anatdmicas, fisioldgicas y sobre padecimientos en diversos anfibios
(Helmer y Whiteside, 2005), respecto a sus hallazgos clinico-patoldgicos, se han descrito padecimientos microbianos
ocasionados por bacterias, parasitos y hongos, enfermedades metabdlicas, nutricionales, genéticas, neoplasicas y
toxicas; estos padecimientos se conocen por lo general debido a ejemplares albergados en colecciones zooldgicas,
sin embargo es importante recordar que los anfibios actuales son un grupo diverso de vertebrados poco conocidos
con necesidades diferentes y aunque existen extrapolaciones de diagndstico y tratamiento con base en supuestas
similitudes entre ellos, la falta de conocimiento sobre las relaciones de los tres érdenes de anfibios enfatiza el hecho
de que no exista un “modelo estandar’ dando como consecuencia que para desarrollar una agudeza clinica para
diagnosticar y tratar las enfermedades de los anfibios, el médico veterinario debe apreciar plenamente las
caracteristicas Unicas y la biologia de los diversos tipos de anfibios (Wrigth y Whitaker, 2001) ademas de generar
informacién sobre los elementos de diagnostico temprano de enfermedad individual la cual es escasa y es

imprescindible para apoyar la salud poblacional de estos (Wrigth y Whitaker, 2001).

El Ajolote de Xochimilco (Ambystoma mexicanum) es un anfibio perteneciente al Orden: Caudata, Familia:
Ambystomatidae donde se agrupan alrededor de 30 especies, es la especie neoténica acuatica mas comun en
cautiverio y se ha utilizado por varios afios en la investigacion biomédica por sus caracteristicas de regeneracién
corporal (Wrigth y Whitaker, 2001). Su cabeza es robusta, ancha y plana con tres pares de branquias externas y
ramificadas que contrastan con el cuerpo alargado y aplanado lateralmente; sus ojos son pequefios y desprovistos de
parpados. En cuanto a su cuerpo, este presenta 12 pliegues de cada lado y dorsalmente presenta una membrana
rigida que se prolonga toda la cola formando una aleta, sus patas tienen cuatro dedos sin ufias en los miembros

anteriores y cinco dedos en los miembros posteriores (Arreola, 2011).

Los Ajolotes de Xochimilco (A. mexicanum) en su mayoria poseen coloraciones corporales que van de café oscuro a
negro en el dorso, con tonos mas claros en las partes ventrales, sin embargo, debido a la expresién de diversos genes
también pueden presentar coloraciones grises, cafés, verde pardo, anaranjado, blanco con 0jos negros, albino dorado,
albino blanco o casi negro, incluso ser jaspeados. Mide en promedio 25.7 cm de largo de la cabeza hasta la cola, su
boca es grande y tiene alrededor de 126 pequefios dientes maxilares y premaxilares y de 18 a 20 dientes vomero-

palatinos, ademas de una lengua retractil (Arreola, 2011).

El Ajolote de Xochimilco (A. mexicanum) es endémico del sistema lagunar del Valle de México y actuaimente sélo
habita en vida libre en los canales de Xochimilco en Ciudad de México donde prevalece un clima templado-humedo
con lluvias en verano llegando a un clima frio y en donde la altitud es de 2274 metros sobre el nivel del mar. El

Ambystoma mexicanum no es gregario y solo interacciona en la época de apareamiento, su longevidad descrita en




cautiverio es de hasta 30 afios y un maximo de 6 afios en vida libre; con respecto a sus habitos alimenticios estos son
variados y van desde zooplancton en etapas larvarias transformandose en omnivoros cuando llegan a su etapa adulta
(Arreola, 2011).

En México existen registros del Ambystoma mexicanum desde 1648 y es considerado un icono cultural utilizado desde
la época prehispanica en la gastronomia y medicina tradicional, siendo ademas inspiracién de varias obras literarias
y también ser comercializado de modo ornamental. Sin duda la principal amenaza de este anfibio son las actividades
humanas como la agricultura, la sobrexplotacién para usos medicinales y alimenticios, la introduccion de especies
exoticas a su habitat ademas del desarrollo de la mancha urbana que ha ido acabando con el sistema lagunar y la red

de canales en Ciudad de México (Casas, Cruz y Aguilar, 2004).

El Ambystoma mexicanum se encuentra categorizado en el apéndice Il de la Convencion sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Flora y Fauna (CITES 2018), para el afio 2006 la Union Internacional para
la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) lo clasificé en el estatus de “Peligro critico” y en México fue incluido en las
Normas Oficiales Mexicanas (NOM) para su proteccién desde 1994, actualmente se encuentra incorporado a NOM-
059-ECOL-2010 en el estatus de “peligro de extincion”, considerandose ademas una de las 51 especies prioritarias
para su conservacion en México por lo que instituciones gubernamentales, universidades y ejidos han generado
iniciativas para evitar la extincién de este anfibio a través del cuidado de su habitat, controlando la explotacion

desmedida y generando sitios de cultivo e investigacién para su reintroduccién (Arreola, 2011).

Actualmente los proyectos mas desarrollados a favor de la conservacion del Ajolote de Xochimilco (A. mexicanum) son
los enfocados en restablecer y mantener en la medida de lo posible el habitat de estos anfibios, ademas, se han
comenzado a generar lineas de investigacion con grandes avances en la rama genética, sin embargo los estudios que
empiezan a describir especificamente las caracteristicas de este anfibio son escasos, entre ellos se encuentra una
descripcidn histolégica de los 6rganos (Demircan, et al., 2016), una descripcion de la ontogenia hematopoyética y
células de médula 6sea (Lopez, et al., 2014) e investigaciones sobre el entendimiento fisioldgico que se han limitado
al tema de su capacidad de regeneracion en favor de la salud humana. Existen también comunicados con datos
hematoldgicos parciales a partir de individuos enfermos asi como algunos registros de enfermedades comunes con
otros anfibios sin considerar las patologias especificas de esta especie (Wright y Whitaker, 2001); es por lo anterior
que debido a la panoramica tan compleja y considerando la escasa informacion existente sobre la salud y
padecimientos especificos del Ajolote de Xochimilco (A. mexicanum) se vuelve indispensable la generacion de
investigacion que tenga como principal objetivo el entendimiento de los procesos fisiopatoldgicos que apoyen a mejorar
la salud individual y poblacional en favor de la conservacion de esta especie de anfibio tan singular dentro de la
biodiversidad mundial.




2.1. Avances en procesos fisioldgicos del Ambystoma mexicanum

En estudios relacionados con los mecanismos de respiracion en Ambystoma mexicanum se ha descrito que el
intercambio gaseoso en esta especie se realiza mediante tres estructuras anatémicas principales: branquias, piel y
pulmones, éstos Ultimos generan entre el 40 y el 60% de la oxigenacién, mientras que branquias y piel realizan la
funcion restante (Whitford y Sherman, 1968). Aunque los pulmones en Ambystoma mexicanum se consideran un
drgano rudimentario se han descrito la expresién del Factor de transcripcion tiroideo-1 asociado con el proceso de
morfogénesis pulmonar en mamiferos y la excrecion de proteinas surfactantes tipo B y D (SP-B y SP-D) ademés del
polipéptido anfipético, proteinas que poseen propiedades surfactantes en mamiferos y aunque en anfibios no se ha
comprobado esta actividad se piensa que al ser excretadas por células pulmonares epiteliales periféricas deben
generar esta misma funcion (Miller, Wert y Whitsett, 2001). En el caso del tejido hematopoyético se ha descrito la
ontogenia de la hematopoyesis mediante un mapeo celular con marcajes fluorescentes donde se muestra que a
diferencia de mamiferos los principales sitios de hematopoyesis en el ajolote adulto se encuentran en higado y bazo
los cuales poseen unidades formadoras de colonias hematopoyéticas eritroides y mieloides con gran actividad a
diferencia de sitios como médula 6sea, timo y rifién que no poseen una funcion hematopoyética relevante, sin embargo
durante estos estudios también ha sido posible determinar la existencia de los mismos leucocitos conocidos en
mamiferos como neutréfilos, linfocitos, monocitos y mastocitos sin que aun hayan sido descritas de modo contundente

sus funciones (Lopez et al., 2014).

Con respecto a los procesos sanguineos como se ha mencionado con anterioridad se han intentado describir intervalos
para hemograma con datos parciales provenientes en su mayoria de animales enfermos (Wright y Whitaker, 2001).
En afios recientes a partir de 43 ajolotes clinicamente sanos se han determinado el intervalo de referencia para el
hematocrito con limites de 0.28 — 0.32 L/L y una media de X=0.30 L/L ademas de los intervalos de referencia del perfil
bioquimico plasmatico. Aunque el nimero de individuos en este estudio es pequefio la generacion de estos intervalos
brinda la posibilidad de monitorear los procesos metabdlicos de esta especie durante los procesos de salud y
enfermedad (Takami y Une, 2017a) ademéas de proveer herramientas para probablemente establecer diagndsticos

tempranos de enfermedad y sus posibles tratamientos.

Uno de los procesos fisioldgicos que han tratado de describir los investigadores desde hace mas de tres décadas se
enfoca en la diversa gama de colores que llegan a manifestar los Ambystoma mexicanum en su tegumento, la mayoria
de los individuos en vida libre poseen coloraciones corporales que van de café oscuro a negro en el dorso, sin embargo
pueden presentar coloraciones grises, cafés, verde pardo, anaranjado, blanco con 0jos negros, albino dorado, albino
blanco o casi negro, incluso ser jaspeados (Arreola R. 2011). Las primeras investigaciones sobre las diversas
coloraciones de la piel en ajolotes fueron basadas en la descripcion de células especializadas pigmentarias en peces

y otros anfibios donde se caracterizaron tres tipos diferentes de células provenientes embriolégicamente de la cresta




neural: los melanéforos que generan el pigmento melanico negro, los xantéforos encargados de contener pigmento
amarillo y los iridéforos los cuales generan un pigmento purico brillante (Bagnara y Hadley, 1973; Bagnara, Frost y
Matsumoto,1978). Los pigmentos de los ajolotes contenidos en estas células fueron analizados mediante
cromatrogramas observando que los colores amarillentos contenidos dentro de los xantoforos de ajolotes albinos
adultos corresponden a riboflavina la cual no pueden ser sintetizada por los animales ya que tienen componentes
quimicos sélo presentes en el reino vegetal y debido a esto se piensa que este pigmento es adquirido mediante su
consumo y posteriormente es retenido en las estructuras propias de estas células (Bukowski, Erickson y Lyerla, 1990)
ademas de esto existe también un componente genético donde se identifican al menos cuatro genes que influyen en
la pigmentacién del ajolote pero al parecer la variedad de patrones cromaticos en su piel se debe a la combinacion de
factores como la mezcla de fenotipos de genes dominantes con fenotipos de genes recesivos ademas de los pigmentos
adquiridos mediante el alimento y los trastornos bioquimicos generados dentro las células pigmentarias especializadas

al realizar los cruzamientos con los diferentes fenotipos (Frost, Briggs y Malacisnsky, 1984).

En cuanto a los procesos reproductivos estos han sido descritos con poco éxito debido a los diversos factores que
interaccionan como los idiosincraticos o las condiciones estacionales de luz y temperatura, sin embargo se ha descrito
una mayor actividad reproductiva en primavera cuando la temperatura del agua se mantiene entre 18 y 20°C, aunado
a esto se ha observado que tanto ovarios como testiculos presentan un desarrollo de gametos similar a lo observado
en otras especies de anfibios e incluso de mamiferos, existiendo estudios que registran una duracién del proceso de

espermatogénesis entre 86 a 148 dias (Aguilar et al., 2009; Miltiner y Armstrong, 1983).




2.2. Avances en procesos inmunoldgicos del Ambystoma mexicanum

Multiples son los estudios que describen elementos o procesos inmunoldgicos en ajolotes saludables, existen
investigaciones notables que han establecido proteinas de superficie que hacen posible la diferenciaciéon contundente
de poblaciones de linfocitos B y T (Tournefier, Guillet, Ardavin, y Charlemagne, 1987; Kerfourn, Guillet, Charlemange
y Tournefier, 1992) los cuales en estudios sobre ontogenia celular han demostrado que se desarrollan simultdneamente
durante la organogénesis del ajolote (Fellah, Vaulot, Tournefier y Charlemange, 1989) aunque su proliferacion esta
estimulada mediante mitégenos diferentes y factores de crecimiento transformantes Beta (Koniski y Cohen, 1998);
ademas de estos estudios en la actualidad se sabe que sus linfocitos presentan complejo mayor de histocompatibilidad
tipo 1 (MHC-1) (Sammut, Laurens y Tournefier, 1997) y pueden ser activados mediante Lipopolisacaridos de E.coli y
enterotoxinas complejas conocidas como superantigenos. Las estimulaciones antigénicas en poblaciones de linfocitos
B y T han demostrado la generacion de anticuerpos distintos que fueron categorizados como anticuerpos tipo IgM e
IgY (Salvadori y Tournefier, 1996), estos Ultimos son considerados anticuerpos de bajo peso molecular que no
mostraron una heterogeneidad restrictiva al ser evaluados mediante puntos isoeléctricos (Warr, Ruben y Benjamin,
1982) y esto probablemente explique porque los anfibios urodelos establecen una respuesta humoral tardia posterior

a la estimulacién antigénica (Ching y Wedgwood, 1967).

2.3. Avances en la descripcion histologica del Ambystoma mexicanum

Aunque desde hace muchos afios se han realizado estudios sobre la regeneracion de los tejidos del ajolote, existe
escasa informacion acerca de la histologia normal que sea base para determinar alteraciones morfologicas. En la
actualidad sdlo un estudio se ha encargado de la descripcion sobre algunos tejidos del ajolote comparando los cambios
que sufren entre su etapa paedomorfica y su etapa de salamandra en el cual de los principales hallazgos descritos
fueron la presencia de dos capas tegumentarias Epidermis y Dermis como en las demés especies sin embargo las
descripciones epidérmicas mostraron que esta capa tegumentaria en paedomorfos se encuentra formada por epitelio
pseudoestratificado con glandulas de secrecién mucoide que se generan por la invaginacién del epitelio hacia la
dermis, ademas de poseer multiples células de Leydig descritas previamente con funciones de secrecion holocrina de
mucopolisacéridos para brindar proteccion contra los microorganismos, la funcién de las células de Leydig aunada a
las glandulas mucoides proveen al ajolote de humectacion a la piel, evitando la evaporacién, promoviendo el
intercambio de oxigeno a través de la piel y manteniendo la hemostasia. Las células de Leydig se distribuyen de
manera abundante en la cabeza, region interocular y flancos, siendo escasas en la cola (Mohinder S. 1989; Gerling,
D'Haese y Greven, 2012). Sobre la membrana basal de la epidermis ademés se encuentran las distintas células

pigmentarias asociadas a fenotipo principalmente los melanéforos (Bagnara y Hadley, 1973; Bagnara, Frost y




Matsumoto,1978) cuando los ajolotes son transformados a salamandras la epidermis sufre cambios y pasa de un
epitelio pseudoestratificado a un epitelio estratificado queratinizado escamoso donde desaparecen las células de
Leydig, apareciendo los estratos espinoso, granuloso y corneo ademas de abundantes glandulas mucosas. En cuanto
a la regién de la dermis esta capa se encuentra constituida por tejido conectivo laxo irregular, fibras de colageno y
escasos fibroblastos, estos componentes se encuentran separados por abundante trasudado intersticial que se pierde
durante metamorfosis haciendo parecer estos elementos més abundantes y estrechos. En la cola presentan las
mismas capas tegumentarias y muestran abundantes fasciculos musculares con perimisio circundante y de manera

central a los fasciculos se encuentra la notocorda y el cartilago (Demircan et al., 2016).

En cuanto a los 6rganos linfoides el bazo como se ha mencionado con anterioridad posee una basta actividad
hematopoyética en los individuos adultos e histolégicamente presentan zonas de pulpa roja y pulpa blanca las cuales
estan poco delimitadas, en el caso de la pulpa blanca consta principalmente de abundantes linfocitos circundantes a

vasos sanguineos (Demircan et al., 2016).

A nivel de sistema digestivo la lengua presenta epitelio escamoso que recubre tejido conectivo laxo con vasculatura
abundante, de manera mas profunda presenta fibras de musculo estriado y areas multifocales de cartilago hialino. El
estémago e intestinos presentan las mismas capas histolégicas que el resto de las especies. El estomago a nivel de
mucosa presenta numerosas células epiteliales columnares con glandulas de secrecién serosa principalmente
conformada por células parietales y células principales que se encargan de la liberacién de enzimas proteoliticas y
pepsindgeo ademas de glandulas mucoides y en la region de la submucosa se describe tejido conectivo con liquido
trasudado que le confiere un aspecto laxo e intensa vascularizacion y ldminas circulares de muasculo liso (Demircan et
al., 2016).

A nivel intestinal la mucosa se conforma por multiples laminas de células epiteliales entremezcladas con células
caliciformes rodeadas de una delgada capa de tejido conectivo y musculo. La mucosa ademas muestra pliegues con
discretas proyecciones epiteliales para la formacién de crestas y criptas, las cuales se vuelven mas pronunciadas y
claras durante la metamorfosis estimulada por la hormona Triyodotironina (T3) lo cual también genera una disminucion

de la longitud total del tracto digestivo en salamandras (Demircan et al., 2016).

Durante las observaciones histologicas correspondientes a higado se registré una estructura poliédrica a redonda de
los hepatocitos con citoplasmas tefiidos de manera discreta, irregular y en ocasiones sin tefiir, probablemente asociado
a la presencia de glucdgeno y/o lipidos en su interior, el nlcleo de estos hepatocitos se describe como redondos,
centrales a ligeramente excéntricos; los sinusoides son pequefios y ademas no se observa una clara delimitacién de
los acinos hepaticos sin embargo las venas centrales al tefiirse con tricromico de Masson se observan recubiertas por
fibras elasticas. De manera aleatoria se observa la presencia de melanéforos aislados los cuales son menos

abundantes en ajolotes que en salamandras y en la region perihepatica se encuentra una capa de abundantes linfocitos




y granulocitos debido a su gran actividad hematopoyética (Demircan et al., 2016). En cuanto a la vesicula biliar, en la
mucosa se describieron pliegues de epitelio simple clbico a simple cilindrico, sin desarrollarse una capa muscular bajo
el epitelio; al estimular la metamorfosis ademas de desarrollar esta capa muscular también se identifica abundante
tejido conectivo y se acentuan los pliegues epiteliales, debido a estas caracteristicas en el desarrollo de la vesicula
biliar es posible que en individuos paedomorfos este tejido no posea una actividad secretora relevante (Demircan et
al., 2016).

En lo correspondiente a sistema cardio-respiratorio el corazén se encuentra conformado por cardiomiocitos de nicleo
central arreglados aleatoriamente y posterior al proceso de metamorfosis el endomisio es mas evidente alrededor de
la fibra muscular. Los pulmones de los animales neoténicos presentan un espacio aéreo central que se divide en
pequefos sacos mediante pliegues alveolares recubiertos por una delgada capa epitelial conformada por neumocitos
ubicados lateralmente a los vasos sanguineos, de manera aledafia se encuentra musculo liso recubierto por células
ciliadas y células de globet las cuales no participan directamente en la respiracion. La conformacién de los pulmones
se modifica en individuos metamdrficos donde aumenta el espacio alveolar y disminuye el tejido conectivo y las células
de globet (Demircan et al., 2016). Una parte importante del sistema respiratorio de los ajolotes son las branquias las
cuales histolégicamente estan conformadas por una delgada capa de epitelio estratificado con células irregulares en
forma y tamario las cuales recubren areas de tejido conectivo con abundantes vasos sanguineos y una capa de

melandforos circundante (Hickman, Roberts y Larsons, 2006; Trullas, Wyk y Spotila, 2007).

A nivel sistema nervioso central esta descripcidn menciona pocos cambios en el cerebro como el hecho de estar
estructurado por una a tres ldminas de neuronas esféricas uniformes donde se encuentran células granulares, mitrales
y glomerulares no observandose cambios entre los individuos neoténicos y las salamandras. Otros tejidos evaluados
en este trabajo fueron en el sistema musculo esquelético donde no se encontraron caracteristicas histoldgicas distintas
a las descritas en otras especies solamente se remarca que en muchos de los tejidos los ajolotes presentan de

moderado a abundante liquido intersticial el cual disminuye durante el proceso de metamorfosis (Demircan et al., 2016).

El sistema genito-urinario del Ambystoma mexicanum es un sistema parcialmente descrito ya que existen estudios
sobre testiculos sanos o con malformaciones y ovarios estimulados hormonalmente o con patologias donde se han
observado las fases celulares normales correspondientes a testiculo como: zygotene, paquitene, diplotene, primer
metafase, espermatocito secundario, espermatida, esperma y como en otros urodelos el espermatéforo. En el caso de
ovario las fases observadas son similares a la de anuros principalmente oogonia y ovocitos (Miltner y Armstrong, 1983)
sin embargo actualmente al parecer se carece de descripciones histologicas de oviductos y conductos seminiferos.
Con respecto a otros sistemas no existen ademas descripciones de 6rganos como 0jo y rifién los cuales son
fundamentales para evitar extrapolaciones con otras especies y comprender mejor sus procesos fisioldgicos v

patolégicos.




2.4. Avances en la descripcion de procesos patologicos y enfermedades del Ambystoma mexicanum

En la actualidad existen multiples investigaciones que intentan describir los procesos de regeneracion corporal del
ajolote de Xochimilco sin embargo gran parte de éstas son obtenidas mediante procesos in vitro como cultivos celulares
o aplicando procedimientos de eutanasia (McCusker y Gardiner, 2011) Si bien gracias a estos estudios hoy en dia se
comprenden muchas interacciones para este proceso, también como consecuencia son escasas las investigaciones
que permitan explicar los procesos de reparacidn y regeneracion corporal asi como las patogenias que este anfibio
pueda desarrollar en condiciones normales. Algunas de estas investigaciones mencionan que el reclutamiento de
macrofagos en lesiones generadas en sistema nervioso central es diferente a cuando las lesiones son generadas en
sistema nervioso periférico. La regeneracién axonal en ambos casos comienza al segundo dia posterior a la lesién,
pero el reclutamiento de los macréfagos en el cordon espinal se restringe solo al sitio de lesidn, mientras que en
sistema nervioso periférico los macréfagos son reclutados rapidamente a la parte distal del nervio después del sitio de

lesion (Zammit, Clarke, Golding, Goodbrand y Tonge, 1993).

A nivel de piel se ha descrito que la reparacion en esta especie de anfibio no genera cicatrices y que este tipo de
reparacion se asociada con eventos como la disminucién del proceso de hemostasia, un bajo reclutamiento de
neutrofilos a la zona de lesion, ademas de un retraso en la generacion de matrices extracelulares (Seifert, Monaghan,
Voss y Maden, 2012) aunado a esto se sabe que las células del blastema precursoras de los fibroblastos poseen
caracteristicas de células mesenquimales que pueden derivarse a la formacion de musculo, tendones, ligamentos,
tejido conectivo e incluso cartilago (Kragl, et al., 2009; Muneoka, Fox y Bryant, 1986) sin embargo para que la
regeneracion de un miembro funcional suceda se requiere de la presencia de fragmentos de los elementos histoldgicos

patrén junto con la memoria genética adecuada en las células del blastema (McCusker y Gardiner, 2011).

En los anfibios como en la mayoria de las especies se han identificado diversas enfermedades infecciosas de origen
viral, bacteriano, parasitario y micético (Latney y Klaphake, 2013), algunos de estos microorganismos debido a su
patogenicidad han puesto en riesgo poblaciones enteras de anfibios a nivel mundial generando una disminucién en su
diversidad (Carey, Cohen Nicholas y Rollins-Smith, 1999). Con respecto al Ambystoma mexicanum, los agentes
microbianos asociados a enfermedad son poco conocidos y en algunos casos incluso no se han asociado a lesiones.
En cuanto a los principales agentes virales causantes de enfermedad en anfibios son los Herpesvirus e Iridovirus como
el Ranavirus del Ambystoma tigrinum el cual ha generado altas mortalidades en este anfibio y de manera contradictoria
al ser inoculado en el Ambystoma mexicanum éste no ha generado lesiones que pongan en riesgo su salud (Latney y
Klaphake, 2013). En el caso de las infecciones bacterianas estas generalmente se desarrollan debido a lesiones
cutaneas colonizadas por microorganismos que normalmente se encuentran en al agua o en su medio ambiente
generando enfermedades como “pierna roja” padecimiento que se ha descrito en el ajolote de Xochimilco y genera

eritema, ulceraciones, edematizacion de miembros, inmunosupresién y septicemia de los individuos; en esta




enfermedad se ha identificado un complejo bacteriano compuesto por Aeromonas hydrophila, Citrobacter sp.,
Flavobacterium sp., Proteus sp., y Pseudomonas sp. A nivel cutdneo en otros anfibios también se han identificado
infecciones por bacterias como Mycobacterium sp. y Chlamydia sp. sin embargo no han sido descritas en el axolotl.
Otros comunicados microbianos a nivel de sistema cardio-respiratorio en el A. mexicanum mencionan el aislamiento
de Citrobacter sp. a partir de pulmén y Serratia marcescens a partir de corazon (Del-Pozo, Girling, Pizzi, Mancinelli y
Else, 2011; Takami y Une, 2018).

Aligual que en ofras especies las infecciones micoticas en anfibios son asociadas a lesiones cutaneas y procesos de
inmunosupresion; hongos como Basidiobolus ranarum, Batrachochyritium dendrobatidis, Mucor amphibiorum,
Saprolegnia sp. y diversas Chromomicosis han sido aisladas de diferentes anfibios, sin embargo en el ajolote solo
estan descritos los aislamientos de Saprolegnia sp. a partir de lesiones cutaneas y la deteccion de ADN y estructuras
de Batrachochyritium dendrobatidis a partir de piel sin lesiones (Frias-Alvarez, Vredenburg, Familiar-Lépez y Longcore,
2008; Galindo, Brousset, Cheng, Vredenburg y Parra-Olea, 2014).

Otro de los microorganismos asociados a los anfibios son los parasitos internos y externos, aunque es un grupo diverso
en la mayoria de los anfibios no se ha comprobado su potencial patégeno en el caso de los ajolotes sdlo existen
descripciones de infestaciones en piel y branquias de parasitos como Trichodina sp., Piscinoodinium sp. Tetrahymena
sp. y Copepodos los cuales generan irritacion y ulceraciones cutaneas (Reavill, 2001) sin conocerse endoparésitos
causantes de enfermedad siendo esta un area de oportunidad importante para describir las interacciones agente-

hospedero invaluables para la proteccion de estos anfibios.

En cuanto a procesos anatomopatolégicos, en animales los trastornos de crecimiento celular son padecimientos
relevantes siendo las neoplasias un grupo importante también descrito en anfibios. De manera particular en el A.
mexicanum se han descrito carcinomas, linfomas, mastocitomas, melanomas, neuroepiteliomas, papilomas,
seminomas, teratomas y neoplasias ovéricas no clasificadas (Komaya, Asashima y Meyer, 1989; Harshbarger, et al.,
1999; Reavill, 2001; Stacy y Parker, 2004; Bjoren, et al., 2010; Shioda, Uchida y Nakayama, 2011). Con respecto a
padecimientos de origenes multiples las erosiones cutaneas e intoxicaciones debidas a cloro, yodo, amonio y baja
calidad del agua han sido documentadas en diversos anfibios sin embargo en A. mexicanum la descripcidn de lesiones
anatomicas macroscdpicas y microscopicas de padecimientos no neoplasicos al parecer son limitadas y entre ellas se
encuentra un estudio enfocado en anormalidades del sistema reproductor (Brunst, 1971) otro sobre vasculatura atipica
en branquias (Yoshida y Mekada, 2019) una descripcion de miocarditis necrotizante causada por Serratia marcescens
(Del-Pozo et al., 2011) tres casos de problemas de flotacion generadas por lesiones pulmonares de diferentes
etiologias (Takami y Une, 2018) y una tesis sobre varias lesiones histopatologicas en ajolotes provenientes de un
laboratorio donde describen dermatitis, branquitis, neumonias, gastritis y enteritis, lesiones hepaticas y posibles

glomerulonefritis sin ser correlacionarlas con agentes microbianos observados (Maya, 2002).




En cuanto a la frecuencia de enfermedades en ajolotes existe un registro clinico retrospectivo de 97 mascotas
(Ambystoma mexicanum) donde determinaron que el padecimiento mas comun fue el hidrocelum, seguido
proporcionalmente de infecciones cutaneas, transtornos gastrointestinales no infecciosos, enfermedades urogenitales
mecanicas e infecciosas, padecimientos neurolégicos neoplasicos e indeterminados, enfermedades oculares por
lesiones y lipidosis corneal, ademas de problemas en sistema misculo esquelético como necrosis caudales en la

menor frecuencia de presentacion (Takami y Une, 2017 b).

Aunque es invaluable la informacion generada alrededor del Ajolote de Xochimilco (A. mexicanum) las poblaciones
més abundantes se encuentran en condiciones de experimentacién o como animales de compaiiia y la informacion
sobre sus procesos fisiopatoldgicos al parecer se encuentra mayormente direccionada a la salud humana rezagando
el conocimiento sobre la descripciéon de procesos en salud y enfermedad de estos anfibios. Actualmente es
imprescindible dirigir esfuerzos para la preservacién de su habitat y la generacion de informacién sobre las patologias
e incidencias sobre causas de muerte en el Ambystoma mexicanum en condiciones cercanas a la vida silvestre con la
finalidad de obtener diagnosticos oportunos y describir patogenias que ayuden a establecer estrategias claras y
particulares en los programas de medicina preventiva y conservacion de este anfibio de importancia mundial para la

biodiversidad y la salud humana.

3. OBJETIVO GENERAL

El presente estudio se dirigio hacia la generacion de conocimientos sobre la causalidad de muerte y de lesiones
morfolégicas en Ajolotes de Xochimilco (Ambystoma mexicanum) albergados en la coleccién del Centro de
Investigaciones Bioldgicas y Acuicolas de Cuemanco (CIBAC).

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar las causas de muerte en Ambystoma mexicanum.
2) Caracterizar lesiones macroscépicas y microscdpicas postmortem.

3) Identificar los principales microorganismos involucrados en las patogenias asociadas con la mortalidad del
Ambystoma mexicanum.

4) Describir la resistencia antibidtica de los microorganismos aislados en contra de diferentes grupos de
antibioticos.




4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Muestras
En este estudio fueron utilizados 50 cadaveres de Ambystoma mexicanum, de los cuales 21 individuos fueron machos,

27 hembras y 2 indeterminados, siendo 7 ejemplares crias, 11 juveniles y 32 adultos. Los cadaveres fueron colectados
en el Centro de Investigaciones Biologicas y Acuicolas de Cuemanco (CIBAC), situado en la Ciudad de México,
Alcaldia Xochimilco, México y fueron remitidos al Laboratorio de Histopatologia Veterinaria de la Universidad Auténoma
Metropolitana Unidad Xochimilco de manera inmediata posterior al aviso de la baja del individuo por los responsables

de su cuidado.

4.2. Necropsias
Alallegada de los ejemplares al Laboratorio de Histopatologia Veterinaria los cadaveres fueron sometidos al protocolo

de necropsias correspondiente modificado a partir de Jacobson, 2007 y Schunemann, 2002, realizando ademas el
registro de lesiones macroscépicas y la fotodocumentacion de las lesiones, ademas en caso de existir hallazgos
sugerentes a procesos infecciosos las muestras microbiolégicas fueron colectadas previo a la manipulacion de los
drganos y tejidos.
4.3. Procesamiento de tejidos

Posterior al procedimiento de necropsias los ejemplares fueron fijados en formol al 10% bufferado segun Cortés, 2009,
durante 72 h., después de este tiempo se realizé el corte semifino de tejidos que fueron puestos en cassettes plasticos
y colocados en el procesador de tejidos LEICA® TP1020, Alemania para su procesamiento mediante la técnica
modificada de Prophet, 1994.

Una vez procesado el tejido se realizaron cuatro laminillas de cada 6rgano y tejido, las cuales fueron cortadas a 4 mm
de grosor, dos fueron tefiidas con Hematoxilina y Eosina (H.E.) mediante la técnica de Prophet, 1994 modificada y dos
laminillas fueron almacenadas en blanco para realizar tinciones especiales de ser necesario. Las dos laminillas
procesadas Y tefiidas con H.E. fueron evaluadas en un microscopio Olympus® CX-31, Filipinas, posteriormente
digitalizadas mediante el escaner PANNORAMIC® Flash Desk DX, Hungria y fotodocumentadas mediante el software
SlideViewer 2.6®




4.4. Microbiologia

4.4.1. Aislamiento e identificacion
Las muestras biolégicas como liquidos cavitarios y/u 6rganos con hallazgos sugerentes a procesos infecciosos fueron

colectadas en esterilidad y colocadas en 10 ml de medio infusion cerebro corazén BD Bioxon®, Francia el cual fue
incubado durante 24 h. a 37°C, para posteriormente revisar la presencia de turbidez que seria un indicador de
crecimiento bacteriano, de existir turbidez, 30 ml del medio fueron inoculados en agar sangre Merck®, Alemania y agar
Mc. Conkey BD Bioxon®, México durante 24 h. a 37°C para después separar colonias realizando un segundo pase a
agar sangre y Mc. Conkey con el mismo protocolo. Una vez aisladas las colonias bacterianas se tomé una colonia para
realizar la tincion de Gram Hycel®, México, en caso de ser bacterias Gram negativas se utiliz otra colonia para realizar
las pruebas bioquimicas de oxidasa Bactident® Oxidasa, Merck, Alemania; triple azucar hierro (TSI) BD Bioxon®,
México; sulfuro, indol, motilidad (SIM) BD Bioxon®, México; citrato de sodio BD Bioxon®, México y urea BD Bioxon®,

México; con la finalidad de identificar la bacteria mediante sus caracteristicas metabolicas.

4.4.2. Susceptibilidad antimicrobiana
Una vez identificadas y aisladas las bacterias fueron sembradas en agar Miiller-Hinton BD Bioxon®, México; de

acuerdo al protocolo descrito por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio por sus siglas en inglés (CLSI),
2018 donde ademas se colocd un multidisco para susceptibilidad antimicrobiana Combi Disc Multidiscos para Gram
Negativos (GN1), ACCUTRACK®, India; que contenia acido nalidixico 30 mg, amikacina 30 mg, azetreonam 30 mg,
ceftazidima 30 mg, cefdinir 5 mg, cefixima 5 mg, cefotaxima 30 mg, ceftriaxona 30 mg, cefuroxima 30 mg, ciprofloxacina
5 mg, gentamicina 10 mg, nitrofurantoina 300 mg, norfloxacina 10 mg y ofloxacina 5 mg, el cual fue incubado durante
24 h. a 37 °C y posterior a este tiempo realizar la medicion del halo de inhibicion el cual fue clasificado en sensible,

intermedio o resistente de acuerdo a Picazo, 2000 y CLSI, 2018.




5. RESULTADOS

Durante esta investigacién se colectaron 50 cadaveres de Ambystoma mexicanum; 27 hembras (1 cria, 5 juveniles y
21 adultas), que representan al 54%, 21 machos (5 crias, 6 juveniles y 10 adultos) que correspondieron al 42% y 2
crias de sexo indeterminado que representaron el 4% (grafica 1), con respecto a las edades identificadas en los
ejemplares del presente muestreo éstas fueron: 8 crias, 11 juveniles y 31 adultos (grafica 2). La causa de muerte
determinada durante la necropsia para estos ejemplares correspondié a 45 procesos de septicemia que representan

el 90%, 3 casos de parasitosis que representan el 6% y 2 procesos de inanicién que representan el 4% (gréfica 3).
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Gréfica 1. Porcentaje de cadaveres clasificados por sexo.
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Grafica 2. Porcentaje de ejemplares para necropsia clasificados por edad n=50.
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Grafica 3. Porcentaje de causas de muerte determinadas a la necropsia.

Las principales lesiones macroscépicas y microscdpicas observadas durante las necropsias se describen a

continuacion:




5.1. SISTEMA CARDIORESPIRATORIO

5.1.1. CORAZON

5.1.1.1. Endocarditis granulomatosa

Sélo se presentd una lesién cardiaca en una hembra adulta que representé el 2% de los casos. Macroscopicamente
se observaron las auriculas blanquecinas con una importante dilatacién, ademés de un grave engrosamiento de la
pared, el resto del corazén no presento alteraciones (figura 1). Microscopicamente la region de la valvula auriculo-
ventricular presentaba un abundante infiltrado de células mononucleares (macréfagos) y escasos linfocitos (figuras
2,3y4).

Figura 1. Corazdn con distencién y engrosamiento de auriculas que corresponde a endocarditis granulomatosa (flecha).




Figura 2. Imagen histopatoldgica de endocarditis granulomatosa. Corte sagital de corazon donde se observa pared ventricular

y una zona de valvula auriculo-ventricular con abundante infiltrado de macrofagos (flecha). H.E. 24X.

Figura 3. Detalle de la imagen anterior. Se observa valvula auriculo-ventricular con abundante infiltrado de macréfagos (flecha).
H.E. 107X.




Figura 4. Detalle del infiltrado inflamatorio de con predominio de macréfagos y escasos linfocitos en una endocarditis
granulomatosa. (asterisco) H.E. 414X.

51.2. PULMON

5.1.2.1. Congestion pulmonar

Con respecto a este trastorno circulatorio, de los individuos inspeccionados (n=50) 7 ejemplares 14% presentaron
congestion pulmonar (4 Hembras adultas y 3 machos juveniles). Macroscdpicamente los pulmones mostraban
coloraciones que iban desde salmén con distribucion generalizada hasta areas multifocales coalescentes rojas, una
caracteristica a considerar es que al corte ningun pulmén presenté salida abundante de sangre (figura 5).
Microscdpicamente se observaron vasos sanguineos llenos de eritrocitos, ademas de pequefias hemorragias en la

region intersticial y en los sacos respiratorios (figura 6).




Figura 5. Pulmén con areas rojizas multifocales coalescentes, se observa una mayor afectacion en la parte distal que se

corresponde a congestion (flecha).
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Figura 6. Imagen histopatoldgica de una congestion pulmonar. Vasos sanguineos con abundantes eritrocitos (flecha) y sacos

respiratorios distendidos con paredes adelgazadas. H.E. 100X.




5.1.2.2. Flebectasia

La flebectasia se presentd en 3 individuos (1 hembra adulta y 2 machos uno juvenil y uno adulto) correspondientes
al 6%. Debido a que los pulmones de los ajolotes son pequefios esta lesion no fue identificada durante la
observacidn macroscépica. Microscépicamente se observaron vasos sanguineos con moderado a grave incremento

luminal y distencion de la pared vascular, generalmente acompafiada de abundantes eritrocitos en su luz (figura 7).
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Figura 7. Imagen histopatoldgica de flebectasia pulmonar. Se observa la presencia de incremento luminal, distencion de la
pared vascular y eritrocitos en su lumen (flecha). H.E. 50X.




5.1.2.3. Hiperinsuflacion

La presencia de hiperinsuflacion se observé en 17 individuos; que corresponde al 34% de los ejemplares; 10
hembras (1 cria, 3 juveniles y 6 adultas) y 7 machos (1 cria, 2 juveniles y 4 adultos). Macroscépicamente los
pulmones presentaron coloraciones que iban de blanquecinas a rojizas generalizadas con moderada a severa
distension del parénquima la cual podria observarse de manera segmental o difusa ocasionada por abundante aire
contenido en su lumen, lo que generaba multiples burbujas delimitadas por tejido correspondiente a septos
respiratorios y gran crepitacion al tacto (figura 8). Microscopicamente se observé una severa distencién del saco
respiratorio principal, dejando a la periferia sacos respiratorios de menor calibre integros, musculatura lisa y vasos

sanguineos (figura 9).

Figura 8. Pulmon con vasculatura prominente y severa distensién por aire donde se observan mdiltiples burbujas delimitadas

por septos (flecha) que se corresponde con hiperinsuflacion.
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Figura 9. Imagen histopatol6gica de hiperinsuflacion. En el corte del lado derecho se observa un pulmén con severa distension

del saco alveolar principal (asterisco), sacos respiratorios menores, epitelio y vasos sanguineos en la periferia. H.E. 30X.

5.1.2.4. Neumonia necrética
Esta entidad patoldgica se presentd en 10 ejemplares; 7 hembras (1 cria, 1 juvenil y 5 adultas) y 3 machos (1 cria

y 2 adultos) los cuales representaron el 20%. Macroscdpicamente no se identificd un patron de lesién caracteristico
que sirviera para ser correlacionado con los hallazgos microscépicos en los que se observaron abundantes células
epiteliales desprendidas con bordes citoplasmaticos poco definidos. Algunas de estas células presentaron severa
picnosis y citoplasmas altamente acidofilicos, otras mostraron cariorrexis y algunas otras cariolisis, ademéas de
observarse moderada cantidad de restos celulares y en algunos casos un infiltrado de células mononucleares en
intersticio (figuras 10y 11).
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Figura 10. Imagen histopatologica de una neumonia necrética. Se observa un pulmén con necrosis del epitelio del saco alveolar

principal y abundante infiltrado mononuclear en intersticio (flecha). H.E. 50X.

.

Figura 11. Detalle de la figura anterior se observan células epiteliales desprendidas con bordes citoplasméticos poco definidos.
Algunas células presentan severa picnosis (flecha) y citoplasmas altamente acidofilicos (punta de flecha), otras muestran

cariorrexis (flecha delgada) y algunas otras nucleos carioliticos, ademas de observarse moderados restos celulares. H.E. 344X.




5.1.2.5. Neumonia purulenta

Se presentaron 2 casos de neumonias purulentas provenientes de 2 machos adultos que correspondieron al 4%.
Macroscopicamente estas lesiones se observaron como pulmones rojizos, brillantes, ligeramente mas firmes al
tacto y colapsados de manera generalizada, sin crepitacion al ejercer presion y sin presentar salida de material o
exudado al corte (figura 12). Microscopicamente se observaron los sacos respiratorios con abundante infiltrado de
células polimorfonucleares principalmente neutrofilos degenerados entremezclados con macréfagos y detritus
celulares. Al realizar la tincion de Sandiford ademas pudieron observarse en el citoplasma de las células
inflamatorias bacterias cocobacilares Gram negativas que en aislamiento e identificacion bioquimica de ambos

casos se clasificaron como Aeromonas spp. y Salmonella arizonae (figuras 13, 14, 15).

Figura 12. Pulmén rojizo y colapsado de manera generalizada que se corresponde a una neumonia purulenta.
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Figura 13. Imagen histopatolégica de una neumonia purulenta. Se observa el lumen del saco alveolar con abundante infiltrado

de polimorfonucleares principalmente neutréfilos y detritus celulares (asterisco). H.E. 100X.

VA

20pm
»

Figura 14. Detalle histoldgico de la figura anterior donde se observa la luz de un saco alveolar infiltrada por abundantes
polimorfonucleares principalmente neutréfilos degenerados (flecha), asi como escasos macréfagos entremezclados con restos

celulares (asterisco). H.E. 747X.
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Figura 15. Detalle histolégico donde se observan macréfagos con cocobacilos Gram negativos intracitoplasmaticos

correspondientes a Aeromonas spp. y Salmonella arizonae (flecha). Sandiford. 1000X.

5.1.2.6. Neumonias granulomatosas

Las neumonias granulomatosas se presentaron en 10 individuos, 7 machos (2 juveniles y 5 adultos) que
representaron el 14% y en 3 machos crias que presentaron una neumonia granulomatosa con presencia de
moderada cantidad de eosindfilos que representé el 6%. Macroscépicamente no se identificd un patron especifico
que se correspondiera a los hallazgos microscopicos que se manifestaron con un abundante infiltrado mononuclear
principalmente macréfagos a nivel intersticial y que llegaba a involucrar incluso los vasos sanguineos (figuras 16y
17). Con respecto a los individuos crias esta entidad patoldgica ademas de los macréfagos también presentaba

una infiltracién de eosindfilos variable principalmente a nivel intersticial (figura 18).
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Figura 16. Imagen histopatolégica de neumonia granulomatosa. Se observa abundante infiltrado mononuclear (macréfagos)
en intersticio (flecha) y dentro de un vaso sanguineo (asterisco). H.E. 200X.
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Figura 17. Detalle de la imagen anterior donde pueden apreciarse las caracteristicas morfoldgicas del infiltrado de macréfagos
en intersticio y vaso sanguineo (flecha). H.E. 400X.




Figura 18. Imagen histopatologica de neumonia granulomatosa con eosindfilos. Se observa detalle histolégico con infiltrado de

macréfagos y eosindfilos a nivel intersticial (flecha). H.E. 400X

5.1.2.7. Neumonia granulomatosa con melanomacréfagos

Con respecto a las neumonias granulomatosas, estas se presentaron en 11 individuos (9 hembras adultas y 2
machos uno cria y un adulto) que correspondieron al 22% siendo estas las neumonias predominantes. Esta entidad
patolégica macroscopicamente se caracterizd por un punteado negruzco discreto que podia llegar hasta una
coloracion pulmonar negruzca generalizada (figura 19). Microscépicamente se observo un abundante infiltrado de
células mononucleares a nivel intersticial principalmente melanomacréfagos, estas células presentan coloraciones
que van de ocre hasta café oscuro dependiendo la variedad de color de los ajolotes (figura 20). Debido al color
propio de los melanomacréfagos y con la finalidad de determinar la participacidn de esta célula en la fagocitosis de
eritrocitos, ademas, se realizo la tincién de Perls para evidenciar hemosiderina, mostrando marcaje positivo en el
citoplasma de algunas células lo que confirma la presencia de este pigmento proveniente de la hemoglobina (figura
21).




Figura 19. Pulmén de coloracién negruzca generalizada debido a la severa infiltracion de melanomacréfagos que se

corresponde a la neumonia granulomatosa con melanomacréfagos.

Figura 20. Imagen histopatoldgica de una neumonia granulomatosa con melanomacréfagos. Se observa un fragmento de
pulmén con abundante infiltrado de células mononucleares a nivel intersticial, principalmente melanomacréfagos (flecha). H.E.
400X.




Figura 21. Imagen histopatoldgica de una neumonia granulomatosa con melanomacréfagos. Se observan melanomacréfagos

con reaccion positiva a hemosiderina que se manifiesta como una coloracién azul a nivel de citoplasma (flechas). Perls. 630X.
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Grafica 4. Representacion porcentual del tipo de lesiones pulmonares n=60. Existen lesiones asociadas entre si.




TOTAL DE LESIONES PULMONARES

Congestidén pulmonar 7
Flebectasia 3
Hiperinsuflacién 17
Neumonia necrotica 10
Neumonia purulenta 2
Neumonia granulomatosa 7
Neumonia granulomatosa con eosindfilos 3
Neumonia granulomatosa con MM 11
TOTAL 60

Tabla 1. Total de lesiones pulmonares n=60




5.2. SISTEMA DIGESTIVO

52.1. ESTOMAGO

5.2.1.1. Gastritis linfocitica

Las gastritis linfociticas se presentaron en 13 individuos que representan el 26% (n=50). Siete hembras (1 juvenil y 6
adultas) y 6 machos (2 juveniles y 4 adultos). Macroscdpicamente no se observaron lesiones caracteristicas
relacionadas con esta entidad patologica. Microscopicamente las mucosas gastricas presentaron de leve a grave
infiltrado inflamatorio linfocitico a lo largo de los repliegues estomacales, involucrando hasta lamina propia. Asociado
a esta lesion ademas se observé edema de leve a grave en la submucosa (figuras 22, 23 y 24). Es relevante mencionar
que 6 de los 13 individuos fueron positivos a nematodos en la evaluacion parasitologica intestinal.

Figura 22. Imagen histopatoldgica de gastritis linfocitica. Se observa abundante infiltrado de linfocitos en mucosa (asterisco) y
edema en submucosa (flecha). H.E. 39X.
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Figura 23. Detalle de la imagen anterior con gastritis linfocitica. Se observa infiltrado de linfocitos en lamina propia (flecha) y edema
en submucosa (asterisco). H.E. 99X.

Figura 24. Detalle de la imagen anterior con gastritis linfocitica y edema asociado. Se observa infiltrado de linfocitos en mucosa
(flecha) y edema en submucosa (asterisco). H.E. 255X.




5.2.2. INTESTINOS

5.2.2.1. Enteritis necrotica

Este tipo de enteritis se presentd en 8 ejemplares 4 hembras (1 juvenil y 3 adultas) y 4 machos (1 cria, 1 juvenil y 2
adultos) que representaron el 16%. Macroscopicamente no se presentaron lesiones caracteristicas que
correlacionaran con esta entidad patolégica. Microscopicamente las vellosidades intestinales presentaron destruccion
de células epiteliales las cuales presentaban nucleos picnéticos y citoplasmas aciddfilos, dejando expuesta la Idmina
propia (figuras 25y 26). Por otra parte 3 de los 8 ajolotes fueron positivos a la presencia de nematodos.
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Figura 25. Imagen histopatoldgica de enteritis necrética. Se observan células epiteliales destruidas dejando expuesta la ldmina
propia (flecha). H.E. 72X.




Figura 26. Detalle de la imagen anterior. Se observan células epiteliales desprendidas con nucleo picnético y

citoplasma aciddfilo (flecha), dejando expuesta la [dmina propia (punta de flecha). H.E. 227X.




5.2.2.2. Enteritis catarral mucosa

La enteritis catarral mucosa se presentd en 5 individuos (3 hembras adultas y 2 machos adultos) que representaron el
10%. Macroscopicamente estas lesiones se observaron como intestinos de coloracion amarillenta generalizada a nivel
de serosa, la cual se percibia ligeramente adelgazada y al corte emergia material amarillento viscoso (figura 27).
Microscopicamente los intestinos presentaron de leve a moderada cantidad de descamacién de células epiteliales y
cantidades variables de exudado mucoso en el lumen, el cual fue positivo a la tincién de azul alcian (figuras 28, 29,
30, 31). Cabe mencionar que 2 de estos ajolotes fueron positivos a nematodos en la revisién parasitologica.

Figura 27. Intestino con enteritis catarral mucosa (flecha).




Figura 28. Imagen histopatolégica de enteritis catarral mucosa. Se observa descamacion de células epiteliales (asterisco) y
exudado mucoso en su lumen (flecha). H.E. 47X.

Figura 29. Detalle de enteritis catarral mucosa. Se observa descamacion de células epiteliales (flecha) y exudado mucoso en su
lumen (asterisco). H.E. 228X.




Figura 30. Imagen histopatolégica de enteritis catarral mucosa. Se observa descamacion de células epiteliales y exudado mucoso
(tefiido de azul) en su lumen. Azul alcian. 47X.

Figura 31. Detalle de enteritis catarral mucosa. Detalle de intestino con descamacion de células epiteliales y exudado mucoso
(tefiido de azul) en su lumen. Azul alcian 92X




5.2.2.3. Enteritis con infiltrado de melanomacréfagos

Esta lesion se encontré en 9 individuos, 5 hembras adultas y 4 machos (1 cria, 1 juvenil y 2 adultos) que representaron
el 18%. Macroscopicamente esta entidad patologica se relaciond con una coloracion negra que podia localizarse a
nivel de serosa (figura 32), en el caso de los ajolotes albinos no se presentaron cambios macroscépicos relacionados
a este tipo de enteritis debido a que sus melandforos no poseen la tonalidad negra. Microscopicamente los intestinos
presentaron descamacion de células epiteliales y un infiltrado de melanomacréfagos con grénulos que iban de colores
ocre hasta negros dependiendo el color de los ajolotes a nivel de mucosa y submucosa (figura 33). Por otra parte es
relevante mencionar que 3 de los 9 ejemplares fueron positivos a nematodos.

Figura 32. Intestino de ajolote con pigmento negruzco a nivel de serosa relacionada con enteritis con melanomacréfagos.
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Figura 33. Detalle de enteritis catarral mucosa con melanomacréfagos. Se observa descamacion de células epiteliales (flecha),
melanomacréfagos predominantemente a nivel de submucosa (punta de flecha) y exudado mucoso en su lumen (asterisco). H.E.
157X.




5.2.2.4. Enteritis linfocitica

Esta entidad patologica se presentd en 13 ejemplares 6 hembras (2 juveniles y 4 adultas) y 7 machos (2 crias y 5
adultos) que representaron el 26%. Macroscopicamente en un caso se observd un enrojecimiento segmental de
aproximadamente 1.5 c¢cm de longitud en la serosa del intestino delgado a nivel de duodeno (figura 34).
Microscopicamente en todos los individuos se observo de leve a grave infiltrado inflamatorio de linfocitos a nivel de
vellosidades intestinales, lamina propia y submucosa (figuras 35 y 36), ademas, en 3 ejemplares a nivel histopatolégico
se observaron estructuras caracteristicas de nematodos en el lumen intestinal (figuras 37 y 38) y durante la evaluacion
parasitolégica del contenido intestinal 10 ejemplares fueron positivos a la presencia de nematodos (figura 39).

Figura 34. Segmento intestinal enrojecido a nivel de serosa relacionado con enteritis linfocitica (flecha).
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Figura 36. Detalle de la imagen anterior enteritis linfocitica. Se observa infiltrado de linfocitos en lamina propia y de submucosa
(flecha). H.E. 229X.




Figura 37. Imagen histopatoldgica de enteritis linfocitica asociada a nematodo. Se observa infiltrado de linfocitos en submucosa y
en vellosidades intestinales (flecha) con presencia de nematodo en la luz intestinal (punta de flecha). H.E. 64X.
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Figura 38. H.E. 138X. Detalle de la imagen anterior. Se observa infiltrado de linfocitos en I&mina propia y submucosa (flecha)
asociado a nematodo (punta de flecha).




Figura 39. Imagen de nematodo Faulcastra spp. o Chaubadgolvania spp. en intestino de ajolote (punta de flecha).
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Graéfica 5. Representacion porcentual del tipo de lesiones de estdmago e intestinos n=48.




TOTAL DE LESIONES DE TUBO DIGESTIVO

Gastritis linfocitica y edema asociado 13
Enteritis necrotica 8
Enteritis catarral mucosa 5
Enteritis linfocitica 13
Enteritis con infiltrado de melanomacréfagos 9
TOTAL 48

Tabla 2. Total de lesiones en tubo digestivo n=48




5.2.3. HIGADO

5.2.3.1. Degeneracion vacuolar

De todos los individuos evaluados (n=50) 6 ejemplares 12% presentaron degeneracion vacuolar. Dos machos jovenes
presentaron regular condicion corporal y nematodos intestinales. Los 4 individuos restantes correspondieron a machos
adultos con buena condicion corporal. Macroscopicamente los higados tenian color pardo claro de manera
generalizada, brillantes, con vasos evidentes superficiaimente y consistencia friable. A la incisién presentaban escasa
salida de sangre, manteniendo el parénquima las mismas caracteristicas descritas en la superficie (figura 40).
Microscdpicamente se observaron cordones de hepatocitos hinchados entre sinusoides de reducida luz y citoplasma
de coloracién levemente eosinofilica con discretas a moderadas vacuolizaciones (figura 41) En algunos casos ademés
se observé desorganizacion del parénquima e infiltracion de eosindfilos en los sinusoides (figura 42).

Figura 40. Higado de color pardo claro (flecha) que se corresponde a una degeneracién vacuolar generalizada.




Figura 41. Imagen histopatoldgica de una degeneracion vacuolar hepética. Hepatocitos hinchados con citoplasma de coloracion
levemente eosinofilica y discretas vacuclizaciones (flecha). H.E. 200X.

Figura 42. Imagen histopatolégica de degeneracion vacuolar hepatica acompafiada de inflamacion eosinofilica. Desorganizacién
del parénquima hepatico con hepatocitos hinchados y moderadas vacuolizaciones ademas de presencia de eosinéfilos en los
sinusoides (punta de flecha). H.E. 530X.




5.2.3.2. Telangiectasia
La telangiectasia se presentd en 6 individuos (12%); 3 machos y 3 hembras (1 juvenil y 2 adultos en cada sexo).

Macroscopicamente al corte, en el parénquima se observaban una o varias dilataciones de vasos sanguineos repletos
de sangre (figura 43). A nivel microscopico los higados presentaron dilataciones vasculares importantes sin
engrosamiento de la pared y en algunos casos areas del parénquima con abundantes melanomacrofagos (figura 44).
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Figura 43. Seccion de higado con telangiectasia, se observan tres grandes dilataciones vasculares repletas de sangre (flecha).
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Figura 44. Imagen histopatolégica de telangiectasia hepatica. Se observa la presencia de grandes dilataciones vasculares (flecha)
y abundantes colonias de melanomacréfagos infiltrando el parénquima hepatico. H.E. 20X.




5.2.3.3. Hepatitis necrotica aguda

Se determind la presencia de hepatitis necrética en 12 individuos 24% (n=50) (7 hembras y 5 machos).
Macroscopicamente los higados tenian noédulos focales de caracter simple o coalescente con un diametro de 3 mma
1 cm de color blanco-amarillento bien delimitadas y mayoritariamente firmes al tacto (figura 45). Microscopicamente se
observé una desorganizacién del parénquima con numerosos hepatocitos con limites citoplasmaticos imprecisos y
cariolisis, otros sin embargo presentaban un proceso de retraccién con incremento de la acidofilia citoplasmética e
intensa picnosis. En las areas de necrosis se observd un intenso infiltrado inflamatorio mixto ademas abundantes
eritrocitos (figuras 46 y 47).

Figura 45. Higado con presencia de nédulos de distinto tamafio relativamente bien delimitados (flecha) que se corresponde a una
hepatitis necrética aguda.
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Figura 46. Imagen histopatolégica de una hepatitis necrética. Extensa area de necrosis con pérdida de la estructura hepatica,
numerosos hepatocitos con nicleos picnéticos y caridlisis e intensa acidofilia citoplasmatica (puntas de flecha). La necrosis se
encuentra acompafiada de un intenso infiltrado inflamatorio mixto. H.E. 70X.

Figura 47. Detalle de la figura anterior donde se observa pérdida de la estructura del parénquima con hepatocitos necréticos
(punta de flecha) e infiltrado inflamatorio con presencia de neutrdfilos (flecha) y linfocitos (asterisco). H.E. 400X.




5.2.3.4. Hepatitis granulomatosas

Se determind la presencia de 4 hepatitis granulomatosas correspondientes al 8% (n=50) con patrones
focales/multifocales y difusos. La hepatitis granulomatosa focal se presenté en 2 ejemplares machos (cria y adulto). El
patrén de hepatitis granulomatosa difusa se encontré en 2 individuos un macho juvenil y una hembra adulta.
Macroscopicamente las hepatitis granulomatosas focales/multifocales presentan nodulaciones bien delimitadas de
tamafio variable que presentaban en la superficie un aspecto marméreo, eran firmes al tacto y al corte mostraron
material caseoso amarillento (figura 48) a nivel microscopico se caracterizé por la presencia de focos de 200-300
micrémetros de didmetro constituidos mayoritariamente por macréfagos y un nimero reducido de linfocitos. Las areas
circundantes a los focos presentaron sinusoides dilatados con abundantes eritrocitos (congestion) y linfocitos,
pudiendo ser evidentes en mayor 0 menor numero melanomacréfagos (figuras 49 y 50).

Figura 48. Amplia area de parénquima de color blanco amarillento compuesta por nddulos coalescentes de bordes bien definidos
(flecha) que se corresponden con una hepatitis granulomatosa multifocal.




Figura 49. Imagen histopatolégica de una hepatitis granulomatosa focal donde se observa un acumulo de macréfagos (punta de
flecha) y presencia de melanomacréfagos en areas circundantes. H.E. 200X.

Figura 50. Imagen histopatolégica de una hepatitis granulomatosa focal donde se observa un acumulo de macréfagos y necrosis
del parénquima. H.E. 400X.




En cuanto a las hepatitis granulomatosas difusas macroscdpicamente se observaron como areas blanco-grisaceas
coalescentes pobremente delimitadas que abarcaban la mayor parte del érgano de consistencia firme a ligeramente
friables (figura 51). Microscopicamente se observd una desorganizacion de la estructura histologica con algunos
hepatocitos con limites citoplasmaticos imprecisos, algunos con nucleos picnéticos y caridlisis, sobre esta poblacion
de hepatocitos con signos de necrosis destact un intenso infiltrado de macréfagos y un niimero moderado de linfocitos
y melanomacréfagos (figuras 52y 53).

Figura 51. Higado con areas de color blanco-grisaceo mal delimitadas (flecha) que afectan a la mayor parte del érgano que se
corresponde con una hepatitis granulomatosa difusa.
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Figura 52. Imagen histopatolégica de una hepatitis granulomatosa difusa. Desorganizacion de la estructura hepatica con intenso

infiltrado inflamatorio compuesto mayoritariamente por macréfagos y un nimero moderado de linfocitos y melanomacréfagos. Se
aprecian segmentos de cordones hepaticos con células con signos de necrosis (punta de flecha). H.E. 200X.
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Figura 53. Detalle de la figura anterior. H.E. 360X.




5.2.3.5. Hepatitis intersticiales cronicas

Con respecto a las modificaciones macroscopicas de las hepatitis intersticiales cronicas estas se presentaron en 6
individuos 12% (n=50) 5 machos (1 cria y 4 adultos) y una cria sin sexo determinado los cuales manifestaron cambios
de coloracion generalizados que iban desde cafés claros a amarillentos y consistencia ligeramente mas firme de lo
comun; a la incisién, protruia escasa sangre y en la superficie de corte mantenia las mismas caracteristicas que en la
superficie (figura 54). Microscopicamente los sinusoides presentaron una marcada dilatacion con abundante infiltrado
inflamatorio mixto compuesto por neutréfilos, macréfagos y numerosos linfocitos. Ademas, se observaron numerosos
focos de distinto tamafio con presencia de hepatocitos con nucleos picnoticos y limites citoplasmaticos mal definidos
(necrosis) (figuras 55 y 56).

Figura 54. Higado con decoloracion generalizada (flecha) que se corresponde con una hepatitis intersticial.
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Figura 55. Imagen histopatoldgica de una hepatitis intersticial cronica, se observa amplia dilatacion de sinusoides con infiltrado
inflamatorio mixto con predominio de linfocitos y pequefios focos de hepatocitos necréticos (asterisco). H.E. 146X.
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Figura 56. Detalle de la figura anterior. H.E. 400X.




5.2.3.6. Hepatitis granulomatosa con melanomacréfagos

Este tipo de hepatitis se encontrd en 22 individuos correspondientes al 44% (n=50) presentandose en todas las edades
3 crias (2 machos y 1 sin determinar sexo) 6 juveniles (4 hembras y 2 machos) 13 adultos (12 hembras y 1 macho).
Macroscopicamente los higados mostraban grados variables de areas negruzcas poco delimitadas que iban desde
lesiones generalmente multifocales coalescentes hasta higados negruzcos de manera generalizada que presentaban
ligera friabilidad, a la incision se observo la salida de escasa a moderada sangre y la superficie de corte mantenia las
mismas caracteristicas descritas en la superficie (figura 57). Microscopicamente se observaron areas de higado con
pérdida de estructura y una intensa proliferacién de colonias de melanomacréfagos que sustituian los hepatocitos
(figura 58).

Figura 57. Higado de coloracién negruzca generalizada (flecha) que se corresponde con una hepatitis granulomatosa con
melanomacréfagos.
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Figura 58. Imagen histopatolégica de una hepatitis granulomatosa con melanomacréfagos. Presencia de nidos de
melanomacréfagos (flecha) que reemplazan casi a la totalidad del parénquima normal del érgano. H.E. 100X.

5.2.3.7. Hepatitis cronica fibrosante
Con respecto a esta entidad inflamatoria de higado se identificaron 5 casos que corresponden al 10% (4 hembras adultas y 1 cria).

Macroscopicamente en algunas ocasiones no se presentaban cambios patoldgicos aparentes y en otras ocasiones se lograron
observar areas intraparenquimatosas blanquecinas bien delimitadas y firmes al tacto (figura 59). Microscopicamente se observan
un areas con desorganizacion del parénquima hepatico donde destaca una gran cantidad de fibras de coldgeno que aparecen
tefidas de color azul con el tricrémico de Masson, estas areas se acompafian de un infiltrado moderado de linfocitos y macrofagos,
asi como escasos melanomacrofagos (figuras 60 y 61).

Figura 59. Area de color blanquecino bien delimitada, firme al tacto que se corresponde con una proliferacion de tejido conectivo
en una hepatitis cronica fibrosante.




Figura 60. Imagen histopatolégica de una hepatitis cronica fibrosante. Presencia de gruesos haces de fibras de colageno (flecha)
con infiltrado linfocitico (asterisco). H.E. 300X.

Figura 61. Imagen histopatoldgica de una hepatitis cronica fibrosante tefiida con un Tricrémico de Masson donde se evidencian
las fibras de colageno de color azul (flecha). TM 300X.
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Grafica 6. Representacion porcentual del tipo de lesiones hepaticas n=62. Existen lesiones asociadas entre si.

TOTAL DE LESIONES HEPATICAS
Degeneracion vacuolar 6
Telangiectasia 6
Hepatitis necrética aguda 13
Hepatitis granulomatosa focal 2
Hepatitis granulomatosa difusa 2
Hepatitis intersticial cronica 6
Hepatitis granulomatosa con predominio de melanomacréfagos 22
Hepatitis cronica fibrosante 5
TOTAL 62

Tabla 3. Total de lesiones hepéticas n=62




5.3. SISTEMA LINFORETICULAR

5.3.1. BAZO

5.3.1.1. Congestion

De los hallazgos encontrados en bazo se determinaron 8 casos de congestion pertenecientes a 3 hembras adultas y
5 machos (1 cria, 2 juveniles y 2 adultos) que representan el 18% (n=50). Macroscopicamente los bazos se observaron
ligeramente aumentados de tamafio de color rojizo a marrén oscuro y en ocasiones se observo ligera pérdida de bordes
(figura 62), eran firmes al tacto y al corte presentaban salida de sangre en moderada cantidad. Microscopicamente se
observaron abundantes eritrocitos dentro de los vasos sanguineos (figura 63). Para identificar la presencia de
hemosiderina se realizé la tincién de Perls teniendo una reaccién positiva color azul en el citoplasma de los
melanomacroéfagos (figura 64).

Figura 62. Bazo marrdn oscuro con ligera pérdida de bordes asociado a congestion (flecha).




Figura 63. Imagen histopatolégica de congestion esplénica. Se observan abundantes eritrocitos en espacios vasculares (flecha).
H.E. 50X

Figura 64. Imagen histopatolégica de bazo. Se observan melanomacréfagos que muestran areas citoplasmaticas de color azul
correspondiente a la presencia de hemosiderina (flecha). PERLS. 763X.




5.3.1.2. Deplecion linfoide

Esta entidad patoldgica se presentd en 23 individuos, 13 hembras (2 juveniles y 11 adultas) y 10 machos (2 crias, 2
juveniles y 6 adultos) que representan el 46%. La deplecion linfoide cominmente se encontré asociada a otros
procesos como congestion, hiperplasia de pulpa roja o esplenitis; aunque en 4 ocasiones se presentd sélo esta lesion
de manera aislada. Macroscdpicamente no se presentaron caracteristicas especificas que pudieran relacionarse con
los cambios histolégicos. Microscépicamente esta lesion se caracterizd por una disminucion moderada a grave de
linfocitos maduros en el parénquima esplénico (figura 65 y 66).
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Figura 65. Imagen histopatoldgica de deplecion linfoide. Se observa el parénquima esplénico con severa disminucién de la
poblacién de linfocitos maduros (asterisco). H.E. 43X.
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Figura 66. Detalle de parénquima esplénico con severa disminucion de la poblacién de linfocitos maduros (asterisco). H.E. 400X.



5.3.1.3. Hiperplasia de pulpa roja
La hiperplasia de pulpa roja se presenté en 7 ejemplares 3 hembras (1 juvenil y 2 adultas) y 4 machos (1 juvenil y 3

adultos) que representd el 14%. Macroscopicamente los bazos presentaron areas de color café claro a blanquecino
pobremente definidas de distribucién multifocal coalescente que abarcaban gran parte del parénquima esplénico
(figura 67). Microscdpicamente los parénquimas esplénicos presentaron una proliferacion de células reticulares de la
pulpa roja acompafiada de escasos linfocitos maduros periféricos (figura 68 y 69).

Figura 68. Imagen histopatolégica de hiperplasia de pulpa roja. Se observa el parénquima esplénico con incremento de células
reticulares de la pulpa roja (asterisco). H.E. 60X.
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Figura 69. Detalle de la imagen anterior con hiperplasia de pulpa roja (asterisco). H.E. 300X.

5.3.1.4. Esplenitis purulenta
Esta lesion se presentd en 4 ejemplares (2 hembras y 2 machos adultos) que representaron el 8% de los individuos.

Macroscopicamente no se determind un patron de lesion caracteristico que pudiera asociarse con los hallazgos
histopatolégicos. Microscopicamente esta lesion se manifesté con abundante infiltrado de neutrdfilos reactivos y
degenerados en el parénquima esplénico (figura 70).

Figura 70. Detalle de parénquima esplénico con abundante infiltrado de neutréfilos reactivos y degenerados en una esplenitis
purulenta (flecha). 630X.



5.3.1.5. Esplenitis granulomatosa con melanomacréfagos
Esta lesién se present6 el 13 individuos, 10 hembras (2 juveniles y 8 adultas) y 3 machos (1 juvenil y 2 adultos) que

representan el 26% de los ejemplares. En el mayor nimero de casos no pudo observarse un patrén macroscopico
caracteristico que se pudiera asociar con las lesiones histologicas, sin embargo, en dos casos con infecciones
sistémicas graves una por Enterobacter aerogenes y otra por Aeromonas spp. macroscopicamente se observaron
bazos melanizados (negros) de manera generalizada y firmes al tacto (figura 71). Microscopicamente en todos los
casos los parénquimas esplénicos presentaron cantidad variable de infiltracion de melanomacréfagos (figuras 72y 73).

Figura 71. Bazo melanizado (negruzco) que se asocia a esplenitis granulomatosa con melanomacréfagos (flecha).
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Figura 72. Imagen histopatolégica de esplenitis granulomatosa con melanomacréfagos. Se observa abundante infiltrado de
melanomacréfagos en el parénquima (puntas de flecha). H.E. 100X.




Figura 73. Detalle de la imagen anterior. Se observa abundante infiltrado de melanomacrofagos (puntas flecha). H.E. 400X.
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Grafica 7. Representacion porcentual del tipo de lesiones esplénicas, algunas de ellas compartidas en el mismo caso. n=55.




TOTAL DE LESIONES ESPLENICAS

Congestion 8
Deplecion linfoide 23
Hiperplasia de pulpa roja 7
Esplenitis purulenta 4
Esplenitis granulomatosa con melanomacréfagos 13
TOTAL 55

Tabla 4. Total de lesiones esplénicas encontradas n=55




5.4. SISTEMA URINARIO

5.4.1. RINON

5.4.1.1. Congestion

Este trastorno circulatorio se presentd en 7 individuos 2 hembras juveniles y 5 machos (2 juveniles y 3 adultos) que
representaron el 14% de los casos. Macroscdpicamente se observaron rifiones marron generalizado y en algunas
ocasiones los rifiones se observaban con bordes mas redondeados de lo normal, teniendo una consistencia firme al
tacto (figura 74). Microscdpicamente se observaron eritrocitos en cantidad variable, tanto en los capilares intertubulares
como en los glomérulos (figura 75).

Figura 74. Rifidn marrén generalizado que se corresponde a congestion renal (flecha).
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Figura 75. Imagen histopatolégica de congestion renal. Se observan abundantes eritrocitos distendiendo los tubulos y algunos de
ellos infiltrando los glomérulos. H.E. 200X.

5.4.1.2. Necrosis tubular asociada a depdsitos de calcio (nefrocalcinosis)
Esta entidad patoldgica se present6 en 16 ejemplares, 11 hembras (1 juvenil y 10 adultas) y 5 machos (2 crias y 3

adultos) que representaron el 32% de los casos. Macroscdpicamente en la mayoria de los casos no se presentaron
cambios patoldgicos aparentes, sin embargo en los casos mas severos se observaron estrias amarillentas
transversales que corrian de manera longitudinal a ambos rifiones y un escaso acumulo de material amarillento
arenoso (figura 76). Microscopicamente se observaron tubulos necroticos con células que presentaban acidofilia
citoplasmatica y nucleos picnoticos, ademas de depdsitos de calcio en el lumen de los tubulos renales (figura 77), para
confirmar la naturaleza de los depdsitos minerales se realizd la tincién de Von Kossa que tifié de color negro los
depositos de calcio (figura 78).
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Figura 77. Imagen histopatolégica de necrosis tubular asociada a depdsitos de calcio. Se observan depésitos de calcio en el lumen
de tubulos necréticos (flecha). H.E. 200X.




Figura 78. Imagen histopatolégica de nefrocalcinosis. Se observa la reaccion positiva en color negro dentro de los tubulos renales
y el glomérulo (puntas de flecha). Von Kossa. 424X

5.4.1.3. Nefritis intersticial linfocitica
Este tipo de nefritis se presentd en 7 individuos 1 hembra adulta y 6 machos (3 juveniles y 3 adultos) que representaron

al 14% de los casos. Macroscdpicamente no se presento un patrén de lesion caracteristico el cual pudiera asociarse
con los hallazgos histolégicos. Microscopicamente el intersticio y los glomérulos presentaron de escasa a abundante
infiltracién de células mononucleares de escaso citoplasma (linfocitos) (figura 79 y 80).
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Figura 79. Imagen histopatoldgica de nefritis intersticial linfocitica. Se observan abundantes células mononucleares de escaso
citoplasma (linfocitos) en intersticio (punta de flecha) y en glomérulos (flecha). H.E. 110X.
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Figura 80. Detalle de la imagen anterior con nefritis intersticial linfocitica (flecha). H.E. 400X.

5.4.1.4. Glomerulonefritis cronica asociada a melanomacréfagos
Esta entidad patolégica se presenté en 17 individuos, 16 hembras (2 juveniles y 14 adultos) y 1 macho juvenil, los

cuales representaron el 34% de los casos. Macroscopicamente no se encontraron hallazgos caracteristicos que
pudieran ser relacionados con los cambios histologicos. Microscépicamente los glomérulos se observaron infiltrados
por una cantidad variable de melanomacrofagos (figura 81).
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Figura 81. Imagen histopatologica de glomerulonefritis crénica asociada con melanomacréfagos. Se observa un area con
glomérulos infiltrados con melanomacrafagos (puntas de flecha). H.E. 200X.




5.4.1.5. Glomerulonefritis mesangioproliferativa

Las glomerulonefritis mesangio proliferativas se presentaron en 6 ejemplares, 2 hembras adultas y 4 machos (1 cria,
1 juvenil y 2 adultos) que representaron el 12% de los casos. Macroscopicamente no se determinaron cambios
morfolégicos que pudieran asociarse a los hallazgos histopatoldgicos. Microscopicamente los glomérulos presentaron
un incremento de celularidad de la region mesangial, la cual disminuia considerablemente el espacio urinario (figura
82).

Figura 82. Imagen histopatolégica de glomerulonefritis mesangioproliferativa. Se observan dos glomérulos que presentan un
incremento de celularidad de la region mesangial que disminuye el espacio urinario (flecha). H.E. 231X.
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Grafica 8. Total de lesiones renales, algunas lesiones fueron coexistentes. n=53

TOTAL DE LESIONES RENALES
Congestién 7
Necrosis tubular asociada a depdsitos de calcio 16
Nefritis intersticial linfocitica 7
Glomerulonefritis crénica asociada a melanomacréfagos 17
Glomerulonefritis mesangioproliferativa 6
TOTAL 53

Tabla 5. Total de lesiones renales n=53




5.5. SISTEMA TEGUMENTARIO

5.5.1. PIEL

5.5.1.1. Degeneracion vacuolar epitelial

De los ejemplares evaluados (n=50) 6 ejemplares 12% presentaron degeneracion vacuolar epitelial. Cinco hembras (1
juvenil y 4 adultas) y un macho adulto. Macroscopicamente no se identificd un patron de lesion caracteristico pues
pudo presentarse de manera aislada o asociada con dermatitis necrética o edema. Microscdpicamente se pudieron
observar diferentes grados de vacuolizacion que iban de discretas vacuolizaciones intracitoplasmaticas hasta vacuolas
que distendian gravemente las células llegando a observarse necrosis puntuales (figura 83).

Figura 83. Imagen histopatolégica de una degeneracién vacuolar epitelial. Detalle de piel donde se observan diferentes grados de
vacuolizacién de células epiteliales (punta de flecha) y necrosis (flecha). H.E. 376X.

5.5.1.2. Dermatitis necrética erosiva
Con respecto a las dermatitis necréticas erosivas, estas se presentaron en 7 individuos adultos (4 hembras y 3 machos)

que representan el 14%. Macroscopicamente estas lesiones se asociaron con infecciones micéticas cutaneas por
Saprolegnia spp. las cuales bajo el agua se manifiestan como una capa algodonosa que rapidamente puede llegar a
cubrir la totalidad de la piel de los individuos y fuera del agua se observa como una capa mucocutanea blanquecina
(figura 84). Microscdpicamente las dermatitis necréticas erosivas presentaron células epiteliales con degeneracién
vacuolar en diferentes grados, ademas de nucleos picnéticos y con cariorrexis, asociadas a pérdida de epitelio que
dejaba expuesta la membrana basal (figuras 85 y 86).




Figura 84. Ajolote recubierto de una capa mucocutanea generada por Saprolegnia spp. (flecha) microscopicamente se asocia con
dermatitis necrotica.

50 um

Figura 85. Detalle de piel con dermatitis necrética. Se observan células epiteliales con degeneracion vacuolar leve (asterisco) y
nucleos picnéticos (flecha) y cariorrexis (punta de flecha). H.E. 484X.
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Figura 86. Imagen histopatolégica de dermatitis necrética erosiva. Se observa pérdida de células epiteliales que deja expuesta la
membrana basal (flecha). H.E. 227X.

5.5.1.3. Dermatitis necrdtica ulcerativa
Esta entidad patoldgica se presenté en 7 ejemplares; 5 hembras (1 juvenil y 4 adultas) y 2 machos (1 juvenil y 1 adulto)

que representan el 14%. Macroscopicamente estas lesiones se manifestaron como Ulceras cutdneas multifocales, bien
delimitadas y aspecto umbilicado que median aproximadamente 1 mm de diametro, de las cuales salia sangre (figura
87). Microscopicamente se observd en el epitelio diferentes grados de vacuolizacion, asi como células con nucleos
picnéticos y cariorrexis, en algunas zonas se mostraron restos celulares desprendidos que dejaban expuesto el tejido
muscular, ademas de presentar areas de hemorragias e infiltrado inflamatorio de linfocitos en la interfase (figuras 88 y
89). Estas lesiones se presentaron en asociacion con el aislamiento de Aeromonas spp.




Figura 87. Ajolote con Ulceras cutdneas multifocales y hemorragia (punta de flecha).

Figura 88. Imagen histopatologica de dermatitis necrética ulcerativa. Se observa pérdida de la lamina epitelial y necrosis llegando
a involucrar hasta tejido muscular (flecha). H.E. 79X.




Figura 89. Detalle de dermatitis necrotica ulcerativa. Se observa pérdida de la lamina epitelial y necrosis llegando a involucrar
musculo, ademas de un infiltrado linfocitico en la zona de interfase(flecha). H.E. 164X.

5.5.1.4. Adenoma de glandulas de moco con area carcinomatosa
Esta neoplasia se presentd en un ejemplar macho adulto que representd el 2% del total de los casos.

Macroscdpicamente se observd una masa rostral de 1.5 cm de diametro, caudal al ojo derecho con bordes irregulares
y color negro que ademas presentaba areas multifocales rojizas de bordes poco definidos (figura 90). Al corte,
recubierto por piel se observé un tejido de neoformacion sélido, el cual se conformaba de tejido blanco dispuesto en
haces irregulares (figura 91). Microscopicamente se observo la linea epidérmica intacta y en la region de la dermis
superficial y profunda un intenso infiltrado de células mononucleares (linfocitos); a nivel de la dermis profunda se
observé abundante tejido neoplésico con morfologia acinar formando luces de diversos didmetros delimitados por
abundante tejido conectivo. Las células epiteliales presentaban en su mayoria moderada anisocitosis con citoplasmas
levemente basofilicos, los nicleos presentaban moderada anisocariosis con cromatina gruesa y homogenea (figuras
92, 93 y 94). Las luces tubulares mostraron presencia de escaso material eosinofilico homogeneo; algunas areas y
luces fueron positivas a la tincién de azul alcian evidenciando la presencia de mucopolisacaridos (figura 96) En areas
puntuales que podemos considerar como carcinomatosas dentro del conjunto de la neoplasia benigna (adenoma) se
observaron tubulos con células que mostraron marcado pleomorfismo celular con citoplasma levemente basofilico y
nucleos con marcado pleomorfismo de patron cromatico grueso y granular con uno a dos nucleolos evidentes (figura
95).




Figura 90. Imagen de adenoma de glandulas de moco (flecha).

Figura 91. Imagen de biopsia de adenoma de glandulas de moco (flecha).




Figura 92. Imagen histopatologica de adenoma de adenoma de gldndulas de moco con &rea carcinomatosa. Se observa
proliferacién de glandulas en la region de dermis profunda (flecha). H.E. 100X

Figura 93. Detalle de la imagen anterior donde se observa proliferacidn de acinis de glandulas de moco. H.E. 200X




Figura 94. Detalle de la imagen anterior. Se observan cambios celulares de neoplasia benigna que corresponde a adenoma de
glandulas de moco (flecha). H.E. 400X

Figura 95. Detalle de acini con cambios carcinomatosos. Se observa grave pleomorfismo citoplasmatico y anisocitosis, grave
pleomorfismo nuclear y anisocariosis, asi como nucleolos evidentes (puntas de flecha) e infiltrado de linfocitos circundantes
(flecha). H.E. 500X




Figura 96. Detalle de adenoma de glandulas de moco con area carcinomatosa, la positividad de los mucopolisacéridos tefiidos en
azul (flecha). Azul alcian 400X.

5.5.1.5. Melanoma
Esta neoplasia se presentd en una sola ocasion (un macho juvenil) que representa el 2%. Macroscdpicamente se

observé como una nodulacion de aproximadamente 3 mm de diametro, bien delimitada en el miembro toracico derecho,
firme al tacto y que en la superficie de corte presentaba una coloracidén negruzca bajo la zona epitelial (figura 97).
Microscopicamente se observé una proliferacion de melanéforos de color café oscuro a negro desde la membrana
basal de epidermis y que llegaban a infiltrar dermis superficial, profunda y capa muscular (figuras 98 y 99).

Figura 97. Corte transversal del melanoma donde se observa la regidn negruzca bajo la capa de piel (flecha).
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Figura 98. Imagen histopatoldgica. Se observa una proliferacién de melanéforos desde membrana basal que llegan a infiltrar
dermis y muscular (asterisco). H.E. 24X.

200 pm

Figura 99. Detalle de piel con melanoma. Se observa una proliferacion de melanéforos desde membrana basal que llegan a infiltrar
dermis (asterisco). H.E. 108X.
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Grafica 9. Representacion porcentual del tipo de lesiones en piel n=22. Existen lesiones asociadas entre si.

TOTAL DE LESIONES DE PIEL
Degeneracion vacuolar epitelial 6
Dermatitis necrética erosiva 7
Dermatitis necrética ulcerativa 7
Adenoma de glandulas de moco con area carcinomatosa 1
Melanoma 1
TOTAL 22

Tabla 6. Total de lesiones de piel n=22




56. RESULTADOS MICROBIOLOGIA

A partir de la colecta de 26 liquidos cavitarios, 4 pulmones, 9 higados y 3 contenidos intestinales provenientes de
los cadaveres de Ambystoma mexicanum inspeccionados y que presentaron lesiones macroscopicas evidentes en
los tejidos antes mencionados se obtuvieron 55 aislamientos bacterianos que durante su identificacidn bioquimica
correspondieron a 30 cultivos de Aeromonas spp. equivalentes al 53%; 24 cultivos de Salmonella arizonae
correspondientes al 43%; 1 cultivo de E.coli y 1 cultivo de Enterobacter aerogenes correspondientes al 2% cada
uno; de los aislamientos antes mencionados se presentaron 18 coinfecciones 17 entre Aeromonas spp. y
Salmonella arizonae que representaron el 31% y sélo una coinfeccion entre Aeromonas spp. y E.coli que
correspondio al 2% (grafica 10).
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Gréfica 10. Porcentajes de aislamientos bacterianos y coinfecciones.

5.6.1. Aislamientos y resistencia antimicrobiana de Aeromonas spp.

Con respecto a los aislamientos de Aeromonas spp. estos fueron obtenidos a partir de 30 individuos, 16 hembras
(12 adultas, 3 juveniles y 1 cria), 13 Machos (7 adultos, 5 juveniles y 1 cria) y 1 individuo cria indeterminado. Durante
la prueba de susceptibilidad antimicrobiana aplicada a todos los cultivos de esta bacteria el acido nalidixico present6
resistencias en 16 aislamientos, seguidas de 3 inhibiciones intermedias y 11 sensibles; amikacina: 6 resistencias,
13 inhibiciones intermedias y 11 sensibles; azetreonam: 7 resistencias, 1 inhibicién intermedia y 22 sensibles;
ceftazidima: 6 resistencias, 1 inhibicion intermedia y 23 sensibles; cefdinir: 11 resistencias, 3 inhibiciones
intermedias y 16 sensibles; cefixima: 4 resistencias, 5 inhibiciones intermedias y 21 sensibles; cefotaxima: 4
resistencias, 3 inhibiciones intermedias y 23 sensibles; ceftriaxona: 2 resistencias, 7 inhibiciones intermedias y 21
sensibles; cefuroxima: 10 resistencias, 7 inhibiciones intermedias y 13 sensibles; ciprofloxacina: 4 resistencias, 12
inhibiciones intermedias y 14 sensibles; gentamicina: 2 resistencias, 8 inhibiciones intermedias y 20 sensibles;
nitrofurantoina: 13 resistencias, 6 inhibiciones intermedias y 11 sensibles; norfloxacina: 3 resistencias, 11
inhibiciones intermedias y 16 sensibles; ofloxacina: 4 resistencias, 3 inhibiciones intermedias y 23 sensibles (tabla
7).




RESULTADOS DE SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS DE Aeromonas spp. n=30 ASILAMIENTOS
PROBADOS
ANTIBIOTICO RESISTENTE INTERMEDIO SENSIBLE
Acido nalidixico 16 3 11
Amikacina 6 13 11
Azetreonam 7 1 22
Ceftazidima 6 1 23
Cefdinir 11 3 16
Cefixima 4 5 21
Cefotaxima 4 3 23
Ceftriaxona 2 7 21
Cefuroxima 10 7 13
Ciprofloxacina 4 12 14
Gentamicina 2 8 20
Nitrofurantoina 13 6 11
Norfloxacina 3 11 16
Ofloxacina 4 3 23

Tabla 7. Resultado de susceptibilidades antimicrobianas de Aeromonas spp. n=30 aislamientos probados.

Con los datos anteriormente mencionados podemos resumir que las resistencias antimicrobianas se encuentran
representadas de la siguiente manera: la mayor frecuencia de se observoé contra acido nalidixico con 16 resistencias
de 30 muestras totales de Aeromonas spp. sometidas a la prueba de susceptibilidad que representa un 53.3%,
seguida de 13 resistencias contra nitrofurantoina (43.3%, n=30); 11 resistencias contra cefdinir (36.7%); cefuroxima:
10 resistencias (33.3%); azetreonam 7 resistencias (23.3%); amikacina y ceftazidima con 6 resistencias
respectivamente (20%); cefixima, cefotaxima, ciprofloxacina y ofloxacina con 4 resistencias (13.3%), norfloxacina
con 3 resistencias (10%) y en menor representacion ceftriaxona y gentamicina con 2 resistencias (6.7%) (grafica
).
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Grafica 11. Porcentajes de resistencia antimicrobiana de Aeromonas spp.

5.6.2. Aislamientos y resistencia antimicrobiana de Salmonella arizonae.

En el caso de los aislamientos de Salmonella arizonae; estos fueron obtenidos a partir de 24 individuos 9 hembras
(8 adultas y 1 juvenil), 14 machos (9 adultos, 2 juvenil y 3 crias) y 1 individuo cria indeterminado. Durante la prueba
de susceptibilidad antimicrobiana aplicada a todos los aislamientos de esta bacteria el acido nalidixico presento: 10
resistencias, 12 inhibiciones intermedias y 2 sensibles; amikacina: 3 resistencias, 14 inhibiciones intermedias y 7
sensibles; azetreonam: 8 resistencias, 5 inhibiciones intermedias y 11 sensibles; ceftazidima: 2 resistencias, 9
inhibiciones intermedias y 13 sensibles; cefdinir: 18 resistencias, 1 inhibicion intermedia y 5 sensibles; cefixima: 10
resistencias, 7 inhibiciones intermedias, 7 sensibles; cefotaxima: 4 resistencias, 9 inhibiciones intermedias y 11
sensibles; ceftriaxona: 1 resistencia, 12 inhibiciones intermedias y 11 sensibles; cefuroxima: 4 resistencias y 20
inhibiciones intermedias; ciprofloxacina: 4 resistencias, 11 inhibiciones intermedias y 9 sensibles; gentamicina 2
resistencias, 5 inhibiciones intermedias y 17 sensibles; nitrofurantoina: 18 resistencias, 5 inhibiciones intermedias y
1 sensible; norfloxacina: 5 resistencias, 7 inhibiciones intermedias y 12 sensibles y para ofloxacina: 7 resistencias,
6 inhibiciones intermedias y 11 sensibles (tabla 8).




RESULTADOS DE SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS DE Salmonella arizonae n=24
ASILAMIENTOS PROBADOS
ANTIBIOTICO RESISTENTE INTERMEDIO SENSIBLE

Acido nalidixico 10 12 2
Amikacina 3 14 7
Azetreonam 8 5 11
Ceftazidima 2 9 13
Cefdinir 18 1 5
Cefixima 10 7 7
Cefotaxima 4 9 11
Ceftriaxona 1 12 11
Cefuroxima 4 20 0

Ciprofloxacina 4 9 11
Gentamicina 2 5 17
Nitrofurantoina 18 5 1

Norfloxacina 5 7 12
Ofloxacina 7 6 11

Tabla 8. Resultado de susceptibilidades antimicrobianas de Salmonella arizonae. n=24 aislamientos probados.

Con los datos anteriormente mencionados podemos resumir que las resistencias se encuentran representadas de
la siguiente manera: la mayor frecuencia se observé contra cefdinir y nitrofurantoina con 18 resistencias de 24
aislamientos totales de Salmonella arizonae sometidas a la prueba de susceptibilidad que representan un 75%,
seguida de 10 resistencias al 4cido nalidixico y cefixima (41.67%, n=24); 8 resistencias de azetreonam (33.33%), 7
resistencias de ofloxacina (29.17%); 5 resistencias de norfloxacina (20.83%); 4 resistencias para cefotaxima,
cefuroxima y ciprofloxacina (16.67%); 3 resistencias para amikacina (12.5%); 2 resistencias para ceftazidima y
gentamicina (8.33%) y 1 resistencia para ceftriaxona (4.17%) (gréfica 12).
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Grafica 12. Porcentajes de resistencia antimicrobiana de Salmonella arizonae.

El aislamiento de Enterobacter aerogenes fue obtenido a partir de liquido ascitico de una hembra adulta de
Ambystoma mexicanum presentando resistencias a la ceftazidima y a cefdinir, inibicién intermedia para cefixima,
cefuroxima y gentamicina, asi como sensibilidad al &cido nalidixico, amikacina, azetreonam, cefotaxima,
ceftriaxona, ciprofloxacina, nitrofurantoina, norfloxacina y ofloxacina. Con respecto a E. coli este fue obtenido a
partir de un liquido ascitico de un macho juvenil presentando resistencias al &cido nalidixico, amikacina, gentamicina
y nitrofurantoina, inhibicion intermedia de cefuroxima y sensibilidad contra azetreonam, ceftazidima, cefdinir,
cefixima, cefotaxima, ceftriaxona, ciprofloxacina, norfloxacina y ofloxacina.




6.  DISCUSION

Desde hace décadas el declive de las poblaciones de anfibios ha llamado fuertemente la atencion a nivel mundial, este
fendmeno se ha asociado con la contaminacion ambiental, el deterioro del habitat y la introduccion de especies exéticas
(Echegaray y Hernando, 2018); a partir de la década de los ochenta ademés se ha descrito que el deterioro de los
habitats de los anfibios llega a modificar las condiciones térmicas e hidricas de los cuerpos de agua mas alla de los
limites tolerados por los anfibios, sus crias o los insectos con los que se alimentan, desafortunadamente en algunos
casos estos cambios no se encuentran relacionados solo con la perturbacion climatica generada por las poblaciones
humanas ya que también se ha descrito la disminucién de anfibios localizados en parques nacionales, areas silvestres

y selvas con baja exposicion a personas (Corn y Flogeman, 1984; Bradford, 1994; Graber y Tabatabai,1999).

Generalmente los anfibios se han estudiado considerandolos como un “modelo estandar” a partir del cual se extrapolan
la mayoria de los procesos histologicos, anatémicos, fisioldgicos, inmunoldgicos y patolégicos hacia todas las especies
de anfibios aunque sean poco conocidas y que indudablemente pueden diferir de entre la gran diversidad de especies
de anfibios existentes en el planeta; a pesar de esto la informacion generada a partir de este “modelo estandar’ ha
permitido conocer que los anfibios manifiestan padecimientos similares a cualquier especie, presentando
enfermedades genéticas, metabdlicas, infecciosas, neoplasicas, reproductivas, traumaticas, inmunoldgicas y toxicas,
entre otras (Wrigth y Whitaker, 2001).

Del grupo de enfermedades que aquejan a los anfibios, mencionadas con anterioridad, los procesos infecciosos
ocasionados por virus, bacterias, hongos y parasitos generan importantes mortalidades en sus poblaciones y
actualmente se han registrado un nimero sustancial de enfermedades infecciosas que parecen ser la préxima y
principal causa de muerte en anfibios sin que en ocasiones exista evidencia de que las actividades antropogénicas
tengan una participacién importante en la movilizacién de los microorganismos de un sitio a otro, en la evolucién de
estos patdgenos o en la susceptibilidad de los anfibios a los mismos; de esta manera se vuelve imprescindible poner
atencion en los reciente brotes de enfermedades en anfibios ya que pueden ser sefial de cambios medioambientales
a una escala mundial que genere microorganismos resistentes a los procesos de inmunidad de anfibios o de cualquier

otra especie (Carey, Cohen y Rollins-Smith, 1999).

Una rama de la medicina imprescindible en el diagndstico de enfermedades es la patologia, la cual al interaccionar
con otras disciplinas de la rama médica y utilizando a la necropsia como herramienta cobra un papel fundamental en
el entendimiento de los padecimientos en cualquier especie ya que permite la evaluacion de alteraciones morfologicas
en organos y tejidos a nivel macroscopico y microscopico ayudando a esclarecer la causa de muerte de los individuos

(Zachary, 2017). Desafortunadamente aunque existen numerosas investigaciones que involucran descripciones




histoldgicas de anfibios, son pocos los documentos enfocados a sus lesiones macroscdpicas y microscopicas, siendo
todavia mas escasos este tipo de comunicados en Ambystoma mexicanum que se enfoquen en describir sus

enfermedades y no sélo en las investigaciones donde se utilizan como animal de experimentacion.

En el presente estudio se determinaron las principales causas de muerte en la poblacién de Ambystoma mexicanun
pertenecientes al Centro de Investigaciones Biolégicas y Acuicolas de Cuemanco (CIBAC). Las septicemias
ocasionadas por microorganismos como Aeromonas spp., Salmonella arizonae, Enterobacter aerdgenes y E.coli
ocasionaron el deceso de 45 individuos que representaron el 90% de los ejemplares muestreados, seguido de 3
muertes por parasitosis asociadas a nematodos compatibles con Falcaustra spp. Megalobatrachonema spp. y
Chaubadgolvania spp. que representaron el 6% de ejemplares muestreados y 2 muertes por inanicion que

correspondieron al 4% de los ejemplares colectados.

6.1. Sistema cardiorrespiratorio

Con respecto a las lesiones observadas durante la necropsia y el estudio histopatologico a nivel del sistema
cardiorrespiratorio se identifico una endocarditis granulomatosa. Las endocarditis son lesiones ampliamente descritas
en humanos y animales domésticos, las principales causas de este proceso inflamatorio en perros se deben a
insuficiencia renal aguda y mas comunmente a infecciones bacterianas sistémicas las cuales ocasionan que los
microorganismos se depositen a nivel valvular o mural generando un material organizado llamado “vegetacion” que
se encuentra constituido por eritrocitos, fibrina, plaquetas, tejido conectivo y bacterias; dependiendo el desarrollo del
proceso inflamatorio, este a su vez puede pasar de un predominio de células inflamatorias como neutréfilos en curso
agudo, hasta un infiltrado inflamatorio cronico caracterizado por abundantes macréfagos (Trigo, 2011; Zachary, 2017).
Con respecto a las enfermedades cardiacas de origen infeccioso en los anfibios se han documentado diversos
microorganismos como bacterias, hongos, virus y parésitos, los cuales llegan a generar pericarditis, epicarditis,
miocarditis y endomiocarditis principalmente generadas por un complejo grupo de bacterias Gram negativas como
Aeromonas spp. y Chlamydia spp., ademas de Mycobacterium spp. (Green, 2001; Densmore y Green, 2007; Martinho
y Heatley, 2012; Cunningham, Langton, Bennett, et al.,1996) En el caso de las infecciones por Chlamydia spp. y
Mycobacterium spp. en anfibios estas se encuentran asociadas a inflamaciones granulomatosas cardiacas (Martinho
y Heatley, 2012; Cunningham, 1996). Solo existe una descripcién de Ambystoma mexicanum con miocarditis
necrotizante por Serratia marcescens donde el miocardio presento un infiltrado de neutréfilos y células mononucleares
(Del-Pozo, 2011). En el caso de la endocarditis granulomatosa en nuestra investigacion, no se obtuvo un aislamiento
bacteriano al ser inoculada la muestra en el medio de cultivo, sin embargo esta lesién se asocié también con un proceso
de septicemia debido a las células inflamatorias observadas en el estudio histopatolégico, los antecedentes antes
mencionados y a la circulacién sanguinea de algunos anfibios que tienen funcionalidad pulmonar reducida, estos

anfibios normalmente pueden llevar sangre al pulmén y a la piel a través de la arteria pulmocutanea; en anfibios que




no presentan esta arteria las ramas de la vasculatura sanguinea que proveen de circulacion sistémica llevan la sangre
a la piel del anfibio para ser oxigenada y posteriormente llevarla al corazén para ser bombeada al resto de los érganos
y tejidos, debido a este proceso fisiologico en los anfibios es probable que las lesiones cutdneas puedan ser una ruta
de entrada de microorganismos a su torrente sanguineo los cuales favorezcan el establecimiento de procesos sépticos

(Schmidt-Ukaj, Gumpenberger, Posautz y Strauss, 2022).

Con respecto a las lesiones pulmonares se presentaron 7 congestiones. El edema y congestion pulmonar son procesos
secundarios a diversas enfermedades por lo que determinar un factor comin es complejo, se sabe que la congestidn
cronica asociada a edema esta relacionada a patologias de corazon izquierdo a causa de que la auricula y ventriculo
no bombean adecuadamente la sangre que viene de pulmones y se produce la congestion y edema pulmonar (Zachary,
2017) sin embargo los procesos congestivos de estos ajolotes no se encontraron asociados a edema, esto podria
deberse a que la congestién no fue generada por lesiones cardiacas ya que el Unico caso de lesion en corazén fue la
endocarditis granulomatosa el cual no presentd congestion pulmonar y al evaluar que 6 de las congestiones
pulmonares en estos ejemplares estaban asociadas a neumonias se determin6 que al igual que en otras especies, las

neumonias fueron el factor desencadenante de la congestion (Lopez y Martinson, 2017).

Otra alteracion vascular encontrada a nivel pulmonar fue la flebectasia, la cual se present6 en 3 ejemplares. De manera
general esta alteracion se describe como una dilatacion venosa a lo largo del vaso sanguineo asociada comunmente
a problemas congénitos y secundaria a traumatismos o neoplasias (Trigo, 2011). En especies como rayas (Aetobatus
narinari) la flebectasia se ha descrito asociada a bacterias (JPC, 2013) y en otros anfibios sin identificar especie esta
lesion se encuentra asociada a Leptospira spp. (Warwick C. y Corning S. 2013) En Ambystoma mexicanum se
encuentran descritas dilataciones vasculares en branquias por probables defectos congénitos (Yoshida, 2019). En esta
investigacion la flebectasia a nivel pulmonar se encontré asociada en dos de los tres ejemplares con neumonia uno
presentd neumonia purulenta y otro neumonia granulomatosa, debido a los antecedentes en otras especies y al no
estar asociada a traumatismos o neoplasias se debe evaluar si la flebectasia pudiera ser un evento generado por

neumonias secundarias a infecciones o relacionarse con problemas congénitos.

Un hallazgo comun dentro de las necropsias de los ajolotes fue la hiperinsuflacion, esta alteracion pulmonar se
manifiesta por un aumento de los espacios aéreos sin que exista destruccion de los tabiques alveolares, esta lesion
se puede generar por problemas obstructivos 0 no obstructivos. La hiperinsuflaciéon obstructiva se genera por
obstaculos en bronquios y bronquiolos generalmente por parasitos. En el caso de la hiperinsuflacion no obstructiva
esta es generada cuando partes adyacentes del pulmén reducen el tamafio por enfermedades o cirugias. Las areas
hiperinsufladas se observan palidas y dilatadas, ademas se elevan respecto al parénquima normal presentando limites

bien definidos (Trigo, 2011). Takami y Une en 2018 describieron tres casos de ajolotes (Ambystoma mexicanum), que




presentaron desordenes en la flotacion, dos individuos presentaron aire en la cavidad celémica (neumocelum) y
perforacion pulmonar el cual fue identificado mediante ultrasonografia, en todos los casos describen fibrosis en la
region caudal de los pulmones y en un caso infiltrado inflamatorio mononuclear. En nuestro trabajo se observaron 17
procesos de hiperinsuflacion 12 asociados a neumonias y 5 sin asociacion a otras lesiones, lo que nos podria indicar
que una probable causa de esta distencidn pulmonar en los ajolotes es un factor posiblemente asociado con problemas

neumanicos e incluso agonicos.

Con respecto a las neumonias, estas se presentaron en 33 ejemplares. Los tipos de neumonias observadas en los
ajolotes de esta investigacidn correspondieron a neumonias necréticas, purulentas, granulomatosas, granulomatosas
con eosinofilos y granulomatosas con melanomacréfagos. El pulmoén es un 6rgano directamente comunicado con el
exterior a través del aparato respiratorio y digestivo superiores, ademas al estar en contacto directo con un alto volumen
de sangre circulante, es comuln que no sélo sea afectado por enfermedades primarias, este 6rgano también puede
resultar lesionado en la mayoria de los padecimientos letales (Trigo, 2011). Las neumonias son procesos altamente
regulados a través de la interaccion de leucocitos sanguineos y células epiteliales propias del pulmén, la comunicacion
entre los elementos antes mencionados es en gran medida realizado por citocinas solubles que ya estando en pulmon
hacen que los leucocitos reclutados se comuniquen con las células vasculares y epiteliales por medio de moléculas de
adhesion e inflamatorias para poder interactuar y enviar sefiales positivas o negativas para iniciar, mantener y en
condiciones ideales resolver la inflamacion que pudiera dafar al pulmon. Actualmente existen multiples formas de
catalogar las neumonias y principalmente estdn basadas en su clasificacion por agente etioldgico (virus, bacterias,
hongos, parasitos), tipo de exudacion, hallazgos morfolégicos, distribucion de la lesion, atributos epidemioldgicos,
regiones geograficas y neumonias miscelaneas (Zachary, 2017). En el presente trabajo las neumonias se catalogaron

como necroticas con base en la clasificacion morfolégica y por el tipo de exudacion.

De los 10 individuos con neumonias necréticas se obtuvieron los siguientes aislamientos bacterianos: 5 aislamientos
de Aeromonas spp., 4 coinfecciones por Aeromonas spp. y Salmonella arizonae, 1 aislamiento de Salmonella arizonae.
Con respecto a las neumonias purulentas las cuales se presentaron en 2 ejemplares, ambas tuvieron coinfeccion con
Aeromonas spp. y Salmonella arizonae. En cuanto a las neumonias granulomatosas, estas se presentaron en 7
individuos obteniéndose 2 aislamientos de Aeromonas spp., 3 coinfecciones por Aeromonas spp. y Salmonella
arizonae, 1 coinfeccion por Aeromonas spp. y E. coli'y un ejemplar negativo a aislamiento bacteriano. Tres ejemplares
presentaron neumonias granulomatosas con eosindfilos en un caso se logré el aislamiento de Salmonella arizonae y
en los otros dos se presento coinfeccion por Aeromonas spp. y Salmonella arizonae. Las neumonias mas frecuentes
fueron las granulomatosas a partir de las que se obtuvieron los siguientes aislamientos: 1 Salmonella arizonae, 1
Enterobacter aerogenes, 3 Aeromonas spp., 3 Coinfecciones por Aeromonas spp. y Salmonella arizonae y 2

ejemplares negativos al aislamiento bacteriano.




Existen pocos comunicados de neumonias en anfibios principalmente en ranas como la Rhinella marina donde en una
infeccidén natural por el parasito Rhabdias paraensis se observé una neumonia con infiltrado de granulocitos y
melanomacréfagos en los espacios interseptales cercanos al nematodo (Nascimento, et al., 2016). En ranas Mixophyes
iteratus en Australia Chlamydia pneumoniae ocasion6é una neumonia con infiltrado mononuclear (linfocitos, células
plasmaticas y monocitos), cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos, adelgazamiento de los septos en las areas
inflamadas, ademéas de anemia no regenerativa y pancitopenia (Berger, Volp, Mathews, Speare, y Timms,1999) y en
ranas Xenopus laevis se determiné una reduccion moderada del volumen pulmonar en las radiografias y un area de
consolidacién del pulmén izquierdo detectada mediante ultrasonografia y que al realizar el estudio histopatoldgico
mostré una neumonia supurativa e histiocitica generada por Mycobacterium chelonae (Slater, Hanna, Finch, Pessier,
y Logsdon, 2019). Con respecto a las neumonias en Ambystoma mexicanum sblo existen dos descripciones
principalmente relacionadas con problemas de flotacion uno de Takami, 2017 donde se mencionan problemas de
flotacion en ajolotes que fungian como animales de compafiia y otro comunicado de Takami en 2018 de tres casos de
ajolotes con problemas de flotacién y neumocelum; histopatolégicamente cada ejemplar presentd lesiones distintas
que iban desde hiperplasia de tejido conectivo con focos de neutréfilos en algunas areas, degeneracién, necrosis,

edema y hemorragia en bronquios, hasta neumonia granulomatosa moderada sin identificar la etiologia.

Las neumonias observadas en la presente investigacion se encontraron asociadas a diversas bacterias descritas en
procesos sépticos de los anfibios (Densmore, 2007. Hemingway, Brunner, Speare, y Berger, 2009). La presentacion
de la necrosis epitelial y la infiltracién de distintas células inflamatorias observadas en los procesos neuménicos de los
ajolotes podrian estar asociadas al tiempo de evolucion de la lesion pulmonar y/o al tipo de microorganismo involucrado
(Zachary, 2017).

6.2. Sistema digestivo

En cuanto a los hallazgos correspondientes al sistema digestivo, se observaron las siguientes lesiones: gastritis
linfociticas y edema, enteritis necrdticas, enteritis catarral mucosa, enteritis linfocitica y enteritis con
melanomacroéfagos. En lo concerniente a las gastritis linfociticas estas se encuentran mas documentadas en humanos
secundarias a infecciones por Helicobacter pylori y enfermedad de celiaquia, donde las proteinas estructurales de H.
pylori'y los antigenos del gluten que ingresan via alimentaria estimulan este tipo de inflamacién no supurativa, otra
causa de gastritis linfocitica en humanos es el linfoma que por su naturaleza llega a infiltrar el tracto digestivo
(Puderecki, Wronecki, Cieszczyk, y Szumilo, 2019). Las enteritis linfociticas se encuentran descritas principalmente en
humanos, perros y gatos como consecuencia de un desorden inmunolégico denominado “Enfermedad inflamatoria
intestinal crénica”, microscopicamente genera gastroenteritis linfoplasmocitica, su causa es desconocida pero debido

a la gran cantidad de células plasmaticas y linfocitos T y B infiltrados en la lamina propia se piensa que puede estar




asociada a una alteracién inmunoldgica, cuando la infiltracion es muy severa se llegan a presentar problemas de mala
absorcién y enteropatia con pérdida de proteinas, estos factores de inflamacién e hipoproteinemia se asocian ademas
al edema en estdmago e intestino (Casas y Mateos, 2011), ademas, en el caso de gatos al igual que en humanos

existe evidencia de que los antigenos alimentarios estimulan la presentacion de esta enfermedad (Gelberg, 2017).

De 13 enteritis linfociticas determinadas en el presente trabajo, 10 de ellas se encontraron asociadas con la presencia
de nematodos compatibles morfolégicamente con los géneros Falcaustra spp., Megalobatrachonema spp. y
Chaubadgolvania spp. los cuales son nematodos previamente documentados en México descritos en especies como
Ambystoma andersoni, Ambystoma lermaensis, Ambystoma tigrinum y Ambystoma velasci. (Burset y Aker, 2001.
Roosevelt, Monks, y Pulido, 2013). Aunque las parasitosis digestivas ocasionadas por los diversos géneros y especies
de parasitos se encuentran ampliamente descritas en los anfibios (Wright, 2001), la informacién concerniente a las
lesiones que llegan a generar en sus tejidos es escasa y dependiendo del tipo de parasito involucrado existen descritas
diferentes lesiones en tracto digestivo como en el caso de los protozoarios intracelulares o los acantocéfalos que al
anclarse a la mucosa generan lesiones que van desde atrofia de vellosidades hasta necrosis de las mismas con
infiltrados de eosindfilos o lesiones granulomatosas (Wright, 2001. lacob, 2021). Con respecto a las lesiones generadas
por nematodos en ranas se han registrado lesiones como enteropatias con pérdida de proteinas, mucosa adelgazada,
vellosidades cortas hasta distintos tipos de enteritis como: mucosas, linfociticas y linfoplasmociticas (Patterson,
Eckerlin, Lyons, y Jewell, 2001. Malago, 2019). Aunque los eventos tempranos de la infeccion gastrointestinal por
nematodos los cuales no se anclan a la mucosa es poco comprendida, existen evidencias que indican la necesidad de
la activacion de las células epiteliales antes del establecimiento de otros mediadores inmunitarios (Sorobetea,
Svensson, y Grencis, 2018). En infecciones experimentales con tres especies de nematodos distintos, las células
‘crestadas” llegan a extenderse durante la infeccion y son fundamentales para proveer las sefiales que estimulan el
mecanismo de inmunidad tipo 2 (Klementowicz, Travis, y Grencis, 2012). Los antigenos derivados de los nematodos
que son reconocidos por las células epiteliales aun son desconocidos, sin embargo se piensa que la quitina es un
antigeno que estimula la reaccion inmunolégica. Después de que el nematodo ha sido detectado por las células
epiteliales, la sefial es enviada a las células del sistema inmune innato para iniciar la inflamacién. Las principales
citocinas derivadas de epitelio involucradas en la generacion temprana de la inmunidad tipo 2 son la Interlucina IL-25,
IL-33 y linfopoyetina estromal timica que hace sinergia y libera IL-4, IL-5, IL-9 y la IL-13 a partir de varias células
linfoides (Sorobetea, 2018).

Una vez que el sistema inmune innato ha sido alertado de la presencia del parésito, la sefial se envia a los linfonodos
mesentéricos y activan el sistema inmune adaptativo donde principalmente las células dendriticas participaran, ademas
se ha demostrado que los eosindfilos estimulan la inflamacién de la mucosa y el reclutamiento de células plasmaticas

y la secrecion de IgA a partir las mismas, por lo que la presencia de linfocitos y macrofagos podria asociarse con la




cronicidad del proceso inflamatorio (Sorobetea, 2018), eventos que podrian explicar la generacion de las gastritis y

enteritis linfociticas determinadas en los ajolotes de esta investigacion.

En lo concerniente a las enteritis catarrales mucosas actualmente se sabe que diversos factores inflamatorios como
virus, bacterias y parasitos que estimulen a las células caliciformes, generan hiperplasia de estas células y la
consecuente exudacion de mucina que posee proteinas antinflamatorias (Casas, 2011., Gelberg, 2017) y ayuda a la
expulsién de parasitos debido a que las mucinas atrapan a los nematodos impidiendo su moetilidad, este evento,
asociado a la liberacion de proteinas neutralizantes por parte de los granulocitos, la hiperproliferacién epitelial y el
incremento del movimiento peristaltico intestinal ayudan a la eliminacién de agentes patégenos (Sorobetea, 2018).
Durante este estudio se identificaron 5 enteritis catarrales mucosas, de éstas en 2 ejemplares se presentaron
nematodos y en los 5 se obtuvieron aislamientos bacterianos (2 aislamientos de Aeromonas spp., 2 aislamientos de
Salmonella arizonae y 1 coinfeccién de Aeromonas spp. y Salmonella arizonae), tanto los nematodos como las
bacterias antes mencionadas se han asociado a este tipo de enteritis (Casas, 2011., Song, et al., 2014) por lo cual

consideramos que ambos factores también podrian estar asociados a esta lesién en A. mexicanum.

Con respecto a las enteritis necréticas, se encuentra descrito que este tipo de lesion se genera por un dafo vascular
y epitelial grave, estas lesiones pueden coexistir con eventos circulatorios secundarios como hiperemia, edema,
hemorragias y cuando el proceso necrotizante es primario de la lamina propia generalmente se encuentra afectado
también el tejido linfoide asociado a tracto gastrointestinal (Casas, 2011., Gelberg, 2017). En animales domésticos
este tipo de enteritis se encuentra asociado principalmente a virus como el de diarrea viral bovina o bacterias como
Salmonella spp. En aves se ha descrito enteritis necrotizante en un avestruz (Struthio camelus) que fue ocasionada
durante una septicemia por Aeromonas spp. (Franca, Walker, Kokka y Shivaprasad, 2009) y en anfibios la enteritis
necroética ha sido registrada en ranas (Litoria adelensis) ocasionada por el hongo Mucor amphibiorum (Creeper, Main,
Berger, Huntress y Boardman,1998). Durante esta investigacion se identificaron 8 enteritis necréticas de las cuales 3
individuos presentaron nematodos en la evaluacion parasitaria, los parasitos en particular los nematodos llegan a
lesionar el epitelio de la mucosa intestinal, sin embargo las necrosis difusas se encuentran mas asociadas a eventos
generados por virus o bacterias; por otro lado a partir de 6 ajolotes de Xochimilco que presentaron enteritis necrotica
se realizaron los siguientes aislamientos bacterianos a partir de liquido ascitico; 1 caso de Aeromonas spp., 1 caso de
Salmonella arizonae y 4 coinfecciones de Aeromonas spp. y Salmonella arizonae. y debido a la capacidad de estas
bacterias para generar septicemias es altamente probable que las enteritis necrotizantes en este estudio estén

asociadas a procesos sépticos ocasionados por las bacterias antes mencionadas.

Un tipo de inflamacién entérica muy frecuente en este estudio fue la enteritis con infilirado de melanomacréfagos, la

cual se present6 en 9 ejemplares. Los melanomacrofagos son células poco descritas en peces, reptiles y anfibios se




encuentran principalmente en 6rganos como rifién, bazo e higado e histolégicamente presentan una estructura similar
a un centro germinativo linfoide, se piensa que estas células forman parte del sistema de respuesta inmune adaptativo
humoral, estas células pueden poseer pigmentos como lipofucsina, melanina y hemosiderina, ademas en estudios in
vitro los melanomacrofagos de tortugas han presentado actividad fagocitica contra bacterias, hongos y huevos de
helmintos y en carpas inmunizadas con Aeromonas hydrophila han retenido el antigeno en los melanomacréfagos
esplénicos hasta por un afio (Steinel y Bolnick, 2017. Campos, Jared, Antoniazzi, Copp.i y Imoto, 2018). La respuesta
inmunoldgica de los melanomacréfagos se ha tratado de relacionar con diversos parametros como el tamafio de los
agregados de color, el area total pigmentada en un tejido, la intensidad de la pigmentacion y los agregados circulantes,
sin embargo estas variables pueden cambiar a través del tiempo por factores como el medio ambiente, oxigenacién,
contaminantes, sexo, tipo de alimentacion, fase de desove, estacién del afio, temperatura y exposicién al rayos
ultravioleta por lo que la interpretacion de la dinamica de los melanomacrofagos es dificil (Steinel, 2017). En este
estudio de los 9 ejemplares que presentaron enteritis con infiltrado de melanomacréfagos en 3 casos se presentaron
nematodos en intestinos y a partir de todos los ejemplares se obtuvieron los siguientes aislamientos bacterianos
asociados a septicemias en anfibios: 4 Aeromonas spp., 2 Salmonella arizonae, 1 Enterobacter aerogenes y 2
coinfecciones de Aeromonas spp. y Salmonella arizonae, debido a lo anterior es posible que esta lesion se asocie a la
infeccidn de estos agentes que pueden generar enteritis y consecuentemente el reclutamiento de melanomacréfagos

a este tejido.

En la inspeccion de higado de los ajolotes pertenecientes a esta investigacion se determinaron las siguientes lesiones,
degeneracién vacuolar, telangiectasia, y diferentes tipo de hepatitis como: Hepatitis necrética aguda, granulomatosa,
intersticial crénica, granulomatosa con melanomacréfagos y crénica fibrosante. Como sucede en otros aspectos
bioldgicos, el higado de los anfibios comparte caracteristicas con el higado de los peces y una de las principales
amenazas que aquejan a este drgano son las enfermedades infecciosas particularmente bacterias Gram negativas,
micobacterias e infecciones por hongos. Una caracteristica importante durante las enfermedades de los anfibios es
que generalmente son susceptibles a enfermedades multiorganicas debido a tener una comunicacién directa entre
pulmones, tracto gastrointestinal y circulacion linfatica dentro de la cavidad celémica, lo que favorece de manera

consecuente la diseminacién de enfermedades infecciosas (Crawshaw y Weinkle, 2000).

El higado del Ambystoma mexicanum es un ¢rgano elongado, parcialmente dividido por una membrana medial y
abarca la mitad craneal de la cavidad celémica (Craswshaw, 2000); los colores de este 6rgano pueden variar de pardo
oscuro a pardo claro, gris o blanco, ademas contienen centros de germinacion de melanomacréfagos, su estructura
histolégica es similar a la de otros vertebrados, pero los lobulillos no se distinguen facilmente (Demircan, 2016). El
higado de los anfibios presenta una significante funcion hematopoyética ya que en su periferia pueden encontrarse

eritroblastos, histiocitos, linfocitos y precursores de granulocitos (Craswshaw, 2000). Una de las patologias




encontradas durante este estudio fue la degeneracion vacuolar también denominada degeneracion albuminosa o
hidrépica, esta lesion se encontr6 solo en 6 individuos y es generada por dafios hipdxicos o toxinas, su especificidad
diagnostica es baja y en algunos momentos puede ser similar a cambios autoliticos (Casas, 2011), en ocasiones esta
lesion en anfibios llega a confundirse con acumulo de glucdgeno, el cual se acumula en otofio y sirve de energia
durante la hibernacién, sin embargo el acumulo de glucégeno en anfibios y peces se encuentra asociado a esteatosis
(Craswshaw, 2000), por lo tanto el hallazgo encontrado en nuestro trabajo correspondié a degeneracion vacuolar. Otro
hallazgo patolégico en higado de los ajolotes fue la telangiectasia la cual se presentd en 6 ocasiones, esta entidad es
una dilatacién notable de sinusoides que contienen abundante sangre y se localizan en areas donde los hepatocitos
se han perdido sin presentar evidencia de inflamacion o fibrosis (Gelberg, 2017), Esta entidad patoldgica se encuentra
descrita también en rayas Aetobatus narinari a nivel de branquias y en anfibios en asociacion a Leptospira spp.

(Warwick, 2013). concordando con las caracteristicas encontradas en este trabajo.

Las hepatitis es el término para definir al proceso inflamatorio general del higado, si el proceso inflamatorio se extiende
microscopicamente a espacios portales y afecta a los conductos biliares y hepatocitos recibe el nombre de
colangiohepatitis, a su vez la inflamacion especifica de conductos biliares recibe el nombre de colangitis y la
inflamacion del conducto biliar colescistitis (Casas, 2011). La naturaleza y distribucion de lesiones hepaticas estan
determinadas por la ruta de entrada, la respuesta inflamatoria del hospedero, el tipo de agente infeccioso y su afinidad
con algun tipo de células del higado. Las lesiones generadas mediante rutas hematdgenas generan lesiones de
distribucion aleatoria multifocal; las lesiones generadas por bacterias comunmente ascienden al parénquima hepatico
desde el intestino a través de los conductos biliares y llegan a extenderse a los hepatocitos desde el arbol biliar. En el
caso de las lesiones punzantes estas generan areas de inflamacién discretas con o sin necrosis a nivel de capsula 'y
en los hepatocitos. Una lesion hepatica se clasifica por el patron de afectacion, el tipo de células inflamatorias, la
evidencia de necrosis o fibrosis, la severidad del proceso, la evidencia de regeneracion y el agente etiolégico (Gelberg,
2017). El higado de los anfibios reacciona a los agentes toxicos o infecciosos de manera similar a los higados de otros
vertebrados. La infiltracion de neutréfilos durante procesos de septicemias bacterianas o la infiliracion mixta de células

mononucleares y macréfagos es comun.

Durante la presente investigacion se determinaron 13 hepatitis necréticas agudas, este tipo de inflamaciones hepaticas
se asocia principalmente a procesos parasitarios, virales o bacterianos con una distribucion aleatoria o difusa de la
lesion caracterizada por hepatocitos necréticos e infiltrado de neutréfilos (Gelberg, 2017). Al igual que en la presente
investigacion los procesos de hepatitis necrotizantes en anfibios han sido generadas por procesos sépticos severos
por diversos géneros bacterianos o por iridovirus y el grado de degeneracion hepatica correlaciona positivamente al
grado de ascitis y anasarca (Craswshaw, 2000). En nuestra investigacion todos los individuos que presentaron hepatitis

necréticas agudas también presentaron ascitis y a partir de este liquido en todos los casos se aislaron las siguientes




bacterias: 8 aislamientos de Aeromonas spp., 1 aislamiento de Salmonella arizonae y 3 coinfecciones de Aeromonas
spp. y Salmonella arizonae. Estas lesiones y estas bacterias se encuentran descritas en lesiones de anfibios por lo

que en el caso del Ambystoma mexicanum parecen tener una patogenia similar.

Con respecto a las hepatitis granulomatosas en anfibios estas principalmente se encuentran registradas durante
infecciones por micobacterias en sapos (Bufo marimus y B. granulosus) (Shively, Songer y Prchal, 1981. Mok, y
Carvalho,1984) y clamidiasis en ranas africanas (Xenopus laevis), (Howerth,1984). En la presente investigacion se
determinaron 2 hepatitis granulomatosas focales caracterizadas por la presencia de focos bien definidos con infiltrado
de células mononucleares similares a los granulomas paratificos generados por Salmonella spp. (Gelberg, 2017), a
partir de estos dos ejemplares se obtuvieron un aislamiento de Salmonella arizonae y una coinfecciéon de Aeromonas
spp. y Salmonella arizonae por lo que es probable que estas bacterias puedan generar también, las mismas lesiones
en Ambystoma mexicanum. Otros dos patrones histoldgicos observados en esta investigacién fueron las hepatitis
granulomatosas difusas y las hepatitis intersticiales crénicas. Las hepatitis granulomatosas difusas fueron
caracterizadas por un infiltrado de células inflamatorias mixto predominantemente de macréfagos que se distribuian
en menor o mayor cantidad a lo largo de todo el parénquima, y que a partir de estos dos ejemplares se aislé en un
caso Salmonella arizonae y en el otro una coinfeccion de Aeromonas spp. y Salmonella arizonae. Por otra parte las
hepatitis intersticiales cronicas se caracterizaron por la infiltracidén primordialmente de macrofagos en gran parte de los
sinusoides que llegaban a distender estas estructuras histologicas y a partir de 5 de 6 muestras de liquido ascitico se
obtuvieron coinfecciones bacterianas generadas por Aeromonas spp. y Salmonella arizonae, la muestra restante no

presentd aislamiento microbiano.

Se debe considerar que las hepatitis crénicas son resultado de una inflamacién constante debido a un estimulo
antigénico persistente, ademas, este tipo de hepatitis microscopicamente puede presentar acumulacién de células
inflamatorias mononucleares como linfocitos, macréfagos y células plasmaticas, también regeneracion y fibrosis, sin
embargo la distribucion y proporcidn de cada uno de los elementos celulares varia de acuerdo con el tipo de estimulo
y a la respuesta del hospedero (Gelberg, 2017). Debido a los factores antes mencionados, a los registros de hepatitis
granulomatosas en otros anfibios y a los aislamientos bacterianos de este estudio es probable que las hepatitis
granulomatosas focales, difusas e intersticiales crénicas sean ocasionadas también por una respuesta antigénica
cronica y la idiosincrasia por parte de los individuos aunque es relevante considerar que en 5 de 6 hepatitis intersticiales
cronicas hubo coinfeccidn de Aeromonas spp. y Salmonella arizonae, lo que podria sugerir que la interaccidn de ambas

bacterias y alguna otra condicion podrian ser factores estimulantes de este patrén de hepatitis.

El grupo de hepatitis mas frecuente fueron las hepatitis granulomatosas con melanomacréfagos, estas se determinaron

en 22 ejemplares asociados a los siguientes resultados bacterioldgicos: 4 aislamientos de Aeromonas spp., 4




aislamientos de Salmonella arizonae, 7 coinfecciones por Aeromonas spp. y Salmonella arizonae, 1 Enterobacter
aerogenes y 6 sin crecimiento bacteriano. El higado de los anfibios tiene una significante funcién inmunolégica ya que
ademas de tener el potencial de generar leucopoyesis, posee centros germinativos de melanomacréfagos y las células
de Kupffer relacionadas a los sinusoides, ambas células actian como fagocitos y durante el reconocimiento antigénico,
ademas de esto es importante considerar que la melanina es un polimero complejo que puede absorber y neutralizar
radicales libres y otros agentes toxicos (Zapata y Cooper,1990). En Rana esculenta se ha observado que los
melanomacréfagos hepaticos llegan a incrementarse por diferentes estimulos antigénicos o factores como la edad del
individuo y estacion del afio ademas de que en esta especie de anfibios existe una relacién inversamente proporcional
entre el nimero de melanomacréfagos y la temperatura ambiente (Corsaro, Scalia y Sinatra,1990). Debido a los
factores antes mencionados y a que este tipo de hepatitis fueron las mas frecuentes durante este estudio, las cuales
estuvieron asociadas a aislamientos bacterianos, podemos mencionar que al igual que en otras especies de anfibios,
los melanomacrofagos de Ambystoma mexicanum son estimulados a partir de antigenos bacterianos de Aeromonas
spp., Enterobacter aerogenes y Salmonella arizonae, es importante considerar que es necesario tratar de establecer
correlaciones entre los factores que modifican la intensidad de la respuesta de los melanomacréfagos, la cantidad de

melanomacréfagos hepaticos y la insuficiencia hepatica.

Otro tipo de lesiones encontradas en higado durante este estudio fueron las hepatitis crénicas fibrosantes, estas
entidades patologicas se encontraron en 5 ejemplares de los cuales se obtuvo 1 aislamiento de Aeromonas spp. 2 de
Salmonella arizonae, 1 coinfeccion de Aeromonas spp. y Salmonella arizonae y 1 ejemplar sin aislamiento. La fibrosis
es una consecuencia muy comun de lesiones hepaticas cronicas y su significancia depende de su efecto sobre la
funcion del drgano. En especies domésticas donde los lobulillos hepaticos son observables, las fibrosis presentan
diferentes distribuciones como: fibrosis centrolubulillares asociadas a procesos congestivos crénicos o las fibrosis
periportales que resultan de la inflamacion cronica por agentes tdxicos, donde los puentes de fibrosis pueden generarse
a partir de eventos necréticos que se extienden de un conducto portal a otro. Un solo evento de necrosis generalizada
en higado normalmente no sigue los procesos de reparacion habitual, si no que genera una fibrosis y condensacion
del estroma de tejido conectivo existente que termina en la formacién de bandas de tejido conectivo denso
convirtiéndose en una cicatrizacion postnecrética (Gelberg, 2017). Existen descripciones de anfibios con hepatitis
cronicas ocasionadas por bacterias donde macroscopicamente se observa fibrina y en particular en infecciones por
Clamidias en ranas se han observado escasos cambios macroscopicos, sin embargo en los casos cronicos se ha
observado un prominente patron de fibrosis portal, asociado a infiltrado inflamatorio mononuclear, degeneracion de
hepatocitos, colestasis y acumulacién de hemosiderina (Craswshaw, 2000). En el presente estudio las hepatitis
fibrosantes fueron escasas sin embargo fueron asociadas a infecciones por bacterias las cuales fueron mencionadas
con anterioridad, debido a esto es probable que las lesiones generadas en estos casos estimularon la fibrosis hepatica,

sin embargo se vuelve necesario resaltar que existieron hepatitis muy severas que no presentaron fibrosis, una posible




causa de este fendomeno podria estar asociado a la alta capacidad de regeneracion celular que posee el Ambystoma

mexicanum y que podria compensar las lesiones tisulares en este érgano.

6.3. Bazo

A la inspeccion del bazo, durante esta investigacion se determiné la presencia de las siguientes lesiones: congestion,
deplecion linfoide (atrofia linfoide), hiperplasia de pulpa roja, esplenitis purulenta y esplenitis granulomatosa con
melanomacrofagos. De manera general el bazo como drgano linfoide secundario realiza funciones como el
almacenamiento de eritrocitos, granulocitos y trombocitos, ademas, participa en la defensa del organismo y sabemos
que al igual que otros tejidos puede presentar alteraciones, circulatorias, traumaticas, inflamatorias, infecciosas o de
crecimiento celular (Aburto, 2011. Boes y Durham, 2017). El bazo de anfibios apodos y urodelos, es un érgano alargado
similar al de los peces donde la delimitacién entre la pulpa roja y la pulpa blanca no es evidente. El bazo de los anfibios
es un sitio importante para la produccion y destruccion de eritrocitos y en urodelos como el Ambystoma mexicanum es
productor de basofilos y granulocitos (Turner, 1998). A partir de la pulpa blanca los linfocitos se encuentran dispersos
de manera irregular hasta la pulpa roja y la arteriola central provee de capilares que van hasta la arteria del foliculo. El
bazo de los anfibios normalmente responde a los antigenos mediante la proliferacion celular, y se ha documentado la
capacidad de los linfocitos B para producir anticuerpos como IgM, IgY o IgX, ademas en ranas Xenopus spp. se ha

demostrado que existe una retencion de antigenos solubles en las zonas periféricas a la pulpa blanca (Manning, 1991).

Los procesos congestivos del bazo son alteraciones frecuentes observadas durante los procesos agénicos, eutanasias
por barbitdricos y torsion esplénica entre otros como animales que cursan con septicemias o bacteremias por antrax y
salmonelosis fulminantes, donde los casos de curso crénico llegan a observarse neutréfilos y macréfagos infiltrados
en la pulpa roja (Aburto, 2011). En anfibios las congestiones esplénicas se encuentran descritas también en diversos
procesos de enfermedad (Wrigth, 2001), por otra parte también se ha estudiado que los tritones (Triturus cristatus
carnifex) presentan mecanismos de congestién-descongestion esplénica para compensar las variaciones oxigénicas
ligadas al ambiente (Frangioni y Borgioli, 1991). Debido a lo anterior es probable que las congestiones observadas en
el bazo de los ajolotes de Xochimilco de nuestra investigacidn se asocien a procesos agdnicos o a procesos sépticos
ya que en los 8 casos con congestién se obtuvieron aislamientos bacterianos correspondientes a 2 Aeromonas spp.,

2 Salmonella arizonae y 4 coinfecciones de Aeromonas spp. y Salmonella arizonae.

La deplecion linfoide también llamada atrofia linfoide esplénica se ha asociado a enfermedades debilitantes,
desnutricion, cancer, sindromes de mala absorcion y senilidad, entre otras causas (Aburto, 2011., Boes, 2017),
desafortunadamente aunque existen evidencias de multiples factores que generan estresores en anfibios, la deplecion

o atrofia linfoide no es un hallazgo bien documentado; en esta investigacion la deplecion o atrofia linfoide fue el hallazgo




mas comun para las lesiones esplénicas con 23 casos y a partir de 21 de estos casos se logré el aislamiento bacteriano
correspondiente a: 10 Aeromonas spp., 2 Salmonella arizonae, 1 Enterobacter aerogenes, 8 coinfecciones por
Aeromonas spp. y Salmonella arizonae, las enfermedades infecciosas con potencial a desarrollar septicemias son
consideradas enfermedades debilitantes y debido a este hallazgo junto a los aislamientos bacterianos consideramos

que los procesos sépticos en Ambystoma mexicanum es una causa de deplecién o atrofia linfoide.

Otra lesidn observada durante el presente trabajo fue la hiperplasia de pulpa roja; la hiperplasia de los macréfagos de
pulpa roja, se ha observado en enfermedades hemoliticas crénicas, debido a la necesidad de fagocitar eritrocitos
durante tiempo prolongado, de modo similar la congestion esplénica cronica, genera hipertension de la vena esplénica
o portal y puede estimular que los macréfagos situados en la pared de los espacios vasculares de la pulpa roja
proliferen y se adelgacen las paredes reticulares entre los espacios vasculares. En animales domésticos los
macréfagos de la pulpa roja llegan a proliferar en respuesta a hongos y otros microorganismos intracelulares
facultativos que llegan via hematdgena al bazo, por otra parte la cantidad de macréfagos de la pulpa roja llega a
incrementarse por los monocitos reclutados a partir de sangre para formar inflamaciones granulomatosas (Aburto,
2011., Boes, 2017). En anfibios esta entidad patoldgica parece no estar descrita, sin embargo en los ejemplares
analizados en esta investigacion se observé en 7 ocasiones, de las cuales en 6 casos se presentaron aislamientos
bacterianos correspondientes a 3 Aeromonas spp. y 3 coinfecciones de Aeromonas spp. y Salmonella arizonae, lo que
nos sugiere que al igual que lo descrito en ofros vertebrados las enfermedades infecciosas de potencial diseminacion
via hematdgena como las bacterias aisladas en estos casos pueden ser un factor predisponente a la hiperplasia de

pulpa roja en Ambystoma mexicanum.

En el caso de las inflamaciones esplénicas o esplenitis, se consideran como lesiones poco comunes que se
desencadenan en animales domésticos debido a peritonitis difusas o sepsis; la inflamacién de este érgano linfoide
puede generarse por la llegada de agentes infecciosos que se diseminan via sanguinea y el tipo de reaccion puede
variar de acuerdo con el agente infeccioso. Se ha observado que durante las septicemias agudas, es mas comun que
el bazo reaccione con procesos congestivos que con inflamacion o reactividad. Cuando se presentan septicemias de
mas duracién llegan a observarse cumulos de neutréfilos acompafiados de hiperplasia de macréfagos de la pulpa roja,
de los microorganismos comunmente aislados en las esplenitis purulentas de animales doméstico se encuentran
registrados: E. coli, Pasteurella multocida, Streptococcus spp., Listeria monocytogenes, Haemophilus agni,
Erysipelothrix rhusiopathaie y Salmonella spp. (Aburto, 2011). En anfibios no se encuentran documentadas las
esplenitis purulentas, sin embargo existen registros de necrosis esplénicas en ranas durante infecciones por
Streptococcus spp. no hemolitico (Amborski, Snider y Culley, 1983) y por ranavirus en peces (Gibson, et al., 2003). En
nuestra investigacion se determinaron 4 esplenitis purulentas, de las cuales 3 presentaron aislamientos bacterianos

correspondientes a 2 Aeromonas spp. y una coinfeccion de Aeromonas spp. y Salmonella arizonae; los hallazgos




microscopicos y microbioldgicos nos brindan elementos para proponer la participacién de los géneros bacterianos

antes mencionados en el establecimiento de procesos sépticos y esplenitis purulentas en ajolotes de Xochimilco.

Otro proceso inflamatorio esplénico son las esplenitis granulomatosas. En animales domésticos estas lesiones pueden
ser ocasionadas por enfermedades infecciosas cronicas generando hiperplasia y fagocitosis de macréfagos,
hiperplasia linfoide difusa o enfermedad granulomatosa difusa, los agentes microbianos facultativos principalmente
documentados asociados a esta lesién son Mycobacterium spp., Brucella spp. y Francisella tularensis, asi como
micosis sistémicas ocasionadas por Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum y protozoarios como
Leishmania spp. En anfibios las esplenitis granulomatosas se han decrito en ranas y sapos por infecciones de
Mycobacterium spp. y Chlamydia spp. (Densmore, 2007). Durante esta investigacion se determinaron 13 esplenitis
granulomatosas con melanomacréfagos, como hemos mencionado con anterioridad, los melanomacréfagos pueden
encontrarse en arreglos similares a los foliculos linfoides a nivel de higado, rifidn o bazo y estos pueden reaccionar
para contrarrestar microorganismos o radicales libres, ademas de estar influenciados por factores intrinsecos o
extrinsecos (Steinel, 2017). Nuestros hallazgos fueron asociados al aislamiento microbiano de las siguientes bacterias:
4 Aeromonas spp., 2 Salmonella arizonae, 1 Enterobacter aerdgenes y 5 coinfecciones de Aeromonas spp. y
Salmonella arizonae. Uno de los ejemplares fue negativo al aislamiento bacteriano. Debido al aislamiento de las
bacterias anteriormente descritas y siendo una de las lesiones esplénicas mas frecuentes, podemos inferir que los
microrganismos antes mencionados pueden funcionar como estimulantes para la proliferacion de estas células a nivel

esplénico con la finalidad de que los melanomacréfagos los contrarresten.

6.4. Rifién

A la inspeccion del sistema urinario, en los rifiones de ajolotes de Xochimilco de esta investigacion se presentaron las
siguientes lesiones: congestidn, necrosis tubular asociada a depésitos de calcio, nefritis intersticial linfocitica,
glomerulonefritis cronica asociada a melanomacréfagos y glomerulonefritis mesangio proliferativa. Los procesos
adaptativos renales de los anfibios permiten en muchas ocasiones acoplarse a los habitats acuaticos y terrestres; la
unidad anatomica y funcional de sus rifiones al igual que en otras especies es la nefrona; la nefrona glomerular es el
principal componente de filtracion de sangre del rifién y los solutos como la glucosa y iones como el sodio o cloro se

reabsorben a nivel del tibulo distal (Schmidt-Nielsen, 1997).

Los rifiones de los anfibios son érganos pares localizados en la regidn dorsal-caudal de la cavidad celémica, en los
anfibios terrestres este 6rgano ha evolucionado para excretar urea y en raras ocasiones &cido Urico como desechos
metabdlicos; en los anfibios mas dependientes de agua excretan una mayor cantidad de amoniaco, ademas, los

rifiones pueden filtrar los fluidos celémicos y vasculares (Wrigth, 2001). Los rifiones de los anfibios caudados como los




Ambystoma mexicanum, mantienen las mismas caracteristicas, sin embargo estructuralmente poseen tibulos distales,
es relevante resaltar que los estadios larvarios de los anfibios y cualquier anfibio que vive en el agua tienen que eliminar

grandes cantidades de orina diluida para compensar la acumulacion de liquido (Cecil, 2006).

La congestion renal puede desarrollarse a partir de fendmenos fisioldgicos pasivos, secundario a choque hipovolémico,
insuficiencia cardiaca o hipostatica, microscopicamente tanto vasos sanguineos como arterias se encuentran
distendidas con abundante sangre en su lumen y si el proceso ha permanecido por tiempo prolongado, pueden existir
coagulos y suero (Breshears y Confer, 2017). En animales domésticos se ha documentado la congestion aguda por
infecciones bacterianas como la enterotoxemia en borregos y becerros (Martinez, 2011). Aunque en animales
domésticos es muy comun la descripcion de los eventos hiperémicos y congestivos en anfibios es escasa la
documentacion de esta lesion, sin embargo se encuentra mas registrada en anuros con problemas toxicos por clorato
de potasio o contaminacién a partir de desechos de areas agricolas (Sisman, et al., 2021. Buncharoen, et al., 2022).
Sin embargo durante esta investigacion la congestion renal estuvo relacionada con los siguientes aislamientos
bacterianos: 2 Aeromonas spp., 3 coinfecciones por Aeromonas spp. y Salmonella arizonae y 1 Coinfeccion por
Aeromonas spp. y E.coli. y debido al potencial de diseminacion de estas bacterias en anfibios, es probable que este

evento circulatorio esté asociado a septicemias en A. mexicanum.

Una de las lesiones mas comunes en ajolotes durante esta investigacién fue la necrosis tubular asociada a depésitos
de calcio. La necrosis tubular aguda es generada principalmente por dafios isquémicos o sustancias nefrotdxicas,
siendo los tUbulos proximales y el asa de Henle los mas susceptibles al dafio, las células epiteliales sometidas a
isquemia o téxicos se degeneran, necrosan y desprenden. Una lesion histolégica caracteristica de este tipo de necrosis
tubulares en animales domésticos es la tubulorrexis (ruptura de la membrana basal), por otro lado el glomérulo es una
estructura resistente a la isquemia en estadios iniciales y si el dafio es prolongado puede llegar a presentar necrosis
(Breshears, 2017). En el caso de las nefrosis con depdsitos de cristales, éstas estdn mas asociadas a procesos
nefrotoxicos que isquémicos, dentro de las sustancias nefrotdxicas mas descritas se encuentran: hemoglobina,
mioglobina, metales pesados como mercurio, plomo, arsénico, cadmio, bismuto y talio, ademas de antibi6ticos del
grupo de los aminoglucésidos, sulfonamidas, tetraciclinas, polimixinas, cefalosporinas o anfotericina B, fertilizantes,
ademas de antinflamatorios no esteroidales y consumo de plantas ricas en oxalatos o dietas altas en vitamina D. Todos

estos factores pueden ocasionar insuficiencia renal aguda y uremia con oliguria e inclusive anuria (Martinez, 2011).

En anfibios las necrosis tubulares estan principalmente descritas en anuros y generalmente se encuentran asociadas
a toxicos como: carbaril, talstar 10 EC, alfa-cipermetrina, cadmio o metales pesados (Buncharoen, 2022) y la
precipitacion de cristales generalmente se encuentra asociada con &cido Urico por alteraciones metabdlicas y al

consumo de espinaca y Aslaonema ruebelinii que ocasionaron precipitacion de cristales de oxalato en ranas Lithobates




neovolcanicus y Phyllomedusa sauvagii (Cecil, 2006). Debido a la informacién descrita con anterioridad es posible que
las 16 necrosis tubulares asociadas a depositos de calcio podrian estar asociadas a un agua alta en oxalatos u otras
sustancias tdxicas e incluso a procesos isquémicos generados por las septicemias ya que a partir de estos individuos
se aislaron las siguientes bacterias: 5 Aeromonas spp., 3 Salmonella arizonae y 6 coinfecciones por Aeromonas spp.

y Salmonella arizonae.

Otralesién encontrada a nivel renal en este estudio fue la nefritis intersticial linfocitica, ésta se present6 en 7 ocasiones
y a partir de estos animales se aislaron las siguientes bacterias: 1 Aeromonas spp., 5 coinfecciones por Aeromonas
spp. y Salmonella arizonae y 1 ejemplar negativo al aislamiento bacteriano. Dependiendo la intensidad del proceso y
la respuesta del huésped estas nefritis pueden ser de curso agudo o crénico y su patron de distribucion multifocal o
generalizado. De las causas que generan nefritis focales o multifocales en animales domésticos se encuentran las
septicemias bacterianas por Leptospira spp. o viricas. En el caso de la leptospirosis la bacteria se localiza en los
capilares intersticiales del rifién y posteriormente migra a través del endotelio al espacio intersticial y después al lumen.
Una vez establecidas las bacterias en las células tubulares producen degeneracion y necrosis ya sea por efecto toxico
o por la inflamacién intersticial, presentdndose infiltracién de monocitos, macréfagos, linfocitos y células plasmaticas.
En becerros la nefritis intersticial linfocitica se considera un hallazgo incidental consecuente a una bacteremia por
E.coli, Salmonella spp., Brucella spp., Theileria parva'y en conejos por el parasito Encephalitozoon cuniculi. En anfibios
las nefritis intersticiales se encuentran documentadas en ranas infectadas por la bacteria Chlamydya pneumoniae
(Cecil, 2006), en salamandras (Desmognatus ocoee) infectadas por rickettsias, en ranas arboreas cubanas (Osteopilus
septentrionalis) infectadas por el parésito Allodero hylae, en sapos neotropicales por Entamoeba spp. y en ranas
asiaticas cornudas (Megophrys nasuta) infectadas por hongos Myxosporidium spp. (Pessier, 2018). Con base en la
relacidn de las nefritis intersticiales linfociticas y los diferentes microorganismos involucrados en ellas, es probable que

las bacterias aisladas en estos individuos hayan participado en la generacion de esta lesion en ajolotes de Xochimilco.

En cuanto a las lesiones glomerulares durante esta investigacion se observaron 6 casos de glomerulonefritis
mesangioproliferativas y 17 glomerulonefritis cronicas asociadas a melanomacréfagos. De manera general las
glomerulonefritis presentan cambios vasculares y tubulointersticiales ocasionados por procesos inmunomediados
como el depésito de complejos inmunes en el glomérulo o anticuerpos que van dirigidos contra la membrana basal
glomerular, estos padecimientos en animales domésticos se han asociado a diversos agentes virales, bacterianos y
parasitarios, asi también como enfermedades autoinmunes, hereditarias y neoplasicas. Cualquier infeccion que llegue
a producir una reaccién antigénica persistente puede ser una potencial causa de glomerulonefritis, microscopicamente
las glomerulonefritis pueden clasificarse como proliferativas las cuales se caracterizan por un incremento de la
celularidad del glomérulo y leucocitos en capilares y mesangio, membranosas representadas por un engrosamiento

difuso de la membrana basal de los capilares 0 mesangioproliferativas, las cuales se desarrollan a partir de una




hiperproliferacién celular de las células endoteliales del glomérulo y células epiteliales glomerulares y mesangiales.
Por otro lado existen documentadas en animales domésticos las inflamaciones glomerulares agudas y cronicas
principalmente asociadas a bacterias como Actinobacillus equuli, Erysipelothryx rhusopathiae, Corynebacterium
pseudotuberculosis, Truperella pyogenes, Staphylococcus aureus y Mannheimia haemolytica, las cuales pueden
generar émbolos bacterianos en el glomérulo entremezclados con material necrético y neutréfilos que obliteran el
glomérulo, estos procesos inflamatorios al ser persistentes, pueden remplazar a los neutréfilos progresivamente con
linfocitos, células plasmaticas, macréfagos vy fibroblastos llegando a tener caracteristicas de cronicidad. (Martinez,
2011., Breshears, 2017). En anfibios existen pocas descripciones de glomerulonefritis, sin embargo registros de
glomerulonefritis membranosa se presentaron en una colonia de anfibios que padecieron la enfermedad del edema en
Canada y que afecté a diferentes especies de anfibios como: ranas toro (Rana catesbeiana), ranas verdes (Rana
clamitans), ranas leopardo (Rana pipiens), sapos (Bufo americanus), rana de bosque (Rana sylvatica), ranas grises de
arbol (Hyla versicolor), rana primaveral (Pseudacris crucifer), necturo (Necturus maculosus), salamandra de manchas
azules (Ambystoma laterale) y salamandra manchas amarillas (Ambystoma maculatum) (Vannevel, 2006). De acuerdo
con la informacién desarrollada a partir de animales domésticos y anfibios, las glomerulonefritis mesangioproliferativas
y las glomerulonefritis crénicas asociadas a melanomacréfagos es probable se encuentren asociadas a procesos de
respuesta antigénica establecidos a partir de las bacterias aisladas en estos ejemplares las cuales fueron: 7
aislamientos de Aeromonas spp., 2 Salmonella arizonae, 1 Enterobacter aerégenes, 9 coinfecciones por Aeromonas
spp. y Salmonella arizonae y 4 ejemplares negativos al aislamiento, sin embargo es importante considerar que la
presencia de melanomacrofagos en los glomérulos puede deberse al reclutamiento de estas células por los mismos
procesos infecciosos ya mencionados 0 que se encuentren en estos sitios como centros de proliferacién de

melanomacréfagos propios de la especie.

6.5. Piel

Alainspeccion del sistema tegumentario, en esta investigacidn se determinaron las siguientes lesiones: degeneracion
vacuolar, dermatitis necrética erosiva, dermatitis necrética ulcerativa, adenoma de glédndulas de moco y melanoma.
Los padecimientos cutaneos en los anfibios, al parecer poseen una mayor relevancia en cuanto a la gravedad con
respecto a otras especies debido a la participacion de la piel en la respiracion y el transporte de iones, ademas de que
los dafios cutaneos les pueden ocasionar septicemias o trastornos metabdlicos de consecuencias fatales. De manera
general en los anfibios la epidermis es delgada presentando entre 2 y 5 capas de células, en algunas especies sdlo se
presenta una capa cornificada que se encuentra recubierta por moco (Pessier, 2002). La urea, el amoniaco, el sodio y
el cloro pueden atravesar su piel abundantemente vascularizada, ademas presentan células pigmentarias a nivel de
subepidermis denominadas células cromatéforas o melanéforas y una capa de glandulas por debajo que se encuentran

separadas de la dermis por una lamina basal. Existen dos tipos de glandulas; las glandulas mucoides encargadas de




secretar una solucién acuosa e incolora que sirve para la impermeabilizacion y permeabilidad del oxigeno dérmico y
las glandulas granulares o serosas (glandulas de veneno) que producen sustancias que contienen péptidos, aminas,

alcaloides y cardiotoxinas, (Reavill, 2001).

En anfibios las lesiones de piel como abrasiones o heridas generadas por puncion, pueden ser graves debido a que
promueven infecciones bacterianas sistémicas o septicemias. Bacterias Gram negativas como Aeromonas spp.,
Salmonella spp., E.coli, Enterobacter spp. entre otras, ademas de Mycobacterium spp. son algunos de los agentes
involucrados en estos procesos infecciosos sistémicos. Mltiples microrganismos han sido documentados como
causantes de enfermedad cutanea en anfibios dentro de los mas representativos se encuentran virus como: el
herpesvirus y el ranavirus, hongos como Basidiobolus ranarum, Mucor amphibiorum, Saprolegnia, Chrytidiomycosis y
las cromomicosis, ademas de ectoparasitos como Trichodina spp., Dermocystidium spp., Piscinoodiunium spp.,
Tetrahymena spp., copépodos, microfilarias, rhabdias y trematodos. Por otro lado se han descrito las lesiones cutaneas
generadas por sustancias tdxicas como el iodo, cloro y fertilizantes ademas de lesiones traumaticas debido a la
manipulacién humana, contacto con sustratos abrasivos, redes y agresiones interespecie entre otras causas (Reavill,
2001).

La degeneracidn vacuolar o hidropica es el término utilizado para nombrar a la acumulacién de liquido intracelular
limitado a la capa basal de la epidermis, esta lesién es consecuencia del dafio a los queratinocitos cuando no pueden
mantener la homeostasis y llegan a acumular liquido que ocasiona inflamacion citoplasmatica, ruptura de la membrana
celular, degradacion de organelos y necrosis (oncosis) (Hargis y Myers, 2017). En anfibios lesiones similares se han
observado en infecciones por Iridovirus en Ambystoma tigrinum, infecciones por Pseudocapillaroides xenopi en
Xenopus laevis, (Wrigth, 2001). Durante esta investigacion se observaron 6 degeneraciones vacuolares que
presentaron las caracteristicas descritas anteriormente y de estos individuos se realizaron aislamientos bacterianos a
partir del liquido ascitico obteniéndose: 2 aislamientos de Aeromonas spp., 2 coinfecciones de Aeromonas spp. y
Salmonella arizonae y 2 ejemplares sin desarrollo bacteriano, debido a los factores antes mencionados, es posible que

esta lesion pudiera haberse generada por lesiones cutaneas e infecciones secundarias bacterianas sistémicas.

Las dermatitis de curso agudo en la epidermis, en realidad es un fenémeno que comienza desde la dermis con cambios
vasculares y migracion de leucocitos, el liquido acumulado surge de los vasos sanguineos dilatados y puede moverse
intercelularmente a través de la epidermis y causar espongiosis. Los leucocitos principalmente los neutréfilos (durante
la fase aguda) migran desde los vasos dérmicos superficiales, a través de la dermis superficial y después se dirigen
hacia los espacios intercelulares de la capa profunda y luego de la capa superficial de la epidermis. El tipo de leucocitos
que es reclutado al sitio de inflamacion dependera de las interacciones de citocinas involucradas en la patogenia del

padecimiento y es Util para clasificar y diagnosticar las lesiones. Los procesos de necrosis en piel se caracterizan por




picnosis, cariorrexis, y cariolisis, hinchazon de organelos, ruptura de membrana citoplasmatica acompariados de
respuesta inflamatoria aguda, las causas de necrosis epidérmicas pueden ser: lesiones fisicas, quimicas, resultado

de isquemia o infarto por vasculitis o tromboembolismo y tener como consecuencia erosion y ulceracion. (Hargis, 2017).

En los anfibios se han registrado dermatitis erosivas y ulcerativas en Ambystoma tigrinum secundarias a Iridovirus y
en Rana temporaria por el virus similar al poxvirus, asi también se han descrito dermatitis ulcerativas en sapos
canadienses (Anaxyrus hemiophrys) por Basidiosbolus ranarum, en sapos de Wyoming (Anaxyrus baxteri) por
mucormicosis, dermatitis erosivas secundarias a septicemias por Aeromonas hydrophila, Citrobacter freundii, Hafnia
alvei, Klebsiella pneumoiniae, Providencia rettgeri, Enterobacter agglomerans, Chlamydia psittaci, Mycobacterium spp.
y Salmonella spp. ademas de dermatitis ulcerativas ocasionadas por traumatismos por manejo inadecuado, sustancias
quimicas &cidas o alcalinas como cloro (Reavill, 2001). De acuerdo con esta informacién podemos inferir que las
dermatitis necréticas erosivas y ulcerativas descritas en esta investigacidn al encontrarse asociadas al aislamiento
bacteriano de 3 Aeromonas spp., 3 Salmonella arizonae. y 6 coinfecciones de Aeromonas spp. y Salmonella arizonae
podrian ser secundarias a lesiones traumaticas o quimicas que ocasionaron la infeccidn por estos microorganismos.
Otra causa de las lesiones podria ser el proceso séptico primario generado por estas bacterias, sin embargo cuando
las lesiones son originadas por septicemias ocasionan tromboembolismo bacteriano y necrosis consecuente y en la

inspeccion de estas lesiones no se observé tromboembolismo.

La neoplasia es un proceso de crecimiento nuevo donde las células manifiestan cambios genéticos irreversibles, que
las vuelven incapaces de responder a los controles de crecimiento ejercidos por las células normales o transformadas,
debido a la proliferacion continua, las células se expanden por encima de sus limites anatémicos normales, creando
una neoplasia que puede ser observada microscépica 0 macroscopicamente. Los tumores pueden clasificarse en
benignos y malignos, los tumores benignos no invaden el tejido circundante, ni se propagan a nuevas localizaciones
anatomicas, suelen ser curables y en pocas ocasiones generan la muerte del ejemplar; por otro lado los tumores
malignos pueden invadir localmente, se diseminan mediante la metastasis y llega a matar a los individuos debido a la

interferencia que genera en las funciones corporales vitales (Newkirk, Brannick y Kusewitt, 2017).

En anfibios las enfermedades neoplasicas se presentan comunmente, sin embargo la informacién sobre las terapias
especificas y su pronostico es limitada, se han descrito neoplasias de estirpes, epiteliales, mesenquimales y de células
redondas practicamente de todos los tejidos de diversas especies de anfibios. En Ambystoma tigrinum se determind
que animales que vivian en una laguna con sedimentos de agua residual desarrollaron mas papilomas, fibromas,
fibrosarcomas y melanoma malignos que individuos que se encontraban en lagunas no contaminadas y en Ambystoma
mexicanum se han descrito neoplasias como epiteliomas, mastocitomas, melanomas y teratomas entre otras. Los

melanomas en anfibios son neoplasias originadas a partir de los melanéforos (cromatéforos) epiteliales, de manera




inicial aparecen como manchas con pigmento que se originaron bajo el epitelio donde microscépicamente los
cromatoforos infiltran el tejido conjuntivo subcutaneo, siendo localmente invasivos al inicio aunque en su version
maligna llegan a generarse multiples tumores (Reavill, 2001). Las caracteristicas del melanoma concordaron con el
melanoma encontrado durante esta investigacion, sin embargo en nuestro hallazgo sélo se encontrd una tumoracién

que no presentd diseminacion a otros érganos o tejidos.

Finalmente en los hallazgos anatomopatol6gicos de esta investigacion se determiné la presencia de un adenoma de
glandulas de moco con area carcinomatosa. En anfibios principalmente en ranas, los tumores epiteliales benignos y
malignos han sido descritos cominmente y se ha observado que por lo regular no se extienden mas alla del tejido
subcutaneo, ni generan metastasis, describiendose neoplasias como: carcinomas de células escamosas, adenomas y
adenocarcinomas de origen glandular dérmico, epiteliomas y papilomas. Los adenocarcinomas de glandulas dérmicas
se presentan como masas subepidérmicas con nidos de glandulas y cordones similares a las glandulas dérmicas
normales y se extienden hasta el revestimiento de los espacios linfaticos circundantes y generalmente no se presentan
metastasis (Reavill, 2001). Esta descripcion corresponde al adenocarcinoma de gldndulas de moco con area
carcinomatosa observado en esta investigacion, sin embargo en el tumor de nuestro estudio se realizd la tincion de
azul alcian, que ayudoé a la categorizacion de la secrecion luminal como material mucoide y debido a esto se pudo

identificar el origen de la neoplasia, siendo el primer comunicado de esta entidad en Ambystoma mexicanum.

6.6.  Aislamientos microbianos y resistencia a los antibiéticos

Uno de los objetivos de la presente investigacion fue la identificacion de los microorganismos involucrados con la
mortalidad de Ambystoma mexicanum en esta poblacion que de manera general se asociaron principalmente con las
bacterias Aeromonas spp. y Salmonella arizonae, ademas de un aislamiento de Enterobacter aerogenes y uno de E.
coli. Las enfermedades bacterianas, incluyendo las septicemias en anfibios se asocian con una mortalidad significativa
en cautiverio y estan relacionadas con procesos de crianza deficientes; las septicemias generadas por bacterias Gram
negativas en anfibios han recibido el nombre de “pierna roja” debido a las lesiones eritematosas que se forman en la
region ventral de los muslos de las ranas, sin embargo es relevante considerar que el eritema es un signo inespecifico
y no se puede utilizar para realizar el diagnostico de septicemia bacteriana ya que este padecimiento debe de

diagnosticarse de manera integral con herramientas de histopatologia y microbiologia (Hemingway, 2009).

Algunos eventos de mortalidad masiva en anfibios han sido atribuidos a septicemias bacterianas pero estos
diagndsticos han sido cuestionados debido a la falta de confirmacion histopatoldgica y de pruebas complementarias.
En la compilacién realizada por Haemingway, 2009 se describieron aislamientos bacterianos incluyendo Aeromonas

hydrophila en mortalidades de Alytes obstetricans en las montafias de los Pirineos en Espafia, en Rana muscosa y




Bufo boreas en Colorado y en renacuajos de Rana sylvatica de Rhode Island. Aeromonas spp. ha sido aislada a partir
de ranas infectadas con ranavirus y quitridiomicosis, asi también se ha podido aislar a partir de intestinos de anfibios
sanos y de su medio ambiente. Recientemente, se descubrié una nueva subespecie virulenta de Aeromonas hydrophila
ranae, en Rana rugulosa en Tailandia que murieron de septicemias y se piensa que en la mayoria de los casos este
padecimiento probablemente este asociado de manera secundaria a estrés por hacinamiento, mala calidad de agua,
traumatismos, cambios de temperatura y posterior al transporte, ademas estudios realizados en Xenopus laevis con
diferentes complejos mayores de histocompatibilidad, cuando fueron expuestos a Aeromonas hydrophila dependieron
de sus haplotipos de complejo mayor de histocompatibilidad existiendo renacuajos con haplotipos resistentes y
susceptibles, este estudios demostré que la genética del huésped anfibio es un factor importante para la susceptibilidad
a las bacterias patégenas (Hemingway, 2009). Con respecto a Salmonella spp. los anfibios generalmente se han
considerado portadores, y no parece haber informes de que ocasione enfermedad clinica, se piensa que el aislamiento
de esta bacteria muestra la contaminacién de los habitats de los anfibios por aguas residuales y debe suponerse que
la mayoria de los anfibios pueden portar mas de un tipo de Salmonella spp. en algiin momento. De las principales
lesiones registradas en anfibios con septicemias por Aeromonas spp. y otras bacterias Gram negativas se encuentran:
eritema, hemorragias dérmicas, ulceraciones y necrosis cutaneas, esplecnomegalia, nefritis, gastroenteritis,
hepatomegalia, focos de necrosis hepatica, miocarditis, endocarditis, esplenitis, nefritis tubular y glomerular, ademas

de ascitis (Wrigth, 2001) lo que concuerda con las lesiones observadas en nuestra investigacion.

Durante esta investigacion, a partir de 50 Ambystoma mexicanum a los que se les realizo la necropsia, se obtuvieron
aislamientos bacterianos en 41 casos, obtenidos de liquidos cavitarios y érganos, representando un 82% del total de
los individuos, en 9 ejemplares (18 %) no se obtuvo desarrollo bacteriano. De acuerdo a que las lesiones
macroscopicas y microscdpicas encontradas en los cadaveres de A. mexicanum de este estudio, (incluyendo a los que
no presentaron crecimiento bacteriano), son compatibles con las descritas en septicemias de otras especies de
anfibios, podemos inferir que la causalidad de muerte de los ajolotes de esta poblacion se debid a procesos sépticos

por las bacterias aisladas en esta investigacion.

Un factor importante a considerar durante las infecciones bacterianas que aquejan a los individuos es la resistencia a
los antibidticos, esta puede definirse como la capacidad de los microorganismos para resistir los efectos liticos de los
antibidticos, los mecanismos de resistencia a antibiéticos se desarrollan a través de la seleccion natural o debido a
mutaciones aleatorias de genes que codifican para producir los factores de virulencia; La resistencia a los antibiéticos
puede generarse a través de mecanismos como la desactivacion enzimatica que ocurre con las beta-lactamasas de
amplio espectro que son resistentes a cefalosporinas y monobactéamicos, evento que ha sido descrito en bacterias
como Kilebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, E.coli y Salmonella typhimurium. Otras bacterias pueden

generar alteraciones en los sitios de unién del antibidtico como el caso de Staphylococcus aureus resistente a la




meticilina debido a la alteracién de las proteinas de unién a penicilinas. Por otra parte la modificacion de las rutas
metabolicas como sucede en algunas bacterias resistentes a las sulfonamidas que utilizan acido félico preformado en
lugar de &cido para-aminobenzéico (PABA) que es precursor de la sintesis de acido félico en bacterias que son
inhibidas por sulfonamidas y el Ultimo mecanismo de resistencia a los antibiéticos conocido que es la reduccion de
acumulacién del antibiético por el mecanismo de disminucion de la permeabilidad de la membrana y/o el flujo de salida

del antibiético mejorado a través de las bombas de membrana (Zachary, 2017).

A pesar de que las resistencias bacterianas por mutaciones son raras, debido a la rapida multiplicaciéon entre
generaciones de bacterias, se calcula que una bacteria de cada cien millones o una de cada mil millones genera
resistencia a través de una mutacion durante una infeccién, ademas el uso de antibiéticos genera una presion
ambiental sobre las bacterias y aquellas que tienen mutaciones favorables (factores de virulencia para la resistencia
de antibidticos) pueden sobrevivir a los tratamientos y si llegaran a producirse multiples factores de virulencia se forman
las bacterias multirresistentes, ademas es relevante mencionar que los genes que codifican para las resistencias de
los antibidticos pueden transferirse de manera vertical (de progenitoras a hijas) u horizontal por transferencia de

plasmidos entre bacterias, por transformacion del ADN cromosomico o mediante bacteriéfagos (Zachary, 2017).

En anfibios existen algunos estudios que describen resistencias a los antibidticos, en el caso de Aeromonas spp. se
han descrito resistencias a ampicilina, amoxicilina, acido clavulanico, cefalotina, eritromicina, lincomicina, penicilina y
sulfametoxazol con trimetropima (Wrigth, 2001). Un estudio en Turquia con diferentes especies de anfibios y reptiles
describié que las principales resistencias a los antibiéticos en los aislamientos de bacterias Gram negativas (entre ellas
Aeromonas spp., Enterobacter spp. y E. coli) se presentaron contra la ampicilina, cefotaxima y eritromicina (Hacioglu
y Tosunoglu, 2014). Por otra parte en la costa central de California se realizd un estudio con diferentes especies de
anfibios de vida silvestre y analizaron la resistencia a los antibioticos con aislamientos de Salmonella spp.
observandose resistencias antimicrobianas en los mismos grupos de antibiéticos que el estudio de Hacioglu (2014),
sin embargo a diferencia del comportamiento tradicional donde, los aminoglucésidos presentaron la menor resistencia
y funcionan mejor contra las bacterias Gram negativas, este estudio describié la resistencia contra la estreptomicina
(aminoglucosido) (Gorski, et al., 2013). En nuestra investigacién para probar la susceptibilidad antimicrobiana se
utilizaron antibiéticos del grupo de los aminoglucésidos (amikacina y gentamicina), fluoroquinolonas (ciprofloxacina),
quinolonas (norfloxacina, acido nalidixico y ofloxacina), monobactamicos (azetreonam), nitrofuranos (nitrofurantoina) y
cefalosporinas (ceftazidima, cefdinir, cefixima, cefotaxima, ceftriaxona y cefuroxima), siendo las cefalosporinas el Ginico
grupo que fue utilizado en los otros comunicados de resistencia antimicrobiana, sin embargo las resistencias generadas

contra las cefalosporinas es un hallazgo en comdn con las demés investigaciones.




A nivel mundial se han encontrado bacterias multirresistentes a los antibiéticos y las infecciones ocasionadas por estos
microorganismos es un problema que va en aumento. Los habitats en especial los sistemas acuaticos presentan
condiciones dptimas para el desarrollo y diseminacidn de la resistencia a los antibiéticos, ademas se sabe que los
perfiles de resistencia estan generados principalmente debido la contaminacién ambiental antropogénica, de manera
consecuente el monitoreo de los microorganismos aislados a partir de los cuerpos de agua cobra gran importancia
para los programas de vigilancia destinados a analizar los mecanismos de evolucion y dispersion de la resistencia a
los antibidticos y las consecuencias en la salud animal y humana (Grilo, Sousa-Santos, Robalo y Oliveira, 2020). Los
canales del sistema lagunar de Xochimilco y el CIBAC comparten los cuerpos de agua con la poblacién humana que
habita en las chinanpas de la alcaldia Xochimilco y se sabe que en estos canales también se vierten desechos
generados por esta poblacién humana (Narchi, 2013), lo que podria estimular y explicar las resistencias a

antimicrobianos encontrados en esta investigacion.

En las Ultimas dos décadas los anfibios han cobrado mayor visibilidad en el entorno mundial y aunque se han
desarrollado grandes avances en el entendimiento de sus caracteristicas anatémicas, fisioldgicas, inmunoldgicas,
genéticas y nutricionales entre otras, estos avances han surgido generalmente de muestreos de oportunidad, la
mayoria de ellos con escasos ejemplares, condicién que ha limitado el desarrollo del conocimiento especifico por cada
especie de anfibio, que se vuelve un gran reto al existir un gran nimero de ellas. Del mismo modo a nivel
anatomopatoldgico los registros de causas de muerte por especie especifica y la clasificacion de sus lesiones
macroscopicas e histopatologicas han sido escasamente caracterizadas debido a la complejidad que genera la
escasez de estos individuos en nuestros entornos. En lo concerniente a Ambystoma mexicanum se vuelve
contradictorio que al ser uno de los anfibios mas estudiados como animal de laboratorio por sus capacidades de
regeneracion, la investigacién dirigida hacia sus enfermedades se acota al comunicado de Takami, 2017.b, donde
describe las incidencias clinicas en ajolotes mascota con padecimientos cutaneos, gastrointestinales, urogenitales,
neurolégicos, oftalmoldgicos, asi como musculoesqueléticos, mencionando que la enfermedad mas comun en 97
ajolotes mascotas, fue el hidrocelum. Desafortunadamente las descripciones de causas de muerte del Ambystoma
mexicanum, sus lesiones macroscopicas y microscopicas son escasas, este documento en nuestro conocimiento, es
el primer estudio longitudinal dirigido a determinar la causalidad de muerte de ajolotes describiendo sus lesiones
macroscopicas e histopatoldgicas en una poblacion cercana a condiciones naturales y que ademas tiene la finalidad
de proveer herramientas anatomopatolégicas para describir enfermedades y probablemente explicar patogenias en

favor de la conservacion de esta especie de gran relevancia para la biodiversidad mundial y para la salud humana.




1.

CONCLUSIONES

La principal causa de muerte en la poblacién de ajolotes de Xochimilco (Ambystoma mexicanum)
pertenecientes al Centro de Investigaciones Bioldgicas y Acuicolas de Cuemanco (CIBAC) fueron las

septicemias.

Se caracterizaron las lesiones macroscépicas y microscopicas del sistema cardiorrespiratorio, digestivo,
linforreticular, urinario y tegumentario, generadas a partir de los procesos septicémicos. Las lesiones
hepaticas fueron las mas frecuentes, seguidas de las lesiones en sistema respiratorio, sistema linforreticular,

sistema urinario, problemas entéricos y tegumentarios respectivamente.

Los microorganismos involucrados en los decesos de los ajolotes de Xochimilco correspondieron a bacterias

Gram negativas de los géneros Aeromonas spp., Salmonella arizonae, Enterobacter aeroégenes y E. coli.

Las principales resistencias antimicrobianas generadas por Aeromonas spp. se desarrollaron contra
quinolonas (&cido nalidixico) seguidas de nitrofuranos (nitrofurantoina) y cefalosporinas (cefdinir y cefuroxima)
respectivamente. Las principales resistencias antimicrobianas generadas por Salmonella arizonae se
desarrollaron contra cefalosporinas (cefdinir y cefixima) respectivamente, nitrofuranos (nitrofurantoina) y
quinolonas (&cido nalidixico). El aislamiento de Enterobacter aerogenes presentd resistencia a las
cefalosporinas (ceftazidima y cefdinir) y el aislamiento de E.coli. resistencias a quinolonas (acido nalidixico),

aminoglucésidos (amikacina y gentamicina) y nitrofuranos (nitrofurantoina).
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