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comparten, pero también el dolor es bueno, hay que disfrutarlo y sobre todo
aprender de el y por encima de todas las cosas a amarme a2 mi mismo; Con
esto termino de cerrar un circulo de mi vida muy doloroso y saben a lo que me
reficro, toque fondo, fui un titerc dec mi mismo y no fuc hasta quc mc cncontré
conmigo que pude salir poco a poco y aprender de todo esto, después de todo
si quedo algo hermoso de esto que hoy se cierra, alguien a quien amo con toda
mialma......... MITZLI.

Norhan Cortes Fcrnandcz de Arcipreste
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ahora o seguiras justificandote como nifia, recuerda que cualquier momento es
bueno para comenzar y que ninguno es tan terrible para claudicar.
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Resumen

La linfadenitis cascosa presenta dos diferentes manifestaciones clinicas, la
cutanea y la visceral, el agente etiologico es Corvnebacterium
pseudotuberculosis y existe la posibilidad, aunque no se ha demostrado, que
las cepas involucradas presenten diferencias en los factores de virulencia
involucrados. Con el fin de encontrar diferencias en los factores de virulencia,
se colectaron 24 1(n=189) muestras de borregos con presentaciones clinicas de
linfadenitis caseosa (cutianea 106 y visceral 135). Se tomaron muestras de
diferentes organos encontrando el linfonodo parotideo (61%) y el pulmon
(64%26) como los organos mis afectados en cada presentacion respectivamente.
Se procedié al aislamiento e identificacion, se trabajo la caracterizacion
bioquimica y la electroforesis de la envoltura y proteinas internas para su
identificacion, asi mismo se realiza el andlisis de Western blott contra sueros
dc conegjo previamente inmunizados con los biotipos de Corvrebacterium
pseudoruberculosis. Se encontraron dos biotipos relacionados con la
fermentacion de la glucosa (Glu), galactosa (Gal) y maltosa (Mal), existiendo
diferencias significativas (p<.05) entre Glu™ - Gal®* en aislamientos viscerales y
Glu™ - Gal” en cutaneos. Los patrones de las proteinas en la electroforesis
fueron los mismos para todas las cepas. Las diferencias observadas parecen
estar relacionadas a la patogenia de la bacteria, involucradas en la entrada y
mayor diseminacion observada para la presentacion visceral y el pequefio
papel del serotipo en las presentaciones clinicas de la enfermedad.

Vi



Abstract

The casesosus lymphadenitis discase presents two kinds of clinical
manifestations, cutaneous and visceral and caused by Corynebacterium
pseudoluberculosis and exists the possibility, aithough it is has not proved,
that the strains involved has differences in the virulence factors. In order to
find, the virulence factors differences 241 (n=189) samples were taken from
sheep with clinical sings of the disease (106 cutaneous, and 135 viceral). The
samples were taken from different organs. and the most damaged were the
lungs and parotid lymphatic ganglions. Isolation and identification were the
next procedure, biochemical characterization and electrophoresis of the
enveloped and internals proteins were taken for the identification also western
blott analysis for rabbit serum previously immunized with Coryrebacterium
pseudoluberculosis strains. Two biotypes related with glucose (Glu), maltose
(Mal) and galactose (Gal) fermentation significant diffecrences were found
within Glu™-Gal” in visceral samples and Glu-Gal, in cutaneous samples.
‘The protein pattern in the electrophoresis test were the same for all the strains.
The differences seems to be related with the bacterial pathogenesis. involved
in the infection process and the dissemination in visceral presentation, and the
small role developed by serotype in the clinical presentation.
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Introduccion

La linfadenitis cascosa (LC) de cabras y borregos ¢s una enfermedad
cronica causada por Corynebacterium pseudotuberculosis, caracterizada por
supuracion e inflamacion de uno o mas linfonodos. La enfermedad esta
presente en muchas partes del mundo, especialmente en las areas de cria de
pequefios rumiantes y es un problema que causa pérdidas econémicas
importantes en la produccion. La informacién confiable sobre la incidencia y
prevalencia de esta enfermedad es escasa debido a su caracter endémico y su

naturaleza subclinica (1,2,3,4.5.6,7).

Las pérdidas cconomicas dcbidas a LC son variablcs y mas scvceras
cuando se presenta la forma visceral, cuando estan presentes los abscesos
internos ocurre un decremento en la eficiencia reproductiva ademas de resultar
en la pérdida del valor del animal por desecho y decomiso a causa de los
abscesos, la LC visceral ha sido implicada como una de las principales causas
del “Sindrome de la oveja flaca™ en los Estados Unidos. Los efectos
econodmicos de la forma exterma de LC estan poco documentados; fue
reportado un decremento en la produccion de leche en un rebafio de cabras
con una alta presencia de abscesos mamarios causados por C.
pseudotuberculosis, y los abscesos superficiales estuvieron entre las mayores
causas de disminucion de valor de la piel. La enfermedad causa emaciacion
prograsiva y abscesos en linfonodos externos como se ha comprobado en
borrecgos dc 2 afios de edad con LC clinica, donde sc¢ aislo C.
pseudotuberculosis en 98.3% de los casos. Durante el sacrificio de borregos
emaciados se demostré abscesos en organos internos y el aislamiento de C'.
pseudoruberculosis en el 93% de los animales (8.9).

Agente etiolégico.

El géncro Corynebacterium es un grupo hetcrogénco de bactcrias cuyas
especies comparten caracteristicas similares, son referidas como bastones,
Gram positivos, redondeados, inmoviles, no esporulados, que contienen
irregularmente granulos metacromaticos, su tamafo es de 1-3 um de largo y
de 0.5-0.6 um de ancho. En el frotis con tincion de Gram las bacterias
prescentan arrcglos angulares o de ecmpalizada con caracteristicas de reja o
letras chinas. Con base en las caracteristicas de la pared celular, las
corinebacterias son agrupadas con las micobacterias, nocardias y rodococos,



cn ¢l grupo “CMRN™, los cuatro géneros tiencn parcdes cclulares ricas en
componentes lipidicos complejos, el mas conocido es un acido graso
comunmente llamado acido micélico. el cual es considerado como el factor
mas importante en la virulencia de Aycobacterium tuberculosis. Los lipidos
de la pared celular constituyen el 11.3%6 del peso total de la célula bacteriana,
su naturaleza hidrofobica es la causa del crecimiento de C. pseudoruberculosis

en una pelicula. en caldo de cultivo (10,11,12,13,14).

C. pseudotuberculosis es un anaerobio facultativo que crece
relativamente lento en agar sangre, produciendo colonias blanco-amarillentas,
resecas, opacas, planas. a las 24 a 48 horas las colonias estan rodeadas por una
zona de hemdlisis completa, son positivos a la prueba de catalasa, fermentan
la glucosa, son negativos a la prucba de Voges Proskaucr y positiva al la

prueba de rojo de metilo (14, 15, 16).

han descrito dos biotipos de C.

Barakat et al., en 1984 (17),
con

pseudotuberculosis con base en su habilidad para reducir nitratos.
diferente distribucion por especie, cepas nitrato positivas en bovinos y equinos
¥ nitrato negativas en ovinos y cabras. Analizando fragmentos de restriccion,
se encontraron diferencias genéticas entre estos dos grupos, asi mismo, se
buscaron relaciones genéticas, fenotipicas de C. pseudotuberculosis con C.
ulcerans, Actynomices pvogenes v Rhodococcus equi pero no se encontraron

patrones comunes entre ellos (18).

Los antibioticos a los cuales C. pseudotuberculosis cs scnsible in vitro
incluyen: ampicilina, cloranfenicol, lincomicina, gentamicina, tetraciclina,
penicilina G, sulfametoxacina con trimetroprim, entre otros. sin embargo es

resistente a la estreptomicina (19,20).

Un factor que se considera importante en la patogenicidad de C.
pseudotuberculosis, es la produccion de una poderosa exotoxina, la
fosfolipasa D (FLD). Esta es capaz de inhibir la hemdlisis por la B-lisina de
Staphyiococcus aureus, una esfingomielinasa, por ocupacion competitiva del
sitio de reconocimiento sobre la membrana del eritrocito, esta propiedad ha
sido utilizada en la prueba de la inhibiciéon de la beta-hemolisina, para la
deteccion de anticuerpos contra la exotoxina; la hemolisis sinérgica ocusre
cuando la FLD dcl C. pseudotuberculosis actia cn conjunto con ciertos tipos
de fosfolipasa C, como la exotoxina de Rhodococcus equi, en este caso las dos



toxinas actuan sinérgicamentc, la degradacion de esfingomiclina a ceramida
da como resultado la desorganizacion de la membrana y causan lisis celular,
esta hemdlisis sinérgica por las dos exotoxinas, es util en la identificacion de
otras especies y constituye la base de la prueba de Ia inhibicion de la hemoélisis
(PIH), que puede ser usada para detectar anticuerpos contra la exotoxina de C.

pseudotuberculosis (21.,22).

La produccion dc la FLD es un componentc importantc de los
mecanismos patogénicos de C. pseudotuberculosis, esta exotoxina es una
fosfatidilcolina fosfatido hidrolasa, estructuralmente la exotoxina es una
glicoproteina, se encuentra en el citoplasma y en pequenas cantidades en la
pared celular, puede ser purificada facilmente a partir de sobrenadantes de
cultivos, es estable en liquido, pero se inactiva por calor a 60°C en 10 minutos
a 37°C en dos semanas o a 25°C en tres meses, asi como en un pH acido o

formalina (22).

La bactcria Arcanobacterium haemolyticum (antes Corvnebacterium)
produce también FLD y se ha comparado con la producida por C.
pseudotuberculosis 'y Corvmebacterium renale encontrandose homologia
parcial y esto sugiere que la FLD de este género bacteriano tiene una
estructura comun con pequefias variaciones entre especies (23.24).

C. pseudotuberculosis sobrevive por largos pcriodos cn suclos
contaminados con exudado purulento y fue aislado a partir de exudados
purulentos localizados en areas sombreadas de un corral hasta por veinte
semanas. Experimentalmente. fue demostrada su sobrevivencia por ocho
meses en suelos inoculados con descargas purulentas y expuestos a una
variedad de temperaturas ambientales, subsecuentemente a la contaminacioén
con material purulento. el organismo es capaz de sobrevivir en fomites, como
en superficies de madera, paja y heno, por una, tres y ocho semanas
respectivamente, paradojicamente, los intentos de aislar C. pseudotuberculosis
de suelos de dreas enzodticas han sido infructuosos (25, 26).

Transmisién de la cnfermcedad.

Sc han investigado las formmas de transmision en las ovejas y sc
considera que la contaminacion por las heridas de trasquila es la de mayor
importancia. Esto ocurre cuando las navajas contaminadas con exudado



purulento se¢ utilizan nuevamente, Iesionando la picl y provocando una via dc
entrada para el microorganismo, presente en el ambiente o en Ia cuchilla; se ha
visto que la incidencia de la enfermedad aumenta cuando los animales recién
trasquilados se mantienen en condiciones de hacinamiento (3.12.27).

Experimentalmente se aplicé exudado purulento en heridas frescas de
trasquila que resultaron en un absceso en 26 de 30 borregos tratados, la
infeccion también se indujo colocando caldo de cultivo en la piel recién
trasquilada, siete de 21 borregos desarrollaron abscesos en linfonodos
superficiales, también se produce la infeccion por la aplicacion de baifios de
inmersion, posteriores a la trasquila. Probablemente la infeccion es favorecida
si la piel tiene heridas que no se ven a simple vista (28).

En borregos inoculados subcutaneamente en la oreja, empleando 1 x 10®
unidades formadoras de colonias (UFC) de C. pseudotuberculosis, se
desarrollaron lesiones en los linfonodos locales, parotideo o prescapular y en
los pulmones. Los titulos de anticuerpos medidos, por la prueba de ELISA,
fueron altos hasta 3 meses después de la inoculacion, la infeccion primaria por
estc método, protegid a los animales dc una scgunda infeccion, limitando su

diseminacion (29,30,31).

Se han probado numerosas rutas de infeccion experimental en borregos.
incluyendo intradérmica. intratraqueal, subcutanea, intravenosa ¢ intravaginal
¥y cada uno de estos métodos produce abscesos en los linfonodos locales. La
administracion intravenosa da como resultado la formacion de abscesos
visccrales, la mayoria de cllos cn ¢l parénquima pulmonar y en los linfonodos

toracicos (32,33,34).

En borregos y cabras se observa un pico de la enfermedad durante fines
de verano, otofio y principios de invierno, el pico se mantiene durante la
maxima actividad de insectos, y por esto se ha investigado su papel como
posibles vectores; pero han sido poco exitosos los esfuerzos por recobrar el
organismo a partir de moscas y garrapatas, que afectaban a los rebaiios en el
campo. Pero, moscas contaminadas experimentalmente fueron reconocidas
como vectores potenciales hasta por tres dias (12,35,36,37,38,39).

Se ha estudiado el posible papcl de las garrapatas quc afectan a los
ovinos como vectores en la transmision de LC, se evalué la prevalencia de LC



v la infestacion con garrapaias en cuatro rebafios de borregos. sin embargo los
cultivos a partir de las piezas bucales y saliva de las garrapatas, provenientes
de 70 animales con abscesos, dieron crecimientos positivos a Staphyvlococcus
spp. Bacillus spp vy Pseudomonas spp. pero C. pseudotuberculosis solo fue
aislado a partir de las piezas bucales de dos garrapatas, se concluyé que no
habia relacion entre la severidad de la infestacién con garrapata y la presencia
de LC, por lo que la transmisién por garrapatas se considera un mecanismo

poco probable (34).

En cabras, las abrasioncs dec picl o heridas de peleas se consideran vias
de entrada para el organismo, la presencia de lesiones en la porcion anterior
de! cuerpo han motivado a algunos autores a sugerir que ¢l frotamiento de la
cabeza y cuello contra los postes y las cercas. los cuales pueden estar
contaminados con material purulento, son importantes en la transmision, las
lesiones pueden persistir en e! mismo sitio del cuerpo por muchos aiflos y
desaparecer unicamente para desarrollarse en otro sitio (4.5,40,41).

Otros sugieren que los traumatismos de la mucosa bucal son un medio
de entrada para el organismo, la inoculacion subgingival dio como resultado la
infeccion de las cabras, y determiné abscesos en linfonodos regionales en

todos los animales (37,39,40,41.42).

La inoculacion intradérmica produjo abscesos ¢n la cavidad toracica, asi
como en linfonodos locales en todos los animales, en la infeccién
experimental pueden pasar varios meses antes de formarse abscesos en los

linfonodos (37.39,40.41.42).

En borregos y cabras con la forma visceral de LC, hay una alta
presencia de lesiones pulmonares y toracicas, indicando la posible transmisién

aérea (3,38).

La presencia dc la lesion pulmonar, cuando las Icsiones intcrnas sc
presentan, sugiere que el tracto respiratorio puede ser una ruta de entrada, la
inoculacién de caldo de cultivo intratraqueal en borregos da como resultado
abscesos pulmonares diseminados, sin embargo. la administracién de
organismos por via intravenosa o intradérmica también resulta en abscesos en
el pulmoén. Se considera que la distribucion de abscesos pulmonares en casos
de campo, ocurre por via sanguinea o linfitica, mas bien que en forma



acréogena; algunos autores actualmcente sostienen que los borregos quc
presentan lesiones de LC en pulmones son capaces de diseminar la
enfermedad por via aérea sobre las lesiones recientes de trasquila en la piel

(41.43,44.45).
Los signos clinicos y el curso de la enfermedad en cabras y borregos
infectados experimentalmente varian de acuerdo a la dosis y la ruta de

infeccion, cuando un cultivo de C. pseudoruberculosis es aplicado en
abrasiones de piel, los animales presentan una ligera elevacion de la

temperatura por unos pocos dias (6,33).

Las inoculacioncs subcutiancas, causan toxcmia aguda y mucrtc, a dosis
de 1 x 10*° UFC y a dosis de 1 x 10® UFC los animales presentan un cuadro
febril y una reaccion inflamatoria marcada durante los primeros dias
posteriores a la inoculacion, gradualmente los sintomas agudos decrecen y la
enfermedad progresa hacia un estado supurativo crénico, por otro lado. se ha
concluido que la inoculacién subcutanea con C. pseudotuberculosis puede ser
un sistema de desafio apropiado para estudiar la eficacia de la vacunacion
contra la linfadenitis caseosa en borregos y cabras (6,33).

Las hcridas supcrficialecs son reportadas como la ruta de infeccion mas
importante de C. pseudotuberculosis y la falta de inmunidad puede resultar en
sintomas agudos en animales de rebanos recién infectados, el desarrollo de
inmunidad reduce los sintomas agudos y la enfermedad se vuelve créonica

(6.33.46).

Patogcnia y respucsta inmunc.

La patogcnia de la LC cn borrcgos y cabras no c¢sta bien definida, pcro
dos factores parecen jugar un papel esencial en el desarrollo de la enfermedad,
el primero, la alta cantidad de lipidos en la pared de C. pseudotuberculosis que
permite que ¢l microorganismo resista la digestion por las enzimas de los
macrofagos, persista como un parasito intracelular facultativo y se involucre
en la formacion de abscesos y segundo, la capacidad de producir toxinas
citotoxicas que causan necrosis. En macréfagos, que fueron infectados con C.
pseudotuberculosis, la multiplicacion bacteriana intracelular comenzé
inmediatamente, formando varias generaciones en las siguientes cinco horas,
los macrofagos infectados fueron degenerando cuando el numero de



microorganismos alcanzo a 30 o 40 por macrofago, las bacterias libres fucron
subsecuentemente fagocitadas por nuevas células. A la multiplicacion por
progresion geomeétrica, siguio la rapida muerte de los macrofagos y el
incremento de bacterias en el cultivo; esta habilidad de C. pseudotuberculosis
de resistir la digestion por fagocitos, se considera de gran importancia en la

formacion de los abscesos (12).

En ¢l hospedador los organismos pueden prolifcrar localmente y viajar
dentro de los macrofagos hacia el linfonodo, los macréfagos mueren y se lisan
liberandose también mediadores quimicos, los organismos son fagocitados por
otros macrofagos que repiten el ciclo, para eventualmente producir un absceso

en el lugar (3,12,27).

Una toxemia aguda y la muertc ha sido rcportada cn borregos
seronegativos después de aplicar material purulento en heridas de piel y en
cabras seronegativas después de la inoculacion subcutanea de altas dosis de

caldo de cultivo bacteriano (47).

Se aplicaron a borregos tres indculos, uno silvestre y dos de laboratorio,
de C. pseudoruberculosis. que diferian en virulencia por produccion de FLD y
se midio la produccion de citocinas. No existieron diferencias significativas en
la concentracion de citocinas en relacion a la virulencia del indculo; sin
embargo se encontraron altas concentraciones de las citocinas inflamatorias IL
1, IL 8 y TNFa, en el sitio de la inoculacion. asi como. altas concentraciones
de citocinas derivadas de células T en el linfonodo regional. Por otro lado se
dcmostro una vez mas, que la FLD es un factor quc facilita la diseminaciuén
de la bacteria, ya que el extracto silvestre, a diferencia de los otros dos, afecté
el ganglio regional adyacente al sitio de inoculacion. LL.a FLD no influy6 en la
formacion del granuloma, pero si en su persistencia, por su producciéon dentro
del mismo, algunas citocinas inflamatorias también juegan un papel
importante en el desarrollo de granulomas (IFN-y, TNFa) lo que resulta
importante para evitar la diseminacion de la bacteria (1.2).

Se han separado los componentes de C. psewdotuberculosis por
sonicacion y electroforesis, se evaluaron por inmunotransferencia con sueros
de ovinos seropositivos a LC y se encontro respuesta a once fracciones
bacterianas de diferente peso, en especial una fraccién de 31.6 kd. que se
identificé como la FLD. La FLD sc cncuentra en ¢l citoplasma y ¢n pequefias



cantidades en la pared celular, causa una degradacion masiva dec
esfingomielina a ceramida en las células endoteliales y en las membranas de
eritrocitos, provocando lisis celular, ademas de su efecto citotéxico, limita la
opsonizacion bacteriana, incrementa la permeabilidad vascular y Ia
diseminacion de la bacteria al permitir que escape de los neutréfilos.
Adicionalmente altera la quimiotaxis de los neutréfilos hacia el sitio de

infeccion (22.48.49,50.51.52).

En ovinos inoculados intravenosamente con un extracto de C.
pseudotuberculosis (ATCCA410), se comprobd, al valorar sus eritrocitos con
microscopia electronica de transmision, que a los 30, 60, 120 y 180 minutos
después de la inoculacion, se presentaban cambios con aumento de la
prcscncia de vacuolas hasta la lisis de los mismos, a los 30 minutos
postinoculacion ocurria esferomastocitos con invaginaciones en su superficie
(aspecto de vacuolas periféricas); a los 60 y 120 minutos, las invaginaciones
aumentaban de tamafio y a los 180 minutos, los eritrocitos se lisan (53).

Ocurren pequeias variaciones en las cantidades de exotoxina producida
por diferentes cepas, con evidencia de que la produccion de exotoxina afecta
la virulencia; en 25 aislamiento de C. pseudoruberculosis se encontré una
correlacion significativa entre la produccion de exotoxina y la severidad de la
enfermedad subaguda (abscesos) en ratones y en borregos, los extractos con el
mas alto nivel de produccion de toxina fueron los que determinaron mas

abscesos (21).

Algunos autorcs concluyen que tanto la inmunidad cclular como la
humoral participan en la proteccion contra LC, la respuesta humoral es
antitoxica y la celular restrictiva de la proliferacion bacteriana (54.55).

Signos clinicos y Icsioncs.

Aunque el C. pseudotuberculosis sc ha aislado a partir de abscesos y
otros procesos supurativos en una variedad de especies animales; se reconoce
como la causa de enfermedades especificas en solo tres especies, en borregos
¥y cabras como linfadenitis caseosa. Los equinos son la tercera especie afectada
en forma especifica con el cuadro conocido como linfangitis ulcerativa, con
escoriacion e inflamacion supurativa de los linfonodos de las porciones
distales de los miembros. Se ha documentado un solo caso de aborto a los 254



dias dc gestacion en una yegua de 9 afos de edad. que no prescntd signos
clinicos, el feto presento lesiones macroscopicas en el higado y otros érganos
con lesiones inflamatorias de 3-5 mm, asi como en linfonodos locales
sugestivas de linfadenitis casecosa y el cultivo bacteriano fue positivo a C.

pseudotuberculosis (3,12.28.35,36,42,56,57.58,59).

C. pseudotuberculosis sc aisla ecsporadicamcntc de procesos supurativos
en otra variedad de mamiferos. En vacas, C. pseudotuberculosis se ha
detectado en leche de animales con mastitis o en abscesos con varias
localizaciones, principalmente subcutaneos o dentro de linfonodos. Se han
reportado casos de linfadenitis caseosa visceral en Antilope cervicapra, ciervo

de cola blanca, ciervo barbecho y en ciervo mula (60.61.62).

En no rumiantes hay informes de aislamicento en cerdos, nutria, raton dc
laboratorio y erizo, asi mismo, se reporta el caso de un felino domeéstico de
medio ambiente urbano, que presenté una lesion purulenta asimétrica en la
nariz, provocada por C. pseudotuberculosis (63).

En humanos ha ocurrido la infeccion en pastores y trabajadores de
rastro. Se ha comunicado un caso urbano después de la ingestion de leche
cruda de cabra y otro de infeccion de tracto respiratorio, en un estudiante de
veterinaria, posiblemente después del contacto con el organismo en un
laboratorio de bacteriologia, ambos eran adultos sanos; la infeccion siempre se
manifesté con abscesos en linfonodos maxilares o inguinales superficiales. En
el caso urbano se desarrolld un absceso en el linfonodo cervical y en el
cstudiante la enfcrmecdad adopté la forma dc ncumonia y respondio a la

eritromicina (64).

En Australia se reportaron 10 casos de linfadenitis caseosa en humanos
de 1985 a 1992, nueve de los cuales fueron relacionados con personas que
trabajan en contacto directo con borregos y el caso de una mujer de 53 afios de
edad, habitante urbana, de la cual no se establecié el mecanismo de infeccion.
Todos los pacientes infectados fucron de diferente sexo y edad, asi como la
localizacion de los linfonodos infectados fue variable, los pacientes recibieron
tratamiento con antimicrobianos después de drenar la lesion o escindir el
linfonodo. Entre Jos aiios de 1966 a 1986 se reportaron 12 casos de
linfadenitis caseosa en humanos. en las mismas condiciones que los



prescntados en Australia, pero en otros paises: Panamad, Francia, EU.A. y
Nueva Zelanda. (65).

Histolégicamente, las lesiones de LC estan rodeadas por una capsula
fibrosa de alrededor de 300 um, constituida por colagena y presentan una capa
de tejido linfiitico entre la capsula y el centro de tegjido necroético caseoso,
conformada por células intactas y digeridas, con fuerte respuesta para el
Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase II: la region que rodea esta
zona, contiene una alta proporcion de linfocitos T y en la region entre la zona
de linfocitos T y la capsula se encuentran células CDR45+ que corresponden a
linfocitos B, esta contiene gran numero de vénulas; los macrofagos son
numerosos en la zona de intimo contacto con el material necrosado y en
menor grado se observan en la zona de linfocitos T, los eosinoéfilos son
observados ocasionalmente en el tejido que rodea la capsula. (3.4.5.6).

Se ha sefalado que la vacunacion de borregos no previene la formacion
de abscesos en los pulmones después de desafiarlos intravenosamente con C.
pseudotuberculosis, sin embargo si presentan menos cantidad de abscesos quc
aquellos no vacunados. En borregos no inmunizados e inoculados
intravenosamente con diferentes dosis de C. pseudotuberculosis, se demostro
que dosis que contenian 10® y 10° unidades formadoras de colonias. resultaron
en toxemia aguda y muerte. Por otro, lado borregos y cabras inoculados
intravenosamente con exotoxina purificada de C. pseudoruberculosis
presentaron anemia hemolitica severa, ictericia, hemoglobinuria, neumonia
aguda y muerte a las 18 horas posteriores a la inoculacion. Sin embargo, la
inoculacion intravenosa con C. pseudotuberculosis no se considera un sistema
de desafio adecuado para estudiar la eficacia profilactica de la vacunacion
contra linfadenitis caseosa en las cabras. Pero todos estos métodos
experimentales de desafio explican silo parcialmente la ocurrencia natural de

la enfermedad (31,33,48)

Diagndstico dec 1a LC

Numerosas prucbas sc¢ han idcado para cl diagnéstico de la LC cn sus
formas subclinicas, la mayoria de esas pruebas miden la respuesta humoral a
la exotoxina. La superficie externa de C. pseudotuberculosis es rica en
lipidos, la autoaglutinacion de las bacterias ocurre fiacilmente en forma
espontinea, lo que complica el uso de pruebas de aglutinacion, pero lavando
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las bacterias en solucion salina con 1% de Tween 80, sc cvita la
autoaglutinacién, el antigeno preparado en esta forma es indicado para usarse
en las pruebas de aglutinacion bacteriana (PAB), otros autores preparan el
antigeno en forma similar y realizan la prueba de microaglutinacion (6.54).

Se ha observado que los eritrocitos de vacas, borregos, cabras y conejos
tratados con metabolitos de C. pseudotuberculosis y Corynebacterium equi,
faciimente se hemolisan, en la prueba de inhibicion de la hemolisis (PIH) se
aplica este principio. La especificidad y sensibilidad de las pruebas de
aglutinacion bacteriana e inhibicion de la hemodlisis son del 96%, por lo que
ambas pruebas pueden ser usadas para el diagnostico serologico de C.
pseudotuberculosis, con una diferencia importante a considerar. los
anticucrpos contra la bactcria sc dctectan mas tempranamcntc con PAB quc
con PIH en infecciones experimentales y naturales. Se deben tener presentes
las reacciones cruzadas entre C. pseudotuberculosis y Corvnebacterium
renale, asi como también el que algunos animales infectados, producen
anticuerpos contra la bacteria y no presentan abscesos (66.67.68).

Sc¢ ha desarrollado, una prucba cutianca para C. diphtheriae. cn la cual
una pequeiia cantidad de toxina diftérica necrozante se inyecta
intradérmicamente. en presencia de anticuerpos circulantes, los efectos de la
toxina son neutralizados inmediatamente y no hay reaccion, sin los
anticuerpos protectores hay un enrojecimiento difuso e inflamacion visible por
varios dias. Con esta idea se inyectaron pequeiias dosis de la exotoxina de C.
pseudotuberculosis en cien borregos con LC, pero las reacciones fueron

irregulares y aisladas (69).

Utilizando las propiedadcs dc la exotoxina dc inhibicion dc la lisis dc
eritrocitos por la beta-lisina estafilocococica, se desarrollé la prueba
inhibicion-beta-hemolisis (AHI o BHI). Las diluciones del suero de prueba
son incubadas con una cantidad estandar de exotoxina y eritrocitos bovinos y
se adiciona hemolisina estafilocOccica, en ausencia de anticuerpos contra la
exotoxina de C. pseudotuberculosis no ocurre el efecto hemolitico de la
betalisina, este método tiene niveles de sensibilidad y especificidad del 92% y

96%, respectivamente (70).

La prucba de ELISA ha sido también usada para dectectar inmunidad
humoral en LC, en la cual se describe hasta un 100% de efectividad, pero con
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algunos resultados positivos en animales que no presentan linfadenitis cronica,
comparandose con una prueba de inmunodifusién que resulta menos efectiva,

dando incluso resultados falsos negativos (71,72).

Los abscesos tuvieron al C. pseudotuberculosis como agentc primario
de infeccién con una infeccién o contaminacién secundaria por otras bacterias
tales como Staphyvlococcus aureus y Coryvnebacterium pyvogenes, (43.73).

Sin cmbargo, e¢n un cstudio de campo realizado en 104 ovgjas utilizando
la técnica de ELISA y PHI se encontré que de 33 ovejas que mostraban
linfadenitis caseosa clinica tipica, 32 de ellas (97%) fueron seropositivas,
comprobando la eficacia de ambas pruebas. 46 de las ovejas que no
presentaron signos fueron consideradas como posibles falsos positivos. Se
comprobd que no existe relacion alguna entre los titulos de anticuerpos
especificos contra C. pseudotuberculosis y la extension de las lesiones (54).

Control y profilaxis

Bacterinas. La enfermedad es dificil de erradicar una vez que se
vuelve endémica. por esto varias pruebas de vacunacion contra la infeccion
por C. pseudotuberculosis han sido llevadas a cabo cn borregos y cabras,
encontrando que las bacterinas no previenen el desarrollo de abscesos, luego
de la inoculacion intravenosa del organismo, por lo que se ha sugerido la
vacunacion con bacterias atenuadas en contra de la linfadenitis caseosa. Sin
embargo, el uso de bacterinas tienen efecto protector en inoculaciones
subcutdneas e intradérmicas, ambas en borregos y cabras. estas bacterinas
tienen el inconveniente de que inducen la formacion de lesiones supurativas
en el sitio de inyeccion y si bien reducen el indice de contagio, no se
recomiendan como medida de proteccion contra la linfadenitis caseosa en
animales infectados naturalmente (43,74,75,76).

La inoculacion de¢ borregos Merino con una bacterina de C.
pseudotuberculosis y ¢l desafio subsecuente intravenoso con un cultivo de la
bacteria, demostré que la vacunacion protegié contra la muerte aguda y
subaguda, pero no previno el desarrollo de abscesos (77,78).

Una bacterina de C. pseudotuberculosis que incluia muramyl dipéptido,
se utilizé6 para proteger borregos contra la aparicién natural de abscesos, la



bacterina produjo altos niveles dc anticuerpos, pero la proteccion contra la
aparicion de abscesos fue poco clara, se concluyé que el problema no es la
bacterina, sino el disefio experimental en la prueba de campo. Primero, la
linfadenitis caseosa es una enfermedad cronica y la aparicion de abscesos en
animales no vacunados ocurre en 15-16 meses; segundo, no todos los abscesos
son debidos a la infeccién por C. pseudotuberculosis y por lo tanto no fueron
afectados por la vacuna y en tercer lugar, interfirié la dificultad por conservar
animales por largos periodos de tiempo, debido a la actividad comercial de los

rebailos (79).

Usando una bacterina de células completas de C. pseudoruberculosis
ATCC19410 (Img/ml) y dipéptido muramico (50 ug), la misma estructura
esencial de la micobacteria, para los efectos de su uso como adyuvante
completo de Freud, mas 10% de aceite mineral, se logré6 en animales de
laboratorio, altos titulos de anticuerpos al desafio. sin producir abscesos
pulmonares o en el sitio de la inoculacion. En condiciones de campo. a 18
meses del desafio, se observo la presencia de abscesos subcutaneos en 5% de
los borregos vacunados y en 23% dc los no vacunados (80).

Las propicdades inmunizantes de cé€lulas complictas y parcdes cclularcs
fueron comparadas en corderos privados de calostro. Corderos de 5 semanas
de edad, fueron inoculados con células muertas completas de C.
pseudotuberculosis o con fragmentos homogeneizados de paredes celulares y
desafiados por via intravenosa, un mes mas tarde, los animales se sacrificaron
¥ se encontraron abscesos en los pulmones y el higado que fueron molidos y
sembrados, para conteo bacteriano. Se observaron pocos abscesos y
microrganismos en los animales vacunados, los corderos vacunados con la
preparacion de paredes celulares tuvieron significativamente menos lesiones,
que aquellos vacunados con células completas (81).

Toxoides. Explorando la posibilidad dec los cfectos protectores de un
toxoide, se inmunizaron 24 borregos destetados, estos se desafiaron colocando
material purulento sobre heridas frescas de la piel. 'l1'odos los animales,
vacunados y controles, desarrollaron lesiones supurativas en el sitio de la
inoculacion, dos animales control murieron con anemia hemolitica en las 24
horas posteriores al desafio. Los animales restantes se sacrificaron dos
semanas después del mismo, todos los controles presentaron miultiples
abscesos; de los 24 animales inmunizados, s6lo tres tuvieron lesiones, se
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concluyd quc la respuesta inmunce a la exotoxina jucga un papel importantc cn
la resistencia a la enfermedad (30).

La inmunizacion a partir de FLD inactivada (toxoide). combinadas con
antigenos clostridiales y antigenos clostridiales + selenio, proporcionan el
mismo grado de inmunidad (9126) en relacion a la produccién de anticuerpos,
aplicandolas subcutaneamente en dos dosis 28 y 16 dias antes del desafio con
material caseoso proveniente de lesiones de C. pseudotuberculosis (82).

Se¢ inmunizaron cabras subcutincamente con un toxoide y s¢ desafiaron
con la aplicacion de caldo de cultivo sobre heridas en la piel, solo 3 de 20
animales inmunizados, comparadas con 10 de los 10 controles. tuvieron
abscesos 3 meses después del desafio. Por otro lado. se inmunizaron
subcutaneamente 10 cabritos con toxoide y adyuvante incompleto de Freud y
se desafiaron con la inoculacion de organismos vivos, trece semanas mas
tarde, 2 de 10 cabritos inmunizados presentaron lesiones diseminadas,
comparados con 4 de los 5 controles no vacunados (55).

La inmunizacion con toxoide en los meses 2, 4 ¥y 5 dc la preiice,
determina proteccion contra el desafio, en cabritos calostrados y amamantados
durante la primera semana de vida. En los cabritos desaftiados a la semana de
edad. con alta inmunidad pasiva. solo 1 de 8 presenté un absceso. comparado
con 7 de 8 que presentaron abscesos, en el grupo de cabritos que provenian de

madres no inmunizadas (83,84).

Por otra partc, la inmunizacion dc corderos con toxoidcalas 2 y 8 y a
las 8 y 14 semanas de edad, demostré menores titulos de anticuerpos, cuando
la inmunidad materna era alta. Sin embargo, si estos corderos son vacunados
a las 14 y 18 semanas de edad. la respuesta en los titulos de anticuerpos se
afecta. Pese a lo anterior, la vacunacién de las madres antes del parto no se
asocié con el decremento de la inmunidad en sus corderos., aunque la
vacunacion de 2-8 semanas de edad fue menos efectiva, que la de 8-14

semanas de edad (85).

Vacunas recombinantes. Sc probo cn borrcgos la inmunizacion
subcutinea con un cultivo negativo a la produccion de la FLD, este solo
produjo lesién en el sitio de la inoculacion y no en el ganglio regional, como
ocurrio con un cultivo productor de FLD (49).
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Con una mutacion dirigida al gen de la FLD sc producen cepas
variantes, las cuales resultan en la menor produccion de una FLD inactiva. Se
necesita lograr una mutante que produzca FLD inactiva en grandes cantidades,
para lograr la produccién de una vacuna comercial. que pudiecra resultar en
una respuesta inmune protectora. En experimentos de vacunacion con
mutantes de C. pseudoruberculosis. que no producen FLD y desafiando los
animales vacunados con estas mutantes y con cepas de campo, se ha
observado que la FLD es un factor de virulencia que incrementa Ila
persistencia y la diseminacion de la bacteria (86,87).

Vacunas por antigenos particuladoes. Utilizando una proteina de 40
kd que es secretada por C. pseudotuberculosis como inmunogeno, inoculada
cn borrcgos, sc¢ logré un 82% dc reducciéon de animales infectados y un 98%
de reduccion en lesiones pulmonares. Posteriormente la proteina se
caracterizo en el laboratorio, encontrandose que tiene las caracteristicas de una
enzima proteolitica y se le dio el nombre de proteasa corinebacterial 40, pero
su funcion real no ha sido reconocida, la respuesta inmune por vacunacion
hacia la proteina de 40 kd, no ha sido bien caracterizada, pero si su efecto

protector (88.89).

Se ha demostrado que la proporcion de animales seropositivos decrece
con la edad durante los primeros meses de vida y esto puede ser debido a la
desaparicion de anticuerpos maternos, asi mismo, las condiciones ambientales
pueden ser determinantes con respecto a la reduccion del riesgo de infeccion.
Sc ha propucsto cl aislamicnto dec las crias hasta quc pucdan consumir pasto,
con poco contacto con los animales adultos durante los primeros meses de
vida. El incremento de los titulos de anticuerpos con la edad es
probablemente el resultado de una estimulaciéon antigénica prolongada; por lo
anterior, cualquier medida inmunoprofilactica contra la linfadenitis caseosa en
animales pequefios, puede ser llevada a cabo antes de que los animales
alcancen la edad de 4 meses, pero estimar una edad precisa de vacunacion es
dificil, ya que los anticuerpos maternos pueden influir el efecto de la

vacunacion (6).

El control de la LC ha sido la mayor preocupacion en la industria del
borrego y la cabra. Una vez establecida la enfermedad es casi imposible de
crradicar porquc los antibiéticos son incapaces de penctrar a los macréfagos
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para destruir al microorganismo y tampoco penetran la capsula dc los
abscesos. Hasta ahora no hay vacunas comerciales totalmente eficaces,
debido al largo periodo de incubacion de la enfermedad y a la ausencia de
lesiones visibles entre periodos de formacion de abscesos. que determina que
sea clinicamente dificil distinguir entre animales infectados y no infectados

(19.25).

En los Paises Bajos en 1984, detectaron la introduccion dc linfadenitis
caseosa, por la importacion de cabras clinicamente enfermas y se implemento
un sistema para la erradicacion de la enfermedad. Se identificaron todos los
animales de 46 hatos (11 000 cabras aprox.) y con la prucba de ELISA de
doble anticuerpo, se examiné a todas las cabras mayores de 6 meses, los
cabritos menores de 6 meses se cuarentenaron y privaron de calostro. Para
corroborar los resultados de la prueba de ELISA se realizo la prueba de
inmunotransferencia. Los animales fueron examinados serologicamente cada 6
meses, los reactores positivos fueron eliminados, cuando resultaron negativos
dos veces consecutivas se declararon libres de linfadenitis caseosa, pero para
mantener esta condicion se hicieron pruebas seroldgicas cada 12 meses y
posteriormente a los 24 meses, al cabo de seis afios de instituirse el programa,
sc redujo a O cl porcentajc dc hatos y cabras infectadas. El programa dc
erradicacion abarcé las siguientes condiciones: identificacion y registro de
todas las cabras; el uso de pruebas serologicas de alta especificidad y
sensibilidad: sacrificio de todos los animales reactores positivos y
clinicamente enfermos y la participacién y conviccion de todos los
productores de que el programa de erradicacion se justificaba (90).

16



Justificacién

Pesc a la importancia de la linfadenitis casecosa (LC) dada su amplia
distribucion, sus efectos sobre la capacidad productiva de los pequeiios
rumiantes (ovinos y caprinos) y la posibilidad de que ocurran decomisos en el
rastro, la enfermedad presenta hasta hoy diversos aspectos oscuros. en cuanto
a su transmision, respuesta inmune y patogenia, elementos todos que resultan
criticos para poder establecer medidas adecuadas de control y profilaxis. Por
lo anterior el trabajo se orienta a la busqueda de informacion adicional, que

mejore la comprension de estos aspectos.

Hipoétcsis

La linfadenitis cascosa ticne dos precsentaciones, la cutanca v la visceral,
el metabolismo y antigenos en las aisilamientos involucradas en estas

presentaciones son diferentes.

Objctivo gencral

Caractcerizar aislamicntos de C. pseudotuberculosis involucrados cn las
dos presentaciones de la linfadenitis caseosa en ovinos.
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Objctivos particularcs
1. - Obtencer muestras sospechosas de LC (visceral y cutanca), de
ovinos, aislar e identificar los aislamientos de C. pseudotuberculosis de las

muestras.

2. — Dcterminar €l mejor método de conscrvacion para los aislamicntos
de C. pseudotuberculosis.

3. — Caracterizar mctabdlicamente los aislamicntos de C.
pseudoruberculosis provenientes de las dos principales presentaciones

clinicas.

4. — Agrupar los aislamientos de C. pseudotuberculosis. con basc a sus
caracteristicas metabolicas.

5. — Cuantificar la produccion dc toxina (FLD) dc los aislamicntos
provenientes de las dos principales presentaciones de la enfermedad.

6.- Determinar si cxisten diferencias clcctroforéticas ¢n las protcinas
somadticas de los aislamientos provenientes de las dos presentaciones de la

enfermedad (cutanea y visceral).

7.- Analizar si cxisten difercncias antigénicas cntre los aislamientos
aisladas.



Matcriales y métodos

Obtcenciéon dec mucstras.

Las muecstras s¢ obtuvieron dc 6 rcbailios ¢n ¢l Estado de México dondc
los borregos presentaron problemas de lesiones en linfonodos, y también de
organos y linfonodos de animales sacrificados en el rastro de Tlalnepantia

Estado de México.

Se inspeccioné una poblacion aproximada de 1500 cabezas de ganado y
para fines probabilisticos se tratdo de igualar el nimero de muestras de origen
cutaneo y visceral. Con base en datos de frecuencia de aislamiento obtenidos
por Barrientos et al. en 1996 (27) que fue del 10.6%. se realizé mediante el
programa Statistic, el calculo del tamaifo de la muestra.

Para las muestras dc linfonodos quec s¢ obtuviecron de ranchos, sc rcalizé
la inspeccion o palpacion de nodulos explorables con alteracion de tamaiio:
submaxilares, parotideos, prescapulares y prefemorales y se tomé una
muestra, para lo cual se siguieron los siguientes pasos. que se emplearon en un

experimento previo (27).

a) Sc determinod anatomicamecente ¢l linfonodo afectado.
b) Se rasurd y limpio la piel por encima y alrededor del linfonodo.
c) Se obtuvo una muestra del contenido del linfonodo por los siguientes
procedimientos:
1.- Se hizo antisepsia de la zona con yodo al 2%.
I1.- Se puncioné el linfonodo con aguja hipodérmica calibre 16
estéril. durante la puncién se dirigio la aguja en forma de

abanico.
I11.- Se coloco la aguja hipodérmica en un tubo de ensayo con

5 ml. de caldo nutritivo.

Si el linfonodo prescntaba un absceso blando:

IV.- Se¢ rcalizé6 una incision sobrec la picl del linfonodo

afectado.
V.- Se introdujo un hisopo estéril y sc tomé una mucstra dc

exudado a partir de las paredes del linfonodo.
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V1.- El hisopo sc¢ introdujo en un tubo con 5 ml. dc caldo

nutritivo.
VII.- Al linfonodo se le retir6é el exudado y s¢ desinfectdé con

yodo al 2%.

d) Las muestras. en tubos con caldo nutritivo. se transportaron a la
Unidad de Investigacion Multidisiplinaria en Salud Animal
(UIMSA) de la FES-Cuautitlan para su anilisis.

Las mucstras dc visceras sc obtuvicron en el rastro, cuando el cadaver
se colgaba en la linea y antes de ser eviscerado, utilizando bolsas de plastico
estériles, en las cuales se colocaron fragmentos grandes de organos y
linfonodos afectados con la finalidad de transportar las muestras en
refrigeracion a la UIMSA y posteriormente tomar la muestra bacteriologica

bajo condiciones de laboratorio.

Dc los animales inspcccionados en campo, solo s¢ mucstrearon lesiones
cutianeas y no fue posible determinar si presentaban lesiones viscerales. En
los animales inspeccionados en el rastro, no fue posible determinar si ademas
de presentar lesiones viscerales, también presentaban lesiones cutaneas. por la
metodologia de matanza en el rastro, que avanzaba tan rapido que apenas daba
tiempo de muestrear visceras, por otra parte los matanceros eliminaban los

linfonodos subcutaneos.

Aislamicnto ¢ identificacién.

En ¢l laboratorio s¢ procedi6 al aislamicento y la identificacion bacteriana,
cada muestra se trabajo en condiciones de esterilidad y se sembraron en agar
nutritivo, agar MacConkey, agar sangre al 102 y agar sangre al 102 mas
telurito de potasio: incubandolas a 37°C de 24-48 h en presencia de oxigeno,
ademas se les realizé tincion de Gram, prueba de oxidasa. catalasa y
fermentacion de glucosa en medio base de CTA, con la finalidad de conocer
los géneros bacterianos involucrados. A las aislamientos sospechosos de
pertenecer al género Corynebacterium se les realizo ademas, prueba de Voges
Proskauer y produccion de acido sulfhidrico en medio base de TSI, para
diferenciar de otros géneros como Listeria y Kurthia (15,16,91).
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Una vez identificado ¢l género se rcalizaron las siguientecs prucbas para
identificar la especie (15.16,91):

a) Tincion de Albert para granulos metacromaticos.
b) Fermentacion de galactosa y maltosa.

c) Hidrolisis de la arginina.

d) Urea

De cada aislamiento de C. pseudotuberculosis se resembraron S
colonias en agar sangre para proceder a su conservacion.

Conscrvacion dc aislamicntos.

A partir dec un aislamiento caracterizado por la M cn C Laura Hermmandcz
en el Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (CENID-INIFAP) de C.
pseudotuberculosis. se realizé6 una curva de crecimiento, con un cultivo en 3
ml de caldo brucela mas suero al 10% durante toda la noche a 37°C, se tomo 1
ml y se adiciondé a un matraz Nefzlométrico con caldo brucela mas suero al
102, a un volumen final de SO ml. Una vez homogenizado se procedio a
tomar la primera lectura en el fotocolorimetro Klett Summerson con filtro
rojo, se incubo a 37°C, se homogenizo la muestra y se tomaron lecturas

durante 32 h a diferentes intervalos (15,16).

Los resultados fucron graficados y sc¢ calculé la linca dc tendencia con
la cual se determind la velocidad de crecimiento (92).

Con la finalidad de determinar el mejor medio de cultivo. se tomaron al
azar y sin considerar ninguna caracteristica en particular 10 aislamientos de C.
pseudotuberculosis y se sembraron en placas de agar sangre, incubandose a
37°C durante 24 a 48 h para obtener un crecimiento abundante en todas las
cajas, posteriormente se realizé un cultivo durante toda la noche a 37°C en
tubos con 3 ml de caldo soya tripticaseina mas suero al 10%, cada uno de ellos
fue vaciado en 5 ml de caldo brucela mas suero al 10%, v en 5 ml de caldo
Todd-Hewitt mas suero al 10%. Una vez homogenizados se procedié a tomar
la primera lectura en el fotocolorimetro Klett Summerson con un filtro rojo, se
incubo a 37°C y a intcrvalos de 30 minutos sc homogcnizé la muestra y sc
tomo lectura, durante 6 horas (13 determinaciones) (93).
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Los resultados fueron graficados y sc calculd la linea de tendencia con
lo cual se definié el mejor medio de cultivo.

Para evaluar la conservacion en distintos medios, cada aislamiento de C.
pseudotuberculosis se sembroé en tubos con 3 ml de caldo brucela mas suero al
10%. se incubé a 37°C durante 15 h (1.4x10’ ufc/ml) y se almacenaron en
refrigeracion y ultracongelacion., utilizando diferentes medios: agar sangre,
huevo de Dorset y caldo brucela glicerol (15,16).

a) Recfrigeracion

Agar sangrc.- Los aislamientos se¢ scmbraron en placas de¢ agar sangre,
incubandose a 37°C durante 24 a 48 h para obtener un crecimiento abundante
en todas las cajas y posteriormente se almacenaron en refrigeracion a 4°C

(15.16).

Se realizaron resiembras en placas de agar sangre durante los dias
1,3,5,7.9 y 11 de refrigeracion.

Los aislamientos se sembraron en medio huevo de Dorset, incubandose
a 37°C durante 24 a 48 h. y posteriormente se almacenaron en refrigeracion a
4°C. E!l medio se prepar0 en condiciones de esterilidad, lavando
primeramente 16 huevos con alcohol al 70%, con un cuchillo se les rompio el
cascaron, se¢ vaciaron c¢in un matraz, sc lec adicioné solucion salina al 926, sc
agité para romper la yemas y homogenizar el medio, vaciandose 2 ml en tubos
de 5 ml con tapon de rosca. Los tubos se colocaron de manera inclinada en el
autoclave y se esterilizaron a 121°, 15 libras de presion. durante 10 minutos.
posteriormente se incubaron 24 horas a 37°C como prueba de esterilidad

(15,94,95).

Se¢ rcalizaron resicmbras en placas dz agar sangre durantc los dias
1,3,5,7.9,11,13,15,17,19,21,23 y 25 de refrigeracion.




b) Ultracongelacion:

Cada aislamiento s¢ sembré cn tubos con 3 ml de caldo bruccla mas
suero al 10% y se incubd a 37°C, durante 15 h (1.4 x 107 ufc/ml), el tubo se
centrifugé a 3900 g durante 10 minutos, se retiré el sobrenadante y se
conservo el paquete celular. Se preparé una solucion de glicerol al 20% con
caldo brucela, depositandose 0.5 ml en tubos Eppendorf y se esterilizé a 121°,
15 libras de presién, por 15 minutos. para utilizarlo como protector de
congelaciéon. Al tubo con el paquete celular se la adiciono 0.5 ml de caldo
brucela mas suero al 10% y se mezclo perfectamente, se tomaron los 0.5 ml y
se depositaron en los tubos Eppendorf que contenian los 0.5 ml de glicerol al
20% con caldo brucela. De esta manera quedaron los tubos Eppendorf a un
volumen final de 1 ml en glicerol al 102, se identificaron y se colocaron en
gradillas, se colocaron primeramente en refrigeracion (4°C) durante 1 h., en
congclacion (-4°C) durante 1 h., en congelaciéon industrial (-20°C) durante 1
h., vy posteriormente se introdujeron en un ultracongelador de la marca

REVCO a -70°C (94,95).

Para probar la ¢fectividad del método de conservacion, la viabilidad dc
los aislamientos y la pureza del cultivo, se sacé un tubo 1 h después de
haberse colocado en el ultracongelador, al 3 y 7mo dia, a la 2da y 4ta semanas.
al 2, 3, 6, 8. 10. 12, 14, 16, 18, 20. 24" mes. Se colocaron 1 h.,a 37°C y
posteriormente se sembraron en tubos con 2 ml de caldo brucela mas suero al
10% y en cajas de agar sangre que se incubaron a 37°C durante 24 a 48 h

(94,95).
Caracterizacion de los aislamientos.

Se realizé la caracterizacion fenotipica con base al comportamiento
metabolico de los aislamientos de C. pseudotuberculosis provenientes de las
difcrentes presentaciones clinicas. A los diferentes aislamicntos se les
realizaron, por triplicado. las siguientes pruebas de caracterizacion bioquimica
en funcion de su capacidad para utilizar los sustratos de acuerdo a los métodos

bacteriologicos convencionales (15.16.91).
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1.- Almidén
2.- Celobiosa

3.- Glucosa

4.- Dulcitol

5.- Fructuosa

6.- Galactosa

7.- Inositol

8.~ Lactosa

9.- Maltosa

10.- Manitol

11.- Manosa

12.- Rafinosa

13.- Salicina

14.- Trehalosa

15.- Xilosa

16.- Prueba de Urea
17.- Hidrolisis de la Arginina
18.- Prueba de Catalasa
19.- Prucba de Oxidasa
20.- Voges — Proskauer
21.- TSI (H,S)

Agrupamicnto dc aislamicntos.

Los aislamientos de C. pseudotuberculosis caracterizados, se agruparon
con base a los resultados de las pruebas bioquimicas, de acuerdo al 6rgano de
procedencia, tipo de presentacion clinica y los diferentes biotipos formados

como resultado de la utilizacion de carbohidratos.

Produccién de toxina.

, Se calculé de mancra cualitativa y cuantitativa, la produccion de toxina
de los aislamientos provenientes de las dos presentaciones clinicas de la

enfermedad.
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Cualitativamentc:

Sc tomaron alcatoriamente 60 aislamicntos del ultracongclador (-70°C)
de C. pseudotuberculosis provenientes de las dos presentaciones clinicas de la
enfermedad (30 cutaneas y 30 viscerales) y se colocaron 1 h. a 37°C,
posteriormente se sembraron en tubos con 2 ml de caldo brucela mas suero al
10% y se incubaron a 37°C por 24 horas. Posteriormente se sembraron en
cajas de agar sangre, se incubaron a 37°C durante 24 - 48 horas y se

mantuvieron en refrigeracion hasta su uso.

Se utilizé una cepa de Sraphviococcus aureus Cowan 1, alta productora
de beta hemolisina, se sembraron 10 cajas de agar sangre, se incubaron a 37°C
durante 24 horas y posteriormente se mantuvieron en refrigeracion hasta su

uso (92,70).

Sc rcalizé la prucba de Christic, Atkins y Munch-Pecterson inversa
(CAMP inversa) en cajas de agar sangre. se sembro al centro una estria de
Staphviococcus aureus a lo largo de toda la caja; en torma horizontal, dos de
lado izquierdo y dos de lado derecho. se sembraron los aislamientos de C.
pseudotuberculosis, se incubaron a 37°C durante 24 h. y posteriormente se
realizo el anilisis de la inhibicion de la hemdlisis a simple vista (96).

Cuantitativamentc:

Sc cstandarizé la prucba dc inhibicion de la bcecta-hemolisina para
determinar la produccion de toxina producida por los diferentes aislamientos
de C. pseudotuberculosis de manera cuantitativa (92,70), para tal fin, se
prepararon eritrocitos de camero al 1%. Se extrajeron 5 ml de sangre con
anticuagulante, se tomo 1 ml y se diluyé con 4 ml de solucion salina
fisiologica al 85% centrifugdndose a 950 g por minuto, durante 10 minutos y
el sobrenadante se eliminé por decantacion; este proceso se realizé por
triplicado. Una vez lavados, se tomo 0.1 ml del paquete globular y se diluyo
en 0.9 ml de solucion salina fisiologica.

Se cultivo la cepa de Staphviococcus aureus Cowan 1 en medio de BHI
a 37°C durante 24 horas, se centrifugé a 3,900 g, a 6°C, durante 15 minutos,
s¢ obtuvo ¢l sobrecnadante y s¢ mantuvo congelado a -10 °C hasta su uso. Se
realizaron diluciones dobles de la hemolisina (sobrenadante) en microplacas



dec 96 pozos, con un volumen final de 100 ul, sc agregaron 100 ul dc
eritrocitos de carnero al 1%6, se agitaron y dejaron en incubacion durante 24 h
a 37 °C. Posteriormente se realizé la lectura de las microplacas en un

Multiskan Ascent V1.22, a 405 nm (92.70).

Se obtuvo un cultivo en medio de caldo brucela mas suero al 10%. de
los aislamientos de C. pseudotuberculosis seleccionados. se centrifugaron a
3,900 g a 6°C durante 15 min. , se obtuvo el sobrenadante (FLD) y se trabajo
la prueba en microplaca para la cuantificacion de la toxina (92.70).

Se realizaron diluciones dobles del sobrenadante (FLD) en las
microplacas de 96 pozos, a volumen final de 100 ul, se agregaron los 100 ul
dec glébulos rojos de carncro al 1%6, sc incubaron las placas durantc 30 minutos
a 37°C, se adicionaron 100 ul de la hemolisina de la cepa Sraphviococcus
aureus Cowan 1 previamente titulada, se incubé a temperatura ambiente 1/2 h

vy posteriormente 18 h a 4°C.

Se incluyeron como testigos: un pozo con solo eritrocitos en solucion
salina fisiologica, otro con eritrocitos mas el sobrenadante (FLD) y uno con
eritrocitos y hemolisina (blanco). Se realizo la lectura de las microplacas en un
Multiskan Ascent V1.22, a 405 nm. Con las absorciones y los porcentajes se
realizé una curva contra diluciéon del sobrenadante (92.70).

Elcctroforcsis.

Para la separacion analitica dc las proteinas, sc utilizé PAGE-SDS por
el método de Laemmli. las diferentes proteinas en el gel se separan en funcion
de sus pesos moleculares (97.98,99).

Sc tomaron alcatoriamente 8 aislamientos dc cada grupo (4 cutancas y 4
viscerales), se obtuvo de cada uno un cultivo en caldo brucela mas suero al
10%, se centrifugaron a 3.900 g a 6°C durante 15 min., se retiré el
sobrenadante y el sedimento se restituyo en 5 ml de solucién salina fisiologica
al 85% y se sonico a 45-90 herts por 60 segundos en 5 ciclos, con la finalidad
de destruir los cuerpos bacterianos y liberar las proteinas somaticas.



Las solucioncs sonicadas sc centrifugaron a 5,000 g por minuto a 6°C
durante 15 min, posteriormente se les retiro el sobrenadante y se uso para
determinar la cantidad total de proteinas por el método de Bradford y se
calculd el volumen necesario a utilizar en el corrimiento electroforético

(97,98.99.100).

Corrimiento clectroforético: 50 ug dec proteinas de cada muestra sc
mezclaron con 200 ul de buffer de muestra (4ml de agua destilada, 1ml de
Tris — HCI al O.5M y a un pH de 6.8, 0.8 ml de glicerol, 1.6 ml de
duodecilsulfato de sodio al 10%. 4ml de 2b-mercaptoetanol v 0.2 ml de azul
de bromofenol al 0.5%) y se sometieron a ebullicion (aprox. 95°C) durante 1
minuto. Sc adiciono a cada carril 10 ul dec la muestra haciéndola correr ecn
PAGE-SDS al 12.5%. En un canal se depositd la solucion con los marcadores
de peso molecular. El corrimiento se realizo a 80 volts la primera hora y 120
volts en la segunda, en el buffer de corrimiento (97.98.99).

De cada muestra sc rcalizaron dos gclcs, uno para ser teilido con nitrato
de plata y otro para realizar la inmunotransferencia. Una vez finalizado el
tiempo de corrida, uno de los geles se tij6 con una solucion de metanol al
10%, y acido acético al 0.5% por media hora, posteriormente el gel se
sumergio en una solucion de nitrato de plata 0.011 M en agitacion constante y
en oscuridad, se realizaron tres lavados de un minuto con agua desionizada y
se sumergio el gel en una solucion reveladora en agitacion constante hasta que
desaparecio el precipitado sobre el gel, cuando aparecieron las bandas y el gel
comenzo a oscurecerse, se¢ saco de la solucion de revelado y se fijé con
metanol al 10% y acido acético 0.5% (97).

El pcso molccular de las bandas fuc estimado con ¢l programa Syngene,
comparandolo con el estandar de proteinas de peso molecular conocido.

Inmunotransferencia.

Se establecid bajo métodos estandarizados un calendario de
inmunizaciéon en conejos (101), se utilizaron 4 conejos, los cuales fueron
inoculados con el aislamiento de C. pseudotuberculosis proporcionado por el
CENID-INIFAP para obtener suero hiperinmune y utilizarlo en la
inmunotransferencia (cuadro 1).



Cuadro 1. Calendario de inmunizacion cn concjos para la prucba dc
inmunotransferencia.

Dia|Via Cantidad Observaciéon
1 | sc 1 mi de bacterina + 0.3 de adyuvante Sangrado antes de
completo de Freud inocular.
s | 1M 1 ml de bacterina + 0.3 de adyuvante
incompleto de Freud
15 | IM 1 m! de bacterina + 0.3 de adyuvante Sangrado antes de
incompleto de Freud inocular
20 | IM 1 ml de bacterina sin adyuvante
25 | IM 1 ml de bacteria viva Sang::ado antes de
inocular
30 |Sangria blanco

Dcspués dc scparar las proteinas por PAGE-SDS, fucron transfcridas a
membranas de nitrocelulosa por electrotransferencia a 80 volts, y 400 mA

durante una hora (99,102).

La mcmbrana dc nitrocelulosa fuc tratada por 24 horas. con leche
descremada al 5% con la finalidad de bloquearla, se lavo la membrana en tres
ocasiones con PBS-Tween 20 por 15 minutos y se procedio a cortaria en tiras
de aproximadamente 5 milimetros de ancho, las cuales fueron depositadas en
placas con canales, a los que se les adicionaron 7 mililitros de suero
hiperinmune con PBS+Tween 20+leche descremada al 5% y se incubd en
agitacion durante dos horas a 37°C o toda la noche a 4°C (99,102).

A continuacion las tiras se lavaron en tres ocasiones con PBS+Tween
20 durante 15 minutos y finalmente se incubaron con proteina A conjugada
con peroxidasa a una dilucidon de 1:2000, en agitacion por dos horas, a 37°C o

toda la noche a 4°C (99,102).

Nucvamentc se hicicron tres lavados dc¢ 15 minutos cada uno con PBS-
Tween 20 y finalmente dos mas con PBS 1X de 10 minutos cada uno. Para el
revelado de la membrana se utilizé Diaminobenzidina (DAB) al 0.05%. 20 ug
de DAB en 40 mililitros de acido fosforico 50 mM a pH 7.4, agitandose por
40 minutos y finalmente se filtré. A esta soluciéon se agregé lentamente 1.2
mililitros de solucion NiCo (15 mg de NICI: y 15 mg de CoCl,) y 400 pl de
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H,0,. Una vecz que sc¢ precpararon cstas soluciones se agregaron a las tiras en
agitacion y la reaccion se termind al obtener la intensidad deseada de las
bandas en agua (99,102).
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Resultados

Obtcncién de mucstras.

Sc¢ obtuvicron 241 mucstras cn total y cl porcentajc dec las mismas
obtenidas entre las dos presentaciones es muy similar, como se muestra en el

cuadro 2.

Cuadro 2. Mucstras dc Icsiones sugestivas dec linfadenitis cascosa obtenidas de
animales provenientes de rebaiios y de rastro.

Presentacién clinica | Cantidad | Porcentaje
Cutanea (rebafos) 106 43%
Visceral (rastros) 135 56%
Total: 241 100%

Por otro lado las mucstras que sc¢ obtuvicron por Organo dc cada
presentacion clinica, muestran una clara distribucion preferencial por el

linfonodo parotideo en la cutanea y por el pulmén en la visceral como se
muestra en al cuadro 3, No se observaron lesiones clinicas a la inspeccion y

palpacion de rifion, linfonodo prescapular y linfonodo precrural.
Idcatificacién.

En el cuadro 4 sc observa cl total d¢ aislamicntos de C.
pseudotuberculosis que se lograron por cada dorgano y también por cada
presentacion, el cuadro muestra ademas la cantidad de aislamientos negativos

y los pertenecientes a otras bacterias.
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Cuadro 3. Muestras obtenidas por érganos de cada prescntacion clinica.

Linfonodo parotideo 65 (61)
Linfonodo submandibular 39 (37)
Otros 2(2)
Total: | 106 (100)
Pulmén 87 (64)
Linfonodo pulmonar 28 (21D)
Higado 20 (15)
Total: | 135 (100)

Cuadro 4. Aislamicntos de¢ Corvnebacterium pseudoruberculosis dc las
muestras sospechosas de linfadenitis caseosa en ovinos.

Linf. Parotideo 17 - (26) 21 —-(32) 27 —-(42) 65
Linf. Submandibular 11 —(28) 26 — (67) 2 — (5 39
Otros 1 —(50) 1 —(50) 0 2
Total: 29— (27) 48 — (46) 29 —(27) 106
Pulmdn 29 —(33) 48 — (54) -3 88
Linf, Pulmonar 11 —(38) 15 — (52) 3 -(10) 29
Higado 5 - (28) 13 —(72) 1] 18
Total: 45 —(33) 76 - (57) 14 - (10) 135

Se realizé una prueba de X’ utilizando el programa STATISTIC, entre
los aislamientos positivos de C. pseudotuberculosis y las dos presentaciones
de 1a enfermedad, donde no existieron diferencias significativas (p<0.05).
Conscrvacién.

Para determinar ¢l mcjor medio de cultivo para ¢l crecimiento de C.
pseudotuberculosis se utilizaron dos medios diferentes, ¢l caldo Todd-Hewitt
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y el caldo brucela, y se calculé su velocidad de crecimicnto mecdiantc la
pendiente de la grafica.

Cuadro 5. Velocidad de crecimiento de dos aislamientos de Corvnebacterium
pseudotuberculosis en caldo Todo-Hewitt y caldo brucela.

Aislamiento Todd-Hewitt brucela
Aislamiento No. 32 (absceso _ -
linfonodo submandibular) m =3.7648 |m = 3.3571
Aislamiento No. 48 (absceso - -
linfonodo submandibular) m = 1.1044 |m =2.4571

Se realizé la curva de crecimiento en caldo brucela para el aislamiento
donado por el CENID-INIFAP de C. pseudotuberculosis, calculando la
velocidad mediante la pendiente de la grafica (m = 5.7583) como se muestra
en la figura 1.
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Figura 1. Curva de crecimiento en caldo brucela para Corymebacterium
pseudotuberculosis.
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Mediante ¢l uso dc diferentes métodos de conservacion y en difcrentes
medios, se determiné el mas adecuado para conservar los aislamientos de C.
pseudotuberculosis, como se muestra en el cuadro 6.

Cuadro 6. Viabilidad de aislamientos de Corvrnebacterium pseudotuberculosis
en diferentes métodos de conservacion.

Método de conservacion | Viabilidad

Apgar sangre 7 — 10 dias

Medio huevo de Dorset 20 — 23 dias

Ultracongelacién > 2 ailos
Caracterizacion.

Sc rcalizaron una seric de prucbas bioquimicas a los aislamicntos de C.
pseudotuberculosis, en las cuales se encontraron algunas diferencias en
relacion a lo mencionado por Bergey et, al. en 1994 (16) para los azucares
maltosa, glucosa. galactosa y granulos metacromaticos (Albert)cuadro 7).

Agrupamiento.

Se establccid la rclacion entrc la utilizacion de los tres carbohidratos
con la forma de LC, de aislamientos de C. pseudotuberculosis y el organo de
procedencia (cuadro 8).

Sc realizé una prueba dc hipétesis para dos proporciones de grupos
independientes (p<0.05), utilizando el programa estadistico Microstat, los
asteriscos indican diferencias significativas (cuadro 9).

Con base en los recsultados de la utilizacion dec los diferentes
carbohidratos los aislamientos se agruparon en diferentes biotipos,
mostrandose los datos de el namero de los aislamientos y sus frecuencias en el

cuadro 10.
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Cuadro 7. Resultados dc las pruebas bioquimicas para los aislamicntos dc
Corynebacterium pseudotuberculosis.

PRUEBA POSITIVO| % INEGATIVO]| % | Bergey ct. al. 1994
CATALASA 253 100 o ) +
ALMIDON 253 100 0 0 +
FRUCTUOSA 253 100 [s) o +
MANOSA 253 100 o o +
UREA 253 100 o ) +
ARGININA 253 100 [} 0 +
MALTOSA 194 77 59 23 +
GLUCOSA 143 57 110 43 + .
GALACTOSA 130 51 123 49 +
ALBERT 132 52 121 48 +
OXIDASA o 0 253 100 z
VP [} 0 253 100
H,S 0 o 253 100
CELOBIOSA o 0 253 100
DULCITOL 0o 0 253 100
INOSITOL [} ) 253 100
LACTOSA ) [} 253 100
MANITOL o [} 253 100
RAFINOSA 0 0o 253 100
SALICINA 0 [} 253 100
TREHAI.OSA ) 0 253 100
XILOSA [} [} 253 100 B

! No se encontraron datos de evaluacion de estos carbohidratos.
2 Ocasi '] islami positivos.
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Cuadro 8. Relacion de las prucbas bioquimicas variables dec C.

Ppseudotuberculosis con el 6rgano de procedencia.

R Parotideco Submandibular Otos Total
Carbohidratos Resultado No‘_’ _(%‘)’ u :'o_ -gl;,) No o No.{¢%)
Glucosa Positivo 6 (10%) 9 (23%) 5(100%) | 20 (19%)
Negativo 56 (90%0) 30(77%) (2] 86 (81%)
[ Galactosa Positivo S (8%) 9 (23%6) 5 (100%) 19 (18%)
Nepativo 57 (92%0) 30 (77%) (4} 87 (82%)
[ Maltosa Positivo 38 (61%) 24 (62%) 5 (100%) 67 (63%0)
Negativo 24 (39%) 15 (38%) (4] 39 (37%)
- Parotideo Submandibular Orros Total
Carbohidratos Resultado No.-(%) No.«(%) No.(%) No.-(%)
Glucosa Positivo 75 (76%) 33 (97%) 15 (100%) | 123 (83.7%)
Negativo 23 (24%) 1 (3%) [\ 24 (16.3%)
[ Galactosa Positivo 73 (75%) 28 (82%) 10 (67%) | 111 (75.5%)
Negativo 25 (25%) 6 (18%) 5 (33%) 36 (24.5%)
r Maltosa Positivo 79 (81%) 33 (97%) 15 (100%) | 127 (86.4%)
Negativo 19 (192%) 1 (3%) O 20 (13.6%)

Cuadro 9. Andlisis cstadistico dc la presentacién cutianca y visccral, con los
tres carbohidratos variables.

Glucosa Positivo 20 (19%) | 123 (83.7%9%) | 0.0001*
Negativo | 86 (81%) 24 (16.3%) | 0.0001*
Galactosa Positivo 19 (18%) | 111 (75.5%) | 0.0037*
Negativo | 87 (82%) 36 (24.5%) | 0.0002*
Maltosa Positivo 67 (63%) | 127 (86.4%) 0.057
Negativo | 39 (37%) 20 (13.6%) -0.57
* Dife significativas (p<0.0S).
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Cuadro 10. Frecuencias de los diferentes biotipos.

Biotipo No. aislam | Frecuencia (%
GLU + GAL + MAL + 123 48.62
GLU — GAL — MAL -— 56 22.13
GLU — GAL — MAL + 49 19.37
GLU + GAL — MAL + 17 6.72
GLU — GAL + MAL + s 1.98
GLU + GAL + MAL — 2 0.79
GLU + GAL — MAL — 1 0.40
GLU — GAL + MAL — 0 0.00
Total: 253 100

Por otro lado se graficaron los datos en el programa excel, donde en el
eje de las X se colocaron los biotipos obtenidos de los diferentes aislamientos
de C. pseudotuberculosis y en el eje de las Y las frecuencias de los mismos,
obteniendo una grafica como se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Gréifica de frecuencias de los diferentes biotipos de
Corynebacterium pseudotuberculosis.
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Considerando la frecuencia elevada de ciertos biotipos, se procedié a
separarlos por el tipo de presentacion clinica cuadro 11 y graficado en la

figura 3.

Cuadro 11. Diferentes biotipos y sus frecuencias en la presentacion cutianea y
visceral.

Biotipo No. aislam Cutanea Visceral
GLU + GAL + MAL + 123 14 109
GLU — GAL - MAL - 56 38 18
GLU — GAL — MAL + 49 a8 1
GLU + GAL — MAL + 17 [3) 17
GLU — GAL + MAL + 5 s 0
GLU + GAL + MAL — 2 (o) 2
GLU + GAL - MAL — 1 1 [¢]
GLU — GAL ~+ MAL - 3] (o] (Y
Total: 253
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Figura 3. Frecuencias cutanea y visceral de los diferentes biotipos.
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Produccion de toxina.

En la prueba de CAMPinversa se evalué de manera cualitativa (a simple
vista) la producciéon de FLD. no existieron diferencias significativas en los
resultados para los aislamientos evaluados. De los resultados de la titulacion
de la hemolisina del S. aqureus Cowan 1. se definié una unidad hemolitica (1
UH), como la dilucion que causd lisis del 50% de los eriwrocitos y que resulté
en la dilucion 1/325. Para la cuantificacion de la FLD se utilizaron 2 UH para

obtener resultados mas confiables.

En el cuadro 12 se muestran los resultados de la titulaciéon de la
fosfolipasa D, mediante la inhibicion de la hemdlisis de la beta lisina
producida por el S. gqureus Cowan 1. Se realizé una prueba de v de Student
para dos proporciones de grupos independientes entre las dos presentaciones
donde no hubo diferencias significativas (p<0.05).

Cuadro 12. Unidades de fosfolipasa D que bloquean el efecto de 2 unidades
hemoliticas de Staphylococcus aureus Cowan 1°.

Cuta Visceral
Aislamiento UFLD Aislamiento UFLD
12 1/3200 1 1/1600
16 1/1600 8 1/1600
26 1/1600 22 1/1600
45 1/1600 43 1/1600
47 1/1600 58 1/1600
61 1/3200 66 1/1600
92 1/1600 88 1/800
102 1/1600 110 1/1600
112 1/1600 156 1/1600
118 1/1600 162 1/800
120 1/1600 75 1/1600
129 1/1600 88 1/1600
133 1/1600 200 1/1600
149 171600 206 1/1600
189 1/1600 212 1/800

* Una unidad de FLD se define como. la dilucion de FLD que bloquea 2 UH de ia hemolisina del S.
aureus Cowan 1.
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Elcctroforcsis.

En la figura 4 sc muecstran los geles del corrimicnto electroforetico tanto
para los aislamientos de la presentacion cutdnea como para la presentacion
visceral, los cuales fueron analizados por medio del programa Syngene para la

obtencion de los pesos moleculares.

Los patroncs dc separacion de protcinas ¢n geles resultaron idénticos
para los aislamientos estudiados, independientemente de la forma de
presentacion de la enfermedad (cutanea o visceral) o del biotipo considerado

(patron fermentativo).

No sc¢ obscrvaron diferencias en las protecinas fraccionadas cn los 17
aislamientos evaluados, se separaron 8 proteinas de pesos: 69.62, 57.91,
53.26,47.78, 35.97, 33.84, 31.96 y 23.46 kDa respectivamente..

Inmunotransfcrencia

Sc utilizo ¢l sucro hiperinmunc del conejo desafiado con cl aislamiento
del CENID-INIFAP, contra los wes diferentes biotipos y las dos
presentaciones clinicas, en todos los casos el suero reconoci¢ la misma

proteina de 69.62 PM (figura 5).

En las 6 muecstras cnsayadas y cn la muecstra homéloga (CENID-
INIFAP), el suero de conejo reconocié a la proteina fraccionada de mayor
peso molecular 69.62 kDa.
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Cuténea

Figura 4. Corrimiento electroforetico de las cepas de la presentacién cutinea y
visceral, el peso molecular de las bandas fue estimado con el programa
Syngene, compariandolo con el estindar de proteinas de peso molecular
conocido.
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Biotipo identificacién
GLU + GAL + MAL + 1

GLU + GAL + MAL —
GLU — GAL — MAL —

e = presentacion cutdnea.
® v =presentacién visceral.

Figura 5. Inmunotransferencia de los aislamientos de Corynebacterium
pseudotuberculosis.
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Discusién

Sc¢ mucstrcaron 190 animales, se obtuvieron 241 muecstras ¢n total, dc
linfonodos y visceras con lesiones sugestivas de LC. Estos 190 casos de 1500
cabezas inspeccionadas, implicé una frecuencia clinica de 12.6 %, no se tienen
datos de frecuencia clinica a nivel de rastro, Barrientos et. al. en 1996 (27) a
nivel de campo, reportaron una frecuencia clinica, en un estudio longitudinal
de 17 meses, de 6.4 %% (11/170), estas bajas frecuencias pueden explicarse
parcialmente por el comportamiento epidemioldgico ciclico de 3 a 5 anos,
sefialado para la LC por Richard et, al., en 1979 (103). Es probable ademas
que los productores consideren la observacion de lesiones como un criterio
mas en la toma de decision para eliminar animales, aunque las muestras de
rastro correspondieron a formas viscerales de LC. tambié€n por el hecho de que
en la actualidad se han reforzado las medidas para evitar el sacrificio y el
expendio de carnc provcenicnte de animalcs sacrificados clandestinamente, por
lo que hay mayor demanda de carne proveniente de rastro y por lo tanto un
mayor numero de animales son sacrificados en él.

Del total de muestras de presentacion cutinca, 65 de 106
correspondieron al linfonodo parotideo, mientras que 39 de 106 se obtuvieron
del linfonodo submandibular. Estos datos difieren de lo reportado por
Barrientos et, al. en 1996 (27). donde no existieron diferencias significativas
en la distribucion de las lesiones de los linfonodos de la cabeza. En cabras
también se ha observado, en particular en rebaflos lecheros. una mayor
presentacion en nodulos de cabeza y cuello. Esta distribucion en borregos
pudiera corresponder a lesiones en la competencia por los comederos, en los
modelos con suplementacion en corral y pudiera reforzar el planteamiento de
la patogenia de esta enfermedad provocada por lesiones traumaticas durante la
pelea; ello sin dejar de tomar en cuenta que la via de entrada puede representar

la zona primordial de lesiones nodulares (104).

Dec la presentacion clinica visceral, 87 dc¢ 135 correspondicron a
pulmoén, siguiéndole 28 de 135 del linfonodo pulmonar y 20 de 135 al higado.
Estos resultados no concuerdan con lo reportado en trabajos previos en los
cuales se menciona que la presentacion visceral en pulmones y los linfonodos
mediastinicos y bronquiales ocurre con una frecuencia del 25%, que contrasta
con el 85% de este trabajo. Cabe mencionar que algunos de estos trabajos son
modelos de experimentacion para detectar vias de diseminacion del



microorganismo. Esta mayor frecuencia de lesiones pulmonares puede deberse
a las neumonias que son comunes en los rebafilos mexicanos, actuando el foco
neumonico como concentrador de macrofagos infectados por C.
pseudotuberculosis (12, 26, 30, 31, 32, 34,37, 41, 44, 45, 54, 79, 80).

El muestreo realizado en el rastro (n = 135), fue sesgado ya que se
realizé sobre la linea de visceras y no fue revisada la canal para descartar la
posibilidad de la presentacion cutianea, o mixta. Por otro lado, el muestreo en
las explotaciones tuvo una inducciéon, ya que sélo se puede evaluar
clinicamente (por palpacion) la presentacion cutanea, no pudiendo descartar
en el momento una presentacion visceral. A pesar de estas divergencias del
muestreo, éste se realizé asi, debido a que nuestro objetivo primordial era
tcner aislamientos con una certcza alta del sitio y presentacion de la

enfermedad.

En la presentacion cutanca, ¢l linfonodo parotidco se logro cn 17 de 65
muestras el aislamiento positivo de C. pseudotuberculosis en el linfonodo
submandibular resultaron positivas 11 de 39, estos datos son similares a lo
reportado por Barrientos et. al. en 1996 (27).

La presentacion visceral guardé la misma relacion que la presentacion
cutanea, en pulmon 29 de 88 resultaron positivas. en el linfonodo pulmonar 11
de 29 y en higado 5 de 18 respectivamente. Se considera que la via de
diseminacion son los macrofagos infectados. diseminandose por sangre o
linfa, con la entrada del microorganismo por heridas de piel. Lesiones
neumaonicas o de hepatitis de diferente origen podrian localizar los macréofagos
infectados en estos parénquimas (12, 26, 30, 31, 32, 34, 37, 41. 44, 45, 54, 79.

80).

Del total dec mucstras trabajadas sc logré un mayor namcro dc
aislamientos de otros géneros bacterianos (Bacteroides spp, Bacillus spp y
Streptococcus spp) esto indica que de las lesiones clinicas de linfadenitis a
nivel de campo no todas corresponden a C. pseudotuberculosis, o bien estas
lesiones inician con la presencia de C. pseudotuberculosis y otros piogenos y
estos ultimos resisten por mas tiempo las condiciones del foco mucopurulento.

C. pseudotuberculosis mostréo una velocidad dc crecimicnto, calculada
mediante la pendiente de la grafica de m = 5.7583 y no presentd fase de
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latencia. porque se utilizé el mismo medio de cultivo para ¢l preinoculo. por lo
tanto las bacterias no sufrieron de condiciones desfavorables » se adaptaron
rapidamente. La curva muestra desde un inicio. una fase de crecimiento
exponencial con una duracién de 12 h aproximadamente. Posterior a las 12
horas. se puede asumir que la bacteria entra en una fase estacionaria. en la cual
la tasa de crecimiento es decreciente o de cero. en esta fase se encontro la

mayvor cantidad de bacterias en el medio (92).

La viabilidad de los aislamientos en los diferentes sistemas de
conservacion. indicé que. las placas de agar sangre. mantuvieron viables no
mas de 10 dias las bacterias en refrigeracion, siendo un meétodo de
conservacion poco recomendable para periodos largos, pero adecuado para el
mancjo de los aislamientos cn experimentacion. El medio Huevo de Dorsct.
mantuvo las células viables hasta los 23 dias en refrigeracion. si bien permitio
conservar los aislamientos por un periodo mayor que el agar sangre. sin
embargo la dificultad en la preparacion de este medio. puede complicar su uso
en la conservacion y manejo de C. pseudoruberculosis. El método de
ultracongelacion encambio. permitié conservar los aislamientos por periodos
de mas de 2 aflos y se acerca a las caracteristicas de un método de
conservacion ideal. considerado por algunos autores como aquel que mantiene
una viabilidad alta. no genera cambios en la poblacion por seleccion, no
ocurren cambios genéticos. se mantiene la pureza vy no implica costos
excesivos. También el liofilizado ha sido senalado como un método de

conservacion eficiente para esta bacteria (94. 95).

Como rcsuitado dc la caractecrizacion mctabodlica dc los aislamicntos dc
C. pseudoruberculosis. se encontro que de las 22 pruebas realizadas. en cuatro,
los resuiltados fueron diferentes a lo sefialado por Bergey et. al. en 1994 (16).
Estas pruebas fueron. la utilizacion de los carbohidratos maltosa. glucosa y
galactosa y la tincion de Albert para granulos metacromaticos.

Sugiricndo quc los aislamicntos cvaluados son difercntes. o bicn quc
existen diferentes biotipos, con la posibilidad de que existan aislamientos que
cambian su metabolismo, en base al medio ambiente en el que se encuentran,
lo cual podria explicar su diferente capacidad patogena y las variaciones
anotadas en la patogenia de la enfermedad. Es probable que las condiciones de
presion de O, , de CO; y de concentracion de nutrientes en ¢l tejido linfoide de
los linfonodulos y en los parénquimas, modifique los patrones fermentativos.
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En la utilizacion de los carbohidratos cclobiosa, dulcitol e inositol, no sc
encontraron datos de su evaluacién y el total de los aislamientos trabajados (n
= 253) dio resultado negativo. Asi mismo, en la utilizacion de trehalosa la
bacteria se reporta como ocasionalmente positiva (16) y en este trabajo el total

de los aislamientos fueron negativos.

Con basec cn los resultados de las prucbas bioquimicas dec
comportamiento metaboélico variable, se agruparon los aislamientos, de
acuerdo a la presentacion y al organo de procedencia. En los aislamientos de
casos de presentacion cutanea, la mayoria no utiliza glucosa 81% (86:101) y
galactosa 82% (87:106) pero para maltosa, la mayoria fueron positivos 63%
(67:106). Para los aislamientos de la presentacion visceral, los resultados
fueron inversos, la mayoria fueron positivos a la glucosa 83.7%6 (123:147) y la
galactosa 75.5% (111:147) y con la maltosa 86.4% (127:147) se comportaron
de manera similar a las de la presentacion cutanea. Soportando la posibilidad
de seleccion de diferentes biotipos del microorganismo influidos por el medio
ambiente tisular en el que se encuentra la bacteria.

El analisis cstadistico, con la prucba dc hipoétesis para dos proporciones
de grupos independientes, comparando los aislamientos de presentacion
cutinea contra las viscerales, en relacion a la positividad o negatividad para
cada uno de los tres carbohidratos, indicé que existen diferencias
significativas entre las dos presentaciones para glucosa y galactosa (p<0.05).

pero no para maltosa.

Por otro lado, se agruparon los aislamientos dc C. pseudotuberculosis
en los posibles diferentes biotipos, en base a los tres carbohidratos variables y
se encontré6 que el biotipo GLU+GAL+MAIL+ fue el de mayor frecuencia
(48.62 %), correspondiendo a lo que seria una cepa clasica de C.
pseudotuberculosis, no asi, los biotipos. GLU-GAL-MAL- (22.13 %) y GLU-
GAL-MAL+ (19.37 %), donde la diferencia la hace la utilizacion de la

maltosa.

Cuando se compararon los diferentes biotipos, entrc las dos
presentaciones se encontré que €l biotipo clasico de GLU+GAL+MAL+ se
encuentra con mayor frecuencia en la presentacion visceral, por otra parte los
biotipos GLU-GAL-MAL- . GLU-GAL-MAL.+ tienen mayor frecuencia en la
presentacion cutinea.
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Como se¢ puede analizar de los resultados del cuadro de biotipos. Glu™
Gal” se encontré6 con una frecuencia de 49.4 %2 (125/252) y el biotipo Glu”
_Gal’ con 41.5% (105/252 ) lo que indica claramente que estos dos
marcadores genéticos se encuentran ligados , por lo que una alteracion puede
causar ¢l cambio fenotipico de ambos marcadores .

Las posibilidades para este resultado pueden ser que el defecto. en el
fenotipo no fermentador se deba a:

a) Es posible que los dos carbohidratos empleen ¢l mismo transportador
para ingresar a la célula (105) por lo que el defecto tendra que ser el gen
que codifica para la proteina transportadora o fosforiladora (106).

b) Decbido a quc nuestras determinaciones cvaluaron la capacidad de
fermentar los carbohidratos y que se ha descrito que la galactosa tiene
que ser transformada a fructuosa 1-6 difosfato para ingresar a la
glicolisis (107), por lo que cualquier alteracion genética en las proteinas
que participan en el proceso fermentativo, posteriormente a la ruta
comun, pueden provocar el cambio fenotipico de ambos marcadores a la

vE€Z

Para poder definir de cual altcracion sc¢ trata, cs nccesario rcalizar
estudios con otros carbohidratos afines y definir si la glucosa y la galactosa
son capaces de penetrar a la célula en ambos biotipos.

E] caso de la maltosa es difcrente ya que sc obscrvo que el 76.7% dc los
aislamientos fueron maltosa positivas no existiendo diferencias en este
fenotipo con respecto a los dos biotipos anteriormente descritos. Debido a que
la maltosa es el disacarido formado por dos glucosas. existen dos posibilidades
para la alteracion, la primmera es que tenga un transportador diferente al de la
glucosa y la galactosa (106), por lo que puede ingresar independientemente
del daino de los otros biotipos . La otra posibilidad es que el daio se encuentre
en alguna enzima extracelular o intracelular que realiza la hidrélisis de la
maltosa, por lo que se requiera el rompimiento para ingresar a la célula o ser
utilizada en las rutas fermentativas.

46



Para poder dilucidar cual altcracion ticnen los dos biotipos principalcs
es necesario realizar estudios de crecimiento microbiano en presencia de estos
carbohidratos, debido a que es posible que la bacteria si crezca pero no
fermente. Este hecho parece ser reforzado por la observacion de que no
existicron diferencias aparentes en los patrones antigénicos de ambos biotipos
y muchos de los antigenos de la pared y la membrana ceclular estan

compuestos por galactosa y glucosa.

No se encontré en la literatura revisada, informaciéon sobre estos
cambios en los parametros fermentativos de carbohidratos, aunque se han
sefialado modificaciones en utilizacion de nitritos. entre aislamientos
obtenidos de diferentes especies animales y se consideran indicadores de
variaciones biotipicas (17). En cl futuro secra neccsario cvaluar las posibles
correlaciones en estos indicadores bioquimicos, pues en este trabajo, quizas
por solo trabajar con muestras de origen ovino, no se encontraron variaciones
en la utilizacion de nitratos entre aislamientos de diferentes formas clinicas de

LC.

Al cvaluar de mancra cuantitativa la produccion de FLD, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los aislamientos
de cada presentacion. Esto sugiere de que independientemente del biotipo de
que se trate, la FLD es un eclemento constante en el fenotipo de los
aislamientos. Se ha implicado a la FLD como UN factor de virulencia en el
Corynebacterium pseudotuberculosis, por los resultados, la FLD no parece
definir el camino que siga la bacteria en el desarrollo de la enfermedad
posterior a la infeccion de los animales. Considerando que la presentacion
cutanea y visceral tienen diferente patogenia entonces la FLD no participa
fuertemente en clla, en cambio los biotipos se relacionaron estadisticamente
con estas dos presentaciones (12,39,52).

Llama la atencion quc con cl procedimicnto emplcado solo se lograron
separar 8 proteinas de relativamente bajo peso molecular, menos de 69.62
kba. Esto difiere de lo reportado por Ellis et, al. en 1991 (S1), los cuales
obtuvieron aproximadamente 35 proteinas, sin embargo estos autores
utilizaron un gel de 17,5%, que separé proteinas en un rango de 14 a 200 kDa,
mientras que en este trabajo se empleod el gel al 12.5% que permitié observar
fracciones desde 24 a 203 kDa. En el espacio de 14 a 24 kd, el trabajo de Ellis
et, al. en 1991 (51) localiza 12 de las 35 proteinas observadas por estos
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autorcs. Por otra partc cn cstec trabajo sc cultivé la bacteria cn un medio
adicionado con Tween 80 al 0.05%, que probablemente redujo la aglutinacion
espontinea de la bacteria y facilité su disgregacion en el proceso de
sonicacion que fue mas extenso que el empleado en este trabajo. 15 minutos
contra 15 segundos en tres oportunidades en este ensayo. Aunque la
descripcion de procedimientos en particular sonicado y resultados en las
proteinas obtenidas. no esta suficientemente detallada, el trabajo de Walker et,
al. en 1994 (89), logra separar en un gel de 12.5% aproximadamente 18

proteinas.

Es posible que los tiempos de sonicacion no fueron suficientes para
separar los componentes de la compleja pared de la bacteria y que la mayor
parte dc¢ las protecinas identificadas puedan corresponder al citosol, lo que
también explicaria que solo una proteina fue reconocida por el suero de conegjo

en la inmunotrasferencia.

La protcina dc 69.2 kDa rcconocida por los anticucrpos dcl congjo,
coincide por otra parte, con una de las seis proteinas que en el trabajo de Ellis
et, al. en 1991 (51) fueron reconocidas en la inmunotransferencia. empleando
sueros de ovinos infectados naturalmente, gue seguramente montan una
respuesta mas compleja, que la que se podia esperar con la aplicacion de la
bacteria inactivada al conejo, como se hizo en este ensayo.

Los resultados dc produccion dc toxina, caractcrizacion proteica ¢
inmunotransferencia, indican que no existieron diferencias relevantes entre los
aisfamientos estudiados de C. pseudotuberculosis que pudieran influir su
diferente comportamiento patogeénico en las dos presentaciones de la
enfermedad. Sin embargo, las diferencias observadas en la fermentacion de
azucares, son sugestivas de factores auxiliares de virulencia diferentes para

ambos biotipos.

Si consideramos que las diferencias repercuten prioritariamente sobre
los aspectos metabdlicos de la bacteria, existe la posibilidad de que la bacteria
defina el camino o la ruta a seguir después de la infeccion, condicién que
estaria relacionada a la mayor sobrevivencia y adaptacion al ambiente
cxtracelular o intracclular (dentro del macréfago), obscervandose que
aparentemente el biotipo Glu*-Gal® tiene mayor capacidad de realizar una
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diseminacion, fundamentalmentc asociada a los macréfagos (108), que el
biotipo Glu_Gal".

Este hecho pudiera tener relaciéon con el tipo de macrofagos que
controlan el problema, por lo que parece ser que los macrofagos fijos. son
unicamente capaces de controlar al biotipo Glu_Gal, en cambio los
macrofagos de reaccion generalizada (circulantes y reclutados) no pueden
destruir al biotipo Glu™-Gal” eficientemente por lo que es mas facil su
diseminacion.

Si esto es cierto, entonces la alteracion genética puede estar
condicionando una mayor adaptabilidad al ambiente intracelular y
cventualmentc una mayor capacidad de sobrcevivencia.

También es posible quc cxista algun otro factor auxiliar de virulencia.
aan no detectado, que requiera la expresion ligada con el fenotipo Glu™-Gal®
Yy a su vez éste condicione la diferencia en mecanismo de patogenicidad de los

dos biotipos principales.

Definitivamente, una forma de elucidar la causa de la diferencia puede
ser mediante la inoculacién, por diferentes rutas de ambos biotipos y el
posterior analisis de la presentacion y localizacion desarrollada.
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Conclusioncs

1.- A nivel de campo los linfonodos de la cabeza son los mas afectados y cn
este trabajo el linfonodo parotideo fue el mas se afecto.

2.- Las lesiones clinicas dc linfadenitis, no corrcsponden todas a
Corynebacterium pseudotuberculosis, jugando un papel importante otros
géneros bacterianos.

3. — La ultracongclacion con gliccrol al 10% fuc ¢l método dec conscrvacion
mas adecuado de los evaluados en este trabajo.

4. — La presentacion visceral presentd ¢l biolipo GLU-GAL*-MAL™"
(109/123) y la presentacion cutanea GLU-GAL-MAL" (38/56).

5. — No cxisten diferencias relevantes cn la produccién de toxina,
caracterizacion proteica e inmunotransferencia, en los aislamientos estudiados.
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