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Resumen 

La linfadenitis caseosa presenta dos diferentes manifestaciones clínicas, la 
cutánea y la visceral, el agente etiológico es Corynebacrerium 
pseudotubercu/osis y existe la posibilidad, aunque no se ha demostrado, que 
las cepas involucradas presenten diCerencias en los factores de virulencia 
involucrados. Con el fin de encontrar diCerencias en los factores de virulencia. 
se colectaron 241(n=l89) muestras de borregos con presentaciones clínicas de 
linfadenitis caseosa (cutánea 106 y visceral 135). Se tomaron muestras de 
diferentes órganos encontrando el linfonodo parotideo (61 %) y el pulmón 
(64%) como los órganos más afectados en cada presentación respectivamente. 
Se procedió al aislamiento e identificación, se trabajo la caracterización 
bioquímica y la electroforesis de la envoltura y proteínas internas para su 
identificación. así mismo se realiza el análisis de Western blott contra sueros 
de conejo previamente inmunizados con los biotipos de Corynebacterium 
pseudotubercu/osis. Se encontraron dos biotipos relacionados con la 
fermentación de la glucosa (Glu), galactosa (Gal) y maltosa (Mal). existiendo 
diferencias significativas (p<.05) entre Glu• - Gai+ en aislamientos viscerales y 
Glu- - Gal- en cutáneos. Los patrones de las proteínas en la electroforesis 
fueron los mismos para todas las cepas. Las dfferencias observadas parecen 
estar relacionadas a la patogenia de la bacteria, involucradas en la entrada y 
mayor diseminación observada para la presentación visceral y el pequefto 
papel del serotipo en las presentaciones clinicas de la enfermedad. 
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Abstract 

The casesosus lymphadenitis disease presents two kinds of' clinical 
manif"estations. cutaneous and visceral and caused by Corynebacterium 
pseudo/ubercu/osis and exists the possibility. although it is has not proved. 
that the strains involved has differences in the virulence f'actors. In order to 
find. the virulence factors differences 241 (n=189) samples were taken from 
sheep with clinical sings ofthe disease (106 cutaneous, and 135 viceral). The 
sarnples were taken from different organs, and the most damaged were the 
lungs and parotid lymphatic ganglions. lsolation and identification were the 
next procedure, biochemical characteriz.ation and electrophoresis of the 
enveloped and internals proteins were taken for the identification also western 
blott analysis for rabbit serum previously immunized with Corynebacterium 
pseudo/ubercu/osis strains. Two biotypes related with glucose (Glu), maltose 
(Mal) and galactose (Gal) f'ermentation significant diffcrenccs wcrc found 
within Glu+ -Gal+ in visceral samples and Glu"-GaL in cutaneous samples. 
The protein pattem in the electrophoresis test were the same f'or all the strains. 
The differences seems to be related with the bacteria! 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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lntroduccic\n 

La linfüdenitis caseosa (LC) de cabras y borregos es una enf'ennedad 
crónica causada por Corynebaclerium pseudo1ubercu/osis, caracterizada por 
supuración e inflamación de uno o más Hnfonodos. La enf'ennedad está 
presente en muchas partes del mundo. especialmente en las áreas de cría de 
pequei'los rumiantes y es un problema que causa pérdidas económicas 
importantes en la producción. La inf'onnación confiable sobre la incidencia y 
prevalencia de esta enf'ennedad es escasa debido a su carácter endémico y su 
nanirale:za subclinica ( 1,2,3,4.S.6, 7). 

Las pérdidas económicas debidas a LC son variables y más severas 
cuando se presenta la f'orma visceral, cuando están presentes los abscesos 
internos ocurre un decremento en la eficiencia reproductiva además 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 "Síndrome de la oveja flaca•· en los Estados Unidos. Los efectos 
económicos de la f'orma externa de LC están poco documentados; fue 
reportado un decremento en la producción de leche en un rebafto de cabras 
con una alta presencia de abscesos mamarios causados por C. 
pseudo1uberculosis. y Jos abscesos superficiales esnivieron entre las mayores 
causas de disminución de valor de la piel. La enfermedad causa emaciación 
progresiva y abscesos en linfonodos externos como se ha comprobado en 
borregos de 2 ai'los de edad con LC clínica, donde se aisló C. 
pseudoluberculosis en 98.3% de los casos. Durante el sacrificio de borregos 
emaciados se demostró abscesos en órganos internos y el aislamiento de C. 
pseudo1ubercu/osis en el 93% de Jos animales (8.9). 

Agente etiológico. 

El género Corynebaclerium es un grupo heterogéneo de bacterias cuyas 
especies comparten características similares, son referidas como bastones, 
Gram positivos, redondeados, inmóviles, no esporulados, que contienen 
irregularmente gránulos metacromáticos, su tamafto es de 1-3 µrn de largo y 
de O.S-0.6 µm de ancho. En el ftotis con tinción de Grarn las bacterias 
presentan arreglos angulares o de cmpali:zada con características de reja o 
letras chinas. Con base en las características de la pared celular, las 
corinebacterias son agrupadas con las micobacterias, nocardias y rodococos, 



en el grupo .. CMRN'", los cuatro géneros tienen paredes celulares ricas en 
componentes lipídicos complejos, el más conocido es un ácido graso 
comúnmente llamado ácido micólico. el cual es considerado como el factor 
más importante en la virulencia de Azycobacterium tuberculosis, Los lípidos 
de la pared celular constituyen el 1 1.3% del peso total de la célula bacteriana. 
su naturaleza hidrof"óbica es la causa del crecimiento de C. pseudotuberculosis 
en una película. en caldo de cultivo (JO, 11.12.13.14). 

C. pseudotuberculosis es un anaerobio f"acultativo que crece 
relativamente lento en agar sangre, produciendo colonias blanco-amarillentas, 
resecas, opacas, planas. a las 24 a 48 horas las colonias están rodeadas por una 
zona de hemólisis completa. son positivos a la prueba de catalasa. f"ermentan 
la glucosa, son negativos a la prueba de Voges Proskaucr y positiva al la 
prueba de rojo de metilo (14, 15. 16). 

Barakat et al.. en 1984 (17). han descrito dos biotipos de C. 
pseudotubercu/osis con base en su habilidad para reducir nitratos. con 
dif'erente distribución por especie, cepas nitrato positivas en bovinos y equinos 
y nitrato negativas en ovinos y cabras. Analizando fragmentos de restricción. 
se encontraron dif"erencias genéticas entre estos dos grupos, así mismo, se 
buscaron relaciones genéticas, fenotípicas de C. pseudotubercu/osis con C. 
u/cerans, Actynomices pyogenes y Rhodococcus equi pero no se encontraron 
patrones comunes entre ellos ( 18). 

Los antibióticos a los cuales C. pseudotuberculosis es sensible in vitro 
incluyen: arnpicilina. cloranf"enicol, 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 producción de una poderosa exotoxina, la 
f"osfolipasa D (FLD). Esta es capaz de inhibir la hemólisis por la J3-lisina de 
Staphy/ococcus aureus, una esfingomielinasa, por ocupación competitiva del 
sitio de reconocimiento sobre la membrana del eritrocito, esta propiedad ha 
sido utilizada en la prueba de la inhibición de la beta-hemolisina. para la 
detección de anticuerpos contra la exotoxina; la hemólisis sinérgica ocurre 
cuando la FLD del C. pseudotuberculosis actúa en conjunto con ciertos tipos 
de f"osf"olipasa c. como la exotoxina de Rhodococcus equi, en este caso las dos 
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toxinas actúan sinérgicamentc, la degradación de esfingomielina a ceramida 
da como resultado la desorganización de la membrana y causan lisis celular, 
esta hemólisis sinérgica por las dos exotoxinas, es útil en la identificación de 
otras especies y constituye la base de la prueba de la inhibición de la hemólisis 
(PIH), que puede ser usada para detectar anticuerpos contra la exotoxina de C. 
pseudotuberculosis (21.22). 

La producción de la FLD es un componente importante de los 
mecanismos patogénicos de C. pseudotubercu/osis. esta exotoxina es una 
f"osf'atidilcolina f"osf"atido hidrolasa, estructuralmente la exotoxina es una 
glicoproteina. se encuentra en el citoplasma y en pequeilas cantidades en la 
pared celular, puede ser purificada f"ácilmente a partir de sobrenadantes de 
cultivos, es estable en líquido, pero se inactiva por calor a 60ºC en 1 O minutos 
a 37ºC en dos semanas o a 25ºC en tres meses, así como en un pH ácido o 
fürmalina (22). 

La bacteria Arcanobacterium haemolyticum (antes Corynebacterium) 
produce también FLD y se ha comparado con la producida por C. 
pseudotuberculosis y Corynebacterium renale encontrandose homología 
parcial y esto sugiere que la FLD de este género bacteriano tiene una 
estructura común con pequeilas variaciones entre especies (23.24 ). 

C. pseudotubercu/osis sobrevive por largos periodos en suelos 
contaminados con exudado purulento y f"ue aislado a partir de exudados 
purulentos localizados en áreas 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 contaminación 
con material purulento, el organismo es capaz de sobrevivir en f"omites, como 
en superficies de madera. paja y heno, por una, tres y ocho semanas 
respectivamente, paradójicamente, los intentos de aislar C. pseudotubercu/osis 
de suelos de áreas enzoóticas han sido infructuosos (25, 26). 

Transmisión de la cnf"crmcdad. 

Se han investigado las formas de transmisión en las ovejas y se 
considera que la contaminación por las heridas de trasquila es la de mayor 
importancia. Esto ocurre cuando las navajas contaminadas con exudado 
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purulento se utilizan nuevamente, lesionando la piel y provocando una vía de 
entrada para el microorganismo, presente en el ambiente o en la cuchilla; se ha 
visto que la incidencia de Ja enf"ermedad aumenta cuando Jos animaJes recién 
trasquilados se mantienen en condiciones de hacinamiento (3.12.27). 

Experimentalmente se aplicó exudado purulento en heridas frescas de 
trasquila que resultaron en un absceso en 26 de 30 borregos tratados, la 
infección también se indujo colocando caldo de cultivo en la piel recién 
trasquilada, siete de 21 borregos desarrollaron abscesos en linf"onodos 
superficiales, también se produce la infección por la aplicación de baftos de 
inmersión, posteriores a la trasquila. Probablemente la infección es favorecida 
si la piel tiene heridas que no se ven a simple vista (28). 

En borregos inoculados subcutáneamente en la oreja, empleando 1 x 1 o" 
unidades formadoras de colonias (UFC) de C. pseudotuberculosis, se 
desarrollaron lesiones en los linfonodos locales. parotídeo o prescapular y en 
los pulmones. Los títulos de anticuerpos medidos, por la pn1eba de ELISA, 
f"ueron altos hasta 3 meses después de la inoculación, la inf"ección primaria por 
este método. protegió a los animales de una segunda inf"ección, limitando su 
diseminación (29,30,3 1 ). 

Se han probado numerosas rutas de infección experimental en borregos. 
incluyendo intradérmica. intratraqueal, subcutánea, intravenosa e intravaginal 
y cada uno de estos métodos produce abscesos en los linfonodos locales. La 
administración intravenosa da como resultado la formación de abscesos 
viscerales, la mayoría de ellos en el parénquima pulmonar y en los linfonodos 
torácicos (32,33,34). 

En borregos y cabras se observa un pico de la enf"ermedad durante fines 
de verano, otoi\o y principios de invierno, el pico se mantiene durante la 
máxima actividad de insectos, y por esto se ha investigado su papel como 
posibles vectores; pero han sido poco exitosos los esf"uerzos por recobrar el 
organismo a panir de moscas y garrapatas, que afectaban a los rebaños en el 
campo. Pero, moscas contaminadas experimentalmente fueron reconocidas 
como vectores potenciales hasta por tres días ( 12,35,36,37,38,39). 

Se ha estudiado el posible papel de las garrapatas que afectan a los 
ovinos como vectores en la transmisión de LC, se evaluó la prevalencia de LC 
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y la inf'estación con garr&J.o .. tas en cuatro reballos 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 Staphylococcus 
spp. Bacil/us spp y Pseudomonas spp. pero C. pseudotuhercu/osis sólo fue 
aislado a partir de las piezas bucales de dos garrapatas. se concluyó que no 
había relación entre la severidad de la inf'estación con garrapata y la presencia 
de LC. por lo que la transmisión por garrapatas se considera un mecanismo 
poco probable (34 ). 

En cabras, las abrasiones de piel o heridas de peleas se consideran vías 
de entrada para el organismo. la presencia de lesiones en la porción anterior 
deJ cuerpo han motivado a algunos autores a sugerir que el frotamiento de la 
cabeza y cuello contra los postes y las cercas. los cuales pueden estar 
contaminados con material purulento, son importantes en la transmisión, las 
lesiones pueden persistir en el mismo sitio del cuerpo por muchos ai\os y 
desaparecer únicamente para desarrollarse en otro sitio (4,S.40,41 ). 

Otros sugieren que los traumatismos de la mucosa bucal son un medio 
de entrada para el organismo, la inoculación subgingival dio como resultado la 
inf"ección de las cabras. y determinó abscesos en linf'onodos regionales en 
todos los animales (37,39.40,41,42). 

La inoculación intradérmica produjo abscesos en la cavidad torácica, así 
como en linf'onodos locales en todos los animales, en la inf'ección 
experimental pueden pasar varios meses antes de f'onnarse abscesos en los 
linf'onodos (37.39.40.41.42). 

En borregos y cabras con la f'orma visceral de LC, hay una alta 
presencia de lesiones pulmonares y torácicas, indicando la posible transmisión 
aérea (3,38). 

La presencia de la lesión pulmonar, cuando las lesiones intcmas se 
presentan, sugiere que el tracto respiratorio puede ser una ruta de entrada, la 
inoculación de caldo de cultivo intratraqueal en borregos da como resultado 
abscesos pulmonares diseminados. sin embargo. la administración de 
organismos por vía intravenosa o intradérmica también resulta en abscesos en 
el pulmón. Se considera que la distribución de abscesos pulmonares en casos 
de campo, ocurre por vía sanguínea o linf'ática, más bien que en f"onna 



aerógena; algunos autores actualmente sostienen que los borregos que 
presentan lesiones de LC en pulmones son capaces de diseminar la 
entermedad por vía aérea sobre las lesiones recientes de trasquila en la piel 
(41.43.44.45). 

Los signos clínicos y el curso de la enf"ennedad en cabras y borregos 
inf"ectados experimentalmente varían de acuerdo a la dosis y la ruta de 
infección, cuando un cultivo de C. pseudotuberculosis es aplicado en 
abrasiones de piel, los animales presentan una ligera elevación de la 
temperatura por unos pocos días (6,33). 

Las inoculaciones subcutáneas, causan toxcmia aguda y muerte. a dosis 
de 1 x 1020 UFC y a dosis de 1 x 108 UFC los animales presentan un cuadro 
f"ebril y una reacc1on inflamatoria marcada durante los primeros días 
posteriores a la inoculación. gradualmente los síntomas agudos decrecen y la 
enfermedad progresa hacia un estado supurativo crónico, por otro lado. se ha 
concluido que la inoculación subcutánea con C. pseudotuberculosis puede ser 
un sistema de desafio apropiado para estudiar la eficacia de la vacunación 
contra la linfadenitis caseosa en borregos y cabras (6,33). 

Las heridas superficiales son reportadas como la ruta de inf'ccción más 
importante de C. pseudotuberculosis y la falta de inmunidad puede resultar en 
síntomas agudos en animales de rebailos recién inf"ectados, el desarrollo de 
inmunidad reduce los síntomas agudos y la enf"ermedad se vuelve crónica 
(6.33,46). 

Patogenia y respuesta inmune. 

La patogenia de la LC en borregos y cabras no está bien definida. pero 
dos factores parecen jugar un papel esencial en el desarrollo de la enf"ermedad, 
el primero, la alta cantidad de lípidos en la pared de C. pseudo1uberculosis que 
permite que el microorganismo resista la digestión por las enzimas de los 
macrófagos, persista como un parásito intracelular facultativo y se involucre 
en la formación de abscesos y segundo. la capacidad de producir toxinas 
citotóxicas que causan necrosis. En macróf"agos, que f"ueron inf"ectados con C. 
pseudotubercu/osis, la multiplicación bacteriana intracelular comenzó 
inmediatamente, f"ormando varias generaciones en las siguientes cinco horas, 
los macrófagos inf"ectados fueron degenerando cuando el número de 
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microorganismos alcanzó a 30 o 40 por macrófago. las bacterias libres fueron 
subsecuentemente fagocitadas por nuevas células. A la multiplicación por 
progresión geométrica. siguió la rápida muene de los macrófagos y el 
incremento de bacterias en el cultivo; esta habilidad de C. pseudo1ubercu/osis 
de resistir la digestión por fagocitos, se considera de gran importancia en la 
formación de los abscesos (12). · 

En el hospedador los organismos pueden proliferar localmente y viajar 
dentro de los macrófagos hacia el linfonodo, los macrófagos mueren y se lisan 
liberándose también mediadores químicos, los organismos son fagocitados por 
otros macrófagos que repiten el ciclo. para eventualmente producir un absceso 
en el lugar (3, 12,27). 

Una toxemia aguda y la muenc ha sído rcponada en borregos 
seronegativos después de aplicar material purulento en heridas de piel y en 
cabras seronegativas después de la inoculación subcutanea de altas dosis de 
caldo de cultivo bacteriano ( 4 7). 

Se aplicaron a borregos tres inóculos, uno silvestre y dos de laboratorio. 
de C. pseudotubercu/osis. que diferían en virulencia por producción de FLD y 
se midió la producción de citocinas. No existieron diferencias significativas en 
la concentración de citocinas en relación a la virulencia del inóculo~ sin 
embargo se encontraron altas concentraciones de las citocinas inflamatorias IL 
1, IL 8 y TNFa, en el sitio de la inoculación. así como. altas concentraciones 
de citocinas derivadas de células T en el linfonodo regional. Por otro lado se 
demostró una vez más, que la FLD es un factor que f"acilita la diseminaciuón 
de la bacteria, ya que el extracto silvestre, a diferencia de los otros dos, afectó 
el ganglio regional adyacente al sitio de inoculación. La FLD no influyó en la 
formación del granuloma. pero si en su persistencia, por su producción 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 diseminación de la bacteria ( 1.2). 

Se han separado los componentes de C. pseudo1ubercu/osis por 
sonicación y electroforesis, se evaluaron por inmunotransferencia con sueros 
de ovinos seropositivos a LC y se encontró respuesta a once fracciones 
bacterianas de diferente peso, en especial una fracción de 31 .6 kd. que se 
identificó como la FLD. La FLD se encuentra en el citoplasma y en pcqucilas 
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cantidades en Ja pared celular, causa una degradación masiva de 
esfingomielina a ceramida en las células endoteliales y en las membranas de 
eritrocitos, provocando lisis celular, además de su efecto citotóxico. limita la 
opsonizac1on bacteriana. incrementa la permeabilidad vascular y la 
diseminación de la bacteria al permitir que escape de los neutrófilos. 
Adicionalmente altera la quimiotaxis de los neutrófilos hacia el sitio de 
infección (22.48.49.50.51.52). 

En ovinos inoculados intravenosamente con un extracto de C. 
pseudotuberculosis (ATCCA410), se comprobó, al valorar sus eritrocitos con 
microscopía electrónica de transmisión, que a los 30, 60. 120 y 180 minutos 
después de la inoculación, se presentaban cambios con aumento de la 
presencia de vacuolas hasta la lisis de los mismos, a los 30 minutos 
postinoculación ocurría esCeromastocitos con invaginaciones en su superficie 
(aspecto de vacuolas periCéricas); a los 60 y 120 minutos, las invaginaciones 
aumentaban de tamafto y a los 180 minutos. los eritrocitos se lisan (53). 

Ocurren pequei'las variaciones en las cantidades de exotoxina producida 
por dif"erentes cepas, con evidencia de que la producción de exotoxina aCecta 
la virulencia; en 25 aislamiento de C. pseudotubercu/osis se encontró una 
correlación significativa entre la producción de exotoxina y la severidad de la 
enfermedad subaguda (abscesos) en ratones y en borregos. Jos extractos con el 
más alto nivel de producción de toxina Cueron los que determinaron más 
abscesos (21 ). 

Algunos autores concluyen que tanto la inmunidad celular como la 
humoral participan en la protección contra LC, la respuesta humoral es 
antitóxica y la celular restrictiva de la prolfferación bacteriana (54,55). 

Signos clinicos y lesiones. 

Aunque el C. pseudotubercu/osis se ha aislado a partir de abscesos y 
otros procesos supurativos en una variedad de especies animales; se reconoce 
como la causa de enCennedades específicas en sólo tres especies, en borregos 
y cabras como JinCadenitis caseosa. Los equinos son la tercera especie aCectada 
en Corma específica con el cuadro conocido como Jinfangitis ulcerativa. con 
escoriación e inflamación supurativa de los JinConodos de las porciones 
distales de los miembros. Se ha documentado un solo caso de aborto a los 254 
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días de gestación en una yegua de 9 años de edad. que no presentó signos 
clínicos, el :foto presentó lesiones macroscópicas en el higado y otros órganos 
con lesiones inflamatorias de 3-5 mm, así como en linfonodos locales 
sugestivas de linfadenitis caseosa y el cultivo bacteriano fue positivo a C. 
pseudoluberculosis (3, 12.28.35,36,42.56,57.58.59). 

C. pseudotubercu/osis se aisla esporádicamente de procesos supurativos 
en otra variedad de mamfferos. En vacas, C. pseudotuberculosis se ha 
detectado en leche de animales con mastitis o en abscesos con varias 
localizaciones. principalmente subcutáneos o dentro de linfonodos. Se han 
reportado casos de linfadenitis caseosa visceral en Antílope cervicapra, ciervo 
de cola blanca. ciervo barbecho y en ciervo mula (60.61.62). 

En no rumiantes hay informes de aislamiento en cerdos. nutria. ratón de 
laboratorio y erizo, así mismo, se reporta el caso de un felino doméstico de 
medio ambiente urbano, que presentó una lesión purulenta asimétrica en la 
nariz. provocada por C. pseudotuberculosis (63 ). 

En humanos ha ocurrido la infocción en pastores y trabajadores de 
rastro. Se ha comunicado un caso urbano después de la ingestión de leche 
cruda de cabra y otro de infección de tracto respiratorio. en un estudiante de 
veterinaria, posiblemente después del contacto con el organismo en un 
laboratorio de bacteriología, ambos eran adultos sanos~ la infección siempre se 
manifostó con abscesos en lintbnodos maxilares o inguinales superficiales. En 
el caso urbano se desarrolló un absceso en el linfonodo cervical y en el 
estudiante la enfermedad adoptó la forma de neumonía y respondió a la 
eritromicina ( 64 ). 

En Australia se reportaron 1 O 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 ai'los de 
edad, habitante urbana, de la cual no se estableció el mecanismo de infección. 
Todos los pacientes inf'ectados fueron de diferente sexo y edad, así como la 
localización de los linfonodos inf'ectados fue variable, los pacientes recibieron 
tratamiento con antimicrobianos después de drenar la lesión o escindir el 
linfonodo. Entre los ai\os de 1966 a 1986 se reportaron 12 casos de 
linfadenitis caseosa en humanos, en las mismas condiciones que los 
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presentados en Australia, pero en otros paises: Pamuná. Francia, E. U .A. y 
Nueva Zelanda. (65). 

Histológicarnente. las lesiones de LC están rodeadas por una cápsula 
fibrosa de alrededor de 300 µm. constituida por colágena y presentan una capa 
de tejido linfütico entre la cápsula y el centro de tejido necrótico caseoso, 
conformada por células intactas y digeridas. con fuerte respuesta para el 
Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase 11; la región que rodea esta 
zona, contiene una alta proporción de linfocitos T y en la región entre la zona 
de linfocitos T y la cápsula se encuentran células CDR45+ que corresponden a 
linfocitos B, esta contiene gran número de vénulas; los macrótagos 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 eosinófilos son 
observados ocasionalmente en el tejido que rodea la cápsula. (3.4.5.6). 

Se ha seftalado que la vacunación de borregos no previene la formación 
de abscesos en los pulmones después de desafiarlos intravenosamente con C. 
pseudotubercu/osis, sin embargo si presentan menos cantidad de abscesos que 
aquellos no vacunados. En borregos no inmunizados e inoculados 
intravenosamente con diferentes dosis de C. pseudotubercu/osis, se demostró 
que dosis que contenían 105 y 106 unidades f'onnadoras de colonias. resultaron 
en toxemia aguda y muerte. Por otro, lado borregos y cabras inoculados 
intravenosamente con exotoxina purificada de C. pseudotuberculosis 
presentaron anemia hemolítica severa. ictericia, hemoglobinuria, neumonía 
aguda y muerte a las 18 horas posteriores a la inoculación. Sin embargo, la 
inoculación intravenosa con C. pseudotuberculosis no se considera un sistema 
de desafio adecuado para estudiar la eficacia profiláctica de la vacunación 
contra linf'adenitis caseosa en las cabras. Pero todos estos métodos 
experimentales de desafio explican sólo parcialmente la ocurrencia natural de 
la cnf"cnncdad (31,33,48) 

Diagnóstico de la LC 

Numerosas pruebas se han ideado para el diagnóstico de la LC en sus 
formas subclínicas, la mayoría de esas pruebas miden la respuesta humoral a 
la exotoxina. La superficie externa de C. pseudotuberculosis es rica en 
lípidos, la autoaglutinación de las bacterias ocurre f'ácilmente en f'onna 
espontánea, lo que complica el uso de pruebas de aglutinación, pero lavando 
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las bacterias en solución salina con 1 % de Twcen 80, se evita la 
autoaglutinación. el antígeno preparado en esta f"orma es indicado para usarse 
en las pruebas de aglutinación bacteriana (PAB). otros autores preparan el 
antígeno en f"orma similar y realizan la prueba de microaglutinación (6.54). 

Se ha observado que los eritrocitos de vacas. borregos, cabras y conejos 
tratados con metabolitos de C. pseudotuberculosis y Corynebacterium equi. 
f"ácilmente se hemolisan, en la prueba de inhibición de la hemólisis (PIH) se 
aplica este principio. La especificidad y sensibilidad de las pruebas de 
aglutinación bacteriana e inhibición de la hemólisis son del 96%, por lo que 
ambas pruebas pueden ser usadas para el diagnóstico serológico de C. 
pseudotuberculosis, con una dif"erencia importante a considerar. los 
anticuerpos contra la bacteria se detectan más tempranamente con PAB que 
con PIH en inf"ecciones experimentales y naturales. Se deben tener presentes 
las reacciones cruzadas entre C. pseudoruberculosis y Corynebacterium 
renale. así como también el que algunos animales inf"ectados. producen 
anticuerpos contra la bacteria y no presentan abscesos (66.67.68). 

Se ha desarrollado, una prueba cutánea para C. diphtheriae. en la cual 
una pequeña cantidad de toxina diftérica necrozantc se inyecta 
intradérmicamente. en presencia de anticuerpos circulantes. los etectos de la 
toxina son neutralizados inmediatamente y no hay reaccmn. sin los 
anticuerpos protectores hay un enrojecimiento dif'uso e inflamación visible por 
varios días. Con esta idea se inyectaron pequeñas dosis de la exotoxina de C. 
pseudotuberculosis en cien borregos con LC, pero las reacciones f"ueron 
irregulares y aisladas (69). 

Utilizando las propiedades de la exotoxina de inhibición de la lisis de 
eritrocitos por la beta-lisina estafilococócica, se desarrolló la prueba 
inhibición-beta-hemólisis (AHÍ o BHI). Las diluciones del suero de prueba 
son incubadas con una cantidad estándar de exotoxina y eritrocitos bovinos y 
se adiciona hemolisina estafilocóccica, en ausencia de anticuerpos contra la 
exotoxina de C. pseudotuberculosis no ocurre el ef"ecto hemolítico de la 
betalisina, este método tiene niveles de sensibilidad y especificidad del 92% y 
96%, respectivamente (70). 

La prueba de ELlSA ha sido también usada para detectar inmunidad 
humoral en LC. en la cual se describe hasta un 100% de ef'ectividad. pero con 
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aJgunos resultados positivos en animaJes que no presentan Jinfüdenitis crónica. 
comparándose con una prueba de inmunodifusión que resulta menos efoctiva, 
dando incluso resultados falsos negativos (71,72). 

Los abscesos tuvieron al C. pseudotuberculosis como agente primario 
de infección con una inCección o contaminación secundaria por otras bacterias 
tales como Staphylococcus aureus y Corynehacterium pyogenes, ( 43, 73 ). 

Sin embargo, en un estudio de campo reaJizado en 104 ovejas utilizando 
la técnica de ELISA y PHI se encontró que de 33 ovejas que mostraban 
linfadenitis caseosa clínica típica, 32 de ellas (97%) fueron seropositivas, 
comprobando la eficacia de ambas pruebas. 46 de las ov~ias que no 
presentaron signos fueron consideradas como posibles falsos positivos. Se 
comprobó que no existe relación alguna entre los títulos de anticuerpos 
específicos contra C. pseudotuberculosis y la extensión 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 vacunación contra la inf"ección 
por C. pseudotuberculosis han sido llevadas a cabo en borregos y cabras. 
encontrando que las bacterinas no previenen el desarrollo de abscesos, luego 
de la inoculación intravenosa del organismo, por lo que se ha sugerido la 
vacunación con bacterias atenuadas en contra de la linf"adenitis caseosa. Sin 
embargo, el uso de bacterinas tienen ef"ecto protector en inoculaciones 
subcutáneas e intradénnicas, ambas en borregos y cabras, estas bacterinas 
tienen el inconveniente de que inducen la formación de lesiones supurativas 
en el sitio de inyección y si bien reducen el índice de contagio, no se 
recomiendan como medida de protección contra la linfadenitis caseosa en 
animales infectados naturalmente ( 43, 74, 75, 76). 

La inoculación de borregos Merino con una bacterina de C. 
pseudotuherculosis y el desafio subsecuente intravenoso con un cultivo de Ja 
bacteria, demostró que la vacunación protegió contra la muerte aguda y 
subaguda. pero no previno el desarrollo de abscesos (77. 78). 

Una bacterina de C. pseudotuherculosis que incluia muramyl dipéptido. 
se utilizó para proteger borregos contra la aparición natural de abscesos, la 
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bactcrina produjo altos niveles de anticuerpos, pero la protección contra la 
aparición de abscesos fue poco clara,. se concluyó que el problema no es Ja 
bacterina, sino el diseno experimental en la prueba de campo. Primero, la 
linfadenitis caseosa es una enfermedad crónica y la aparición de abscesos en 
animales no vacunados ocurre en 15-16 meses; segundo. no todos los abscesos 
son debidos a la infección por C. pseudotuberculosis y por Jo tanto no fueron 
afectados por la vacuna y en tercer lugar. interfirió la dificultad por conservar 
animales por largos periodos de tiempo. debido a la actividad comercial de los 
rebaftos (79). 

Usando una bacterina de células completas de C. pseudotuberculosis 
ATCCl9410 (lmglml) y dipéptido murámico (50 µg), la misma estructura 
esencial de la micobacteria. para los efectos de su uso como adyuvante 
completo de Freud, más 10% de aceite mineral, se logró en animales de 
laboratorio, altos títulos de anticuerpos al desafio. sin producir abscesos 
pulmonares o en el sitio de la inoculación. En condiciones de campo. a 18 
meses del desafio, se observó la presencia de abscesos subcutáneos en 5% de 
los borregos vacunados y en 23% de los no vacunados (80). 

Las propiedades inmunizantcs de células completas y paredes celulares 
fueron comparadas en corderos privados de calostro. Corderos de 5 semanas 
de edad, fueron inoculados con células muenas completas de C. 
pseudotubercu/osis o con fragmentos homogeneizados de paredes celulares y 
desafiados por vía intravenosa. un mes más tarde. los animales se sacrificaron 
y se encontraron abscesos en los pulmones y el hígado que fueron molídos y 
sembrados, para conteo bacteriano. Se observaron pocos abscesos y 
microrganismos en los animales vacunados, los corderos vacunados con la 
preparación de paredes celulares tuvieron significativamente menos lesiones, 
que aquellos vacunados con células completas (81 ). 

Toxoides. Explorando la posibilidad de los efectos protectores de un 
toxoide, se inmunizaron 24 borregos destetados. estos se desafiaron colocando 
material purulento sobre heridas frescas de la piel. Todos los animales, 
vacunados y controles, desarrollaron lesiones supurativas en el sitio de la 
inoculación, dos animales control murieron con anemia hemolítica en las 24 
horas posteriores al desafio. Los animales restantes se sacrificaron dos 
semanas después del mismo, todos los controles presentaron múltiples 
abscesos; de los 24 animales inmunizados, sólo tres tuvieron lesiones, se 
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concluyó que la respuesta inmune a la exotoxina juega un papel importante en 
Ja resistencia a la enfennedad (30). 

La inmunización a panir de FLD inactivada (toxoide). combinadas con 
antígenos clostrídiales y antígenos clostridiales + selenio, proporcionan el 
mismo grado de inmunidad (91%) en relación a la producción de anticuerpos. 
aplicándolas subcutáneamente en dos dosis 28 y 16 días antes del desafio con 
material caseoso proveniente de lesiones de C. pseudotubercu/osis (82). 

Se inmunizaron cabras subcutáneamente con un toxoidc y se desafiaron 
con Ja aplicación de caldo de cultivo sobre heridas en la piel, solo 3 de 20 
animales inmunizados, comparadas con l O de Jos l O controles. tuvieron 
abscesos 3 meses después del desafio. Por otro lado. se inmunizaron 
subcutáneamente l O cabritos con toxoide y adyuvante incompleto de Freud y 
se desafiaron con la inoculación de organismos vivos. trece semanas más 
tarde, 2 de JO cabritos inmunizados presentaron lesiones diseminadas, 
comparados con 4 de los 5 controles no vacunados (55). 

La inmunización con toxoide en los meses 2, 4 y 5 de la preñez, 
detennina protección contra el desafio, en cabritos calostrados y amamantados 
durante la primera semana de vida. En los cabritos desafiados a la semana de 
edad. con alta inmunidad pasiva. sólo l de 8 presentó un absceso. comparado 
con 7 de 8 que presentaron abscesos. en el grupo de cabritos que provenían de 
madres no inmunizadas (83,84 ). 

Por otra parte, la inmunización de corderos con toxoide a las 2 y 8 y a 
las 8 y J 4 semanas de edad. demostró menores títulos 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 títulos de anticuerpos se 
afecta. Pese a Jo anterior, Ja vacunación de las madres antes del parto no se 
asoció con el decremento de la inmunidad en sus corderos, aunque Ja 
vacunación de 2-8 semanas de edad fue menos efectiva, que la de 8-14 
semanas de edad (85). 

Vacunas recombinantes. Se probó en borregos la inmunización 
subcutánea con un cultivo negativo a la producción de la FLD, este solo 
produjo lesión en el sitio de la inoculación y no en el ganglio regional, como 
ocurrió con un cultivo productor de FLD ( 49). 
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Con una mutación dirigida al gen de la FLD se producen cepas 
variantes, las cuales resultan en la menor producción de una FLD inactiva. Se 
necesita lograr una mutante que produzca FLD inactiva en grandes cantidades. 
para lograr la producción de una vacuna comercial. que pudiera resultar en 
una respuesta inmune protectora. En experimentos de vacunación con 
mutantes de C. pseudotuberculosis. 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 íactor de virulencia que incrementa la 
persistencia y la diseminación de Ja bacteria (86,87). 

Vacunas por antigenos particulados. Utilizando una proteína de 40 
kd que es secretada por C. pseudotuberculosis corno inmunogeno. inoculada 
en borregos. se logró un 82% de reducción de animales iníectados y un 98% 
de reducción en lesiones pulmonares. Posteriormente la proteína se 
caracterizó en el laboratorio. encontrándose que tiene las características de una 
enzima proteolítica y se Je dio el nombre de proteasa corinebacterial 40. pero 
su íunción real no ha sido reconocida,. la respuesta inmune por vacunación 
hacia la proteina de 40 kd, no ha sido bien caracterizada,. pero si su electo 
protector (88.89). 

Se ha demostrado que la proporción de animales seropositivos decrece 
con la edad durante los primeros meses de vida y esto puede ser debido a Ja 
desaparición de anticuerpos maternos. así mismo, las condiciones ambientales 
pueden ser determinantes con respecto a la reducción del riesgo de iníección. 
Se ha propuesto el aislamiento de las crías hasta que puedan consumir pasto, 
con poco contacto con los animales adultos durante los primeros meses de 
vida. El incremento de los títulos de anticuerpos con la edad es 
probablemente el resultado de una estimulación antigénica prolongada; por lo 
anterior, cualquier medida inmunoprofiláctica contra la liníadenitis caseosa en 
animales pequei'los, puede ser llevada a cabo antes de que los animales 
alcancen la edad de 4 meses, pero estimar una edad precisa de vacunación es 
dificil, ya que los anticuerpos matemos pueden influir el erecto de la 
vacunación ( 6 ). 

El control de la LC ha sido la mayor preocupacmn en la industria del 
borrego y Ja cabra. Una vez establecida la eníermedad es casi imposible de 
erradicar porque los antibióticos son incapaces de penetrar a los macróíagos 
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para destruir al microorganismo y tampoco penetran la cápsula de los 
abscesos. Hasta ahora no hay vacunas comerciales totalmente eficaces, 
debido al largo periodo de incubación de la enfermedad y a la ausencia de 
lesiones visibles entre periodos de formación de abscesos. que determina que 
sea clínicamente dificil distinguir entre animales infectados y no infectados 
(19,25). 

En los Países Bajos en 1984, detectaron la introducción de linfadenitis 
caseosa, por la importación de cabras clínicamente enfermas y se implementó 
un sistema para la erradicación de la enf'ermedad. Se identificaron todos los 
animales de 46 hatos ( 1 1 000 cabras aprox.) y con la prueba de ELISA de 
doble anticuerpo. se examinó 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 realizó la prueba de 
inmunotransferencia. Los animales fueron examinados serológicamente cada 6 
meses, los reactores positivos fueron eliminados, cuando resultaron negativos 
dos veces consecutivas se declararon libres de linfadenitis caseosa, pero para 
mantener esta condición se hicieron pruebas serológicas cada 12 meses y 
posteriormente a los 24 meses. al cabo de seis aftos de instituirse el programa, 
se redujo a O el porcentaje de hatos y cabras infectadas. El programa de 
erradicación abarcó las siguientes condiciones: identificación y registro de 
todas las cabras: el uso de pruebas serológicas de alta especificidad y 
sensibilidad: sacrificio de todos los animales reactores positivos y 
clínicamente enf'ermos y la participación y conviccmn de todos los 
productores de que el programa de erradicación se justificaba (90). 
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Justificación 

Pese a la importancia de la linf"adenitis cascosa (LC) dada su amplia 
distribución, sus ef"ectos sobre la capacidad productiva de los pequei\os 
rumiantes (ovinos y caprinos) y la posibilidad de que ocurran decomisos en el 
rastro, la enf'ermedad presenta hasta hoy diversos aspectos oscuros. en cuanto 
a su transmisión, respuesta inmune y patogenia, elementos todos que resultan 
críticos para poder establecer medidas adecuadas de control y profilaxis. Por 
lo anterior el trabajo se orienta a la búsqueda de inf'ormación adicional. que 
mejore la comprensión de estos aspectos. 

Hipótesis 

La linf'adenitis cascosa tiene dos presentaciones. la cutánea y la visceral, 
el metabolismo y antígenos en las aislamientos involucradas en estas 
presentaciones son dif'erentes. 

Objetivo general 

Caracterizar aislamientos de C. pseudotubercu/osis involucrados en las 
dos presentaciones de la linf'adenitis caseosa en ovinos. 
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Objcti"·os particulares 

1. - Obtener muestras sospechosas de LC (visceral y cutánea). de 
ovinos, aislar e identificar los aislamientos de C. pseudotuberculosis de las 
muestras. 

2. - Determinar el mejor método de conservación para los aislamientos 
de C. pseudotubercu/osis. 

3. Caracterizar mctabólicamcntc 
pseudotubercu/osis provenientes de las dos 
clínicas. 

los aislamientos de C. 
principales presentaciones 

4. - Agrupar los aislamientos de C. pseudotuberculosis. con base a sus 
caracteristicas metabólicas. 

5. - Cuantificar la producción de toxina (FLD) de los aislamientos 
provenientes de las dos principales presentaciones de la enf"ermedad. 

6.- Determinar si existen dif"erencias clectrof"oréticas en las proteinas 
somáticas de los aislamientos provenientes de las dos presentaciones de la 
enf"ermedad (cutánea y visceral). 

7.- Analizar si existen dif"crcneias antigénieas entre los aislamientos 
aisladas. 
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Materiales y métodos 

Obtención de muestras. 

Las muestras se obtuvieron de 6 rebaftos en el Estado de México donde 
Jos borregos presentaron problemas de lesiones en linf"onodos, y también de 
órganos y lintonodos de animales sacrificados en eJ rastro de TJalnepantla 
Estado de México. 

Se inspeccionó una población aproximada de 1500 cabezas de ganado y 
para fines probabilisticos se trató de igualar el número de muestras de origen 
cutáneo y visceral. Con base en datos de frecuencia de aislamiento obtenidos 
por Barrientos et al. en 1996 (27) que fue del 10.6%. se realizó mediante el 
programa Statistic, el calculo del tamai\o de la muestra. 

Para las muestras de linf"onodos que se obtuvieron de ranchos, se realizó 
la inspección o palpación de nódulos explorables con alteración de tamafto: 
submaxilares, parotideos, prescapulares y prefernorales y se tomó una 
muestra. para lo cual se siguieron los siguientes pasos. que se emplearon en un 
experimento previo (27). 

a) Se determinó anatómicamente el linfonodo afoctado. 
b) Se rasuró y limpió la piel por encima y alrededor del linfonodo. 
e) Se obtuvo una muestra del contenido del linfonodo por los siguientes 

procedimientos: 
1.- Se hizo antisepsia de la zona con yodo al 2%. 
II.- Se puncionó el linfonodo con aguja hipodérmica calibre 16 
estéril. durante la punción se dirigió la aguja en f"orrna de 
abanico. 
III.- Se coloco la aguja hipodérmica en un tubo de ensayo con 
5 mi. de caldo nutritivo. 

Si el linf"onodo presentaba un absceso blando: 

IV.- Se realizó una incisión sobre la piel del linfonodo 
af"ectado. 
V.- Se introdujo un hisopo estéril y se tornó una muestra de 
exudado a panir de las paredes del linf"onodo. 
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VI.- El hisopo se introdujo en un tubo con S mi. de caldo 
nutritivo. 
VD.- AJ linf'onodo se le retiró el exudado y se desinf'ectó con 
yodo al 2%. 

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

Las muestras de visceras se obtuvieron en el rastro, cuando el cadá"·er 
se colgaba en la línea y antes de ser eviscerado, utilizando bolsas de plástico 
estériles, en las cuales se colocaron fragJnentos grandes de órganos y 
linf'onodos af'ectados con la finalidad de transportar las muestras en 
refrigeración a la UIMSA y posteriormente tomar la muestra bacteriológica 
bajo condiciones de laboratorio. 

De los animales inspeccionados en campo, solo se muestrearon lesiones 
cutáneas y no fue posible determinar si presentaban lesiones viscerales. En 
los animales inspeccionados en el rastro, no fue posible determinar si además 
de presentar lesiones viscerales. también presentaban lesiones cutáneas. por la 
metodología de matanza en el rastro, que avanzaba tan rápido que apenas daba 
tiempo de muestrear vísceras. por otra parte los matanceros eliminaban los 
linf'onodos subcutáneos. 

Aislamiento e identificación. 

En el laboratorio se procedió al aislamiento y la identificación bacteriana, 
cada muestra se trabajo en condiciones de esterilidad y se sembraron en agar 
nutritivo, agar MacConkey, agar sangre al 10% y agar sangre al 10% más 
telurito de potasio: incubándolas a 37ºC de 24-48 h en presencia de oxígeno. 
además se les realizó tinción de Gram, prueba de oxidasa. catalasa y 
f'ermentación de glucosa en medio base de CT A, con la finalidad de conocer 
los géneros bacterianos involucrados. A las aislamientos sospechosos de 
pertenecer al género Corynebacterium se les realizó además, prueba de Voges 
Proskauer y producción de ácido sulfhídrico en medio base de TSI, para 
dif'erenciar de otros géneros como Listeria y Kurthia (15,16,91). 
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Una vez identificado el género se realizaron las siguientes pruebas para 
identificar la especie (15,16,91): 

a) Tinción de Albert para gránulos metacromáticos. 
b) Fermentación de galactosa y maltosa. 
e) Hidrólisis de la arginina. 
d) Urea 

De cada aislamiento de C. pseudotuberculosis se resembraron 5 
colonias en agar sangre para proceder a su conservación. 

Conservación de aislamientos. 

A partir de un aislamiento caracterizado por la M en C Laura Hcrnándcz 
en el Centro Nacional de Investigación Disciplinaria del Instituto Nacional de 
Investigaciones Forestales Agrícolas y Pecuarias (CENID-INIFAP) de C. 
pseudotuberculosis. se realizó una curva de crecimiento, con un cultivo en 3 
mi de caldo brucela más suero al 10% durante toda la noche a 37ºC. se tomó J 
mi y se adicionó a un matraz Nef'elométrico con caldo brucela más suero al 
JOo/o, a un volumen final de 50 mi. Una vez homogenizado se procedió a 
tomar la primera lectura en el f"otocolorimetro Klen Summerson con filtro 
rojo. se incubo a 37°C, se homogenizó la muestra y se tomaron lecturas 
durante 32 h a diforentes intervalos ( 15, l 6 ). 

Los resultados f"ucron graficados y se calculó la línea de tendencia con 
la cual se determinó la velocidad de crecimiento (92). 

Con la finalidad de determinar el mejor medio de cultivo. se tomaron al 
azar y sin considerar ninguna característica-en particular 10 aislamientos de C. 
pseudotubercu/osis y se sembraron en placas de agar sangre, incubándose a 
37ºC durante 24 a 48 h para obtener un crecimiento abundante en todas las 
cajas, posteriormente se realizó un cultivo durante toda la noche a 37ºC en 
tubos con 3 mi de caldo soya tripticaseina más suero al 10%, cada uno de ellos 
f"ue vaciado en 5 mi de caldo bruce la más suero al 10%, y en S mi de caldo 
Todd-Hewitt más suero al 10%. Una vez homogenizados se procedió a tomar 
la primera lectura en el f"otocolorímetro Klen Summerson con un filtro rojo, se 
incubo a 37ºC y a intervalos de 30 minutos se homogcnizó Ja muestra y se 
tomó lectura, durante 6 horas (13 determinaciones) (93). 
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Los resultados fueron graficados y se calculó la línea de tendencia con 
lo cual se definió el mejor medio de cultivo. 

Para evaluar la conservación en distintos medios. cada aislamiento de C. 
pseudotubercu/osis se sembró en tubos con 3 mi de caldo brucela más suero al 
10%, se incubó a 37ºC durante 15 h (l.4xl07 ufc/ml) y se almacenaron en 
refrigeración y ultracongelación, utilizando diferentes medios: agar sangre, 
huevo de Dorset y caldo brucela glicerol (15,16). 

a) Refrigeración 

Agar sangre.- Los aislamientos se sembraron en placas de agar sangre. 
incubándose a 37ºC durante 24 a 48 h para obtener un crecimiento abundante 
en todas las cajas y posteriormente se almacenaron en refrigeración a 4"'C 
(15.16). 

Se realizaron resiembras en placas de agar sangre durante los días 
1,3,5,7,9 y 11 de refrigeración. 

Los aislamientos se sembraron en medio huevo de Dorset, incubándose 
a 37ºC durante 24 a 48 h. y posteriormente se almacenaron en refrigeración a 
4ºC. El medio se preparó en condiciones de esterilidad. lavando 
primeramente 16 huevos con alcohol al 70%, con un cuchillo se les rompió el 
cascarón, se vaciaron en un matraz, se le adicionó solución salina al 9%, se 
agitó para romper la yemas y homogenizar el medio, vaciándose 2 mi en tubos 
de 5 mi con tapón de rosca. Los tubos se colocaron de manera inclinada en el 
autoclave y se esterilizaron a 121 °. 15 libras de presión. durante 1 O minutos. 
posteriormente se incubaron 24 horas a 37ºC como prueba de esterilidad 
(15,94,95). 

Se realizaron resiembras en placas d-:: agar sangre durante los días 
1,3,5,7,9, 11,13,15,17.19.21,23 y 25 de refrigeración. 
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b) Ultracongelación: 

Cada aislamiento se sembró en tubos con 3 mi de caldo brucela más 
suero al 10% y se incubó a 37ºC. durante 15 h (1.4 x 107 uf"c/rnl). el tubo se 
centrifugó a 3900 g durante JO minutos, se retiró el sobrenadante y se 
conservó el paquete celular. Se preparó una solución de glicerol al 20% con 
caldo brucela, depositándose 0.5 mi en tubos Eppendorf"y se esterilizó a 121 º. 
15 libras de presión, por 15 minutos. para utilizarlo corno protector de 
congelación. Al tubo con el paquete celular se la adicionó 0.5 mi de caldo 
brucela más suero al 10'7ó y se mezcló perf"ectamente, se tomaron los 0.5 mi y 
se depositaron en los tubos Eppendorf" que contenían los 0.5 mi de glicerol al 
20% con caldo brucela. De esta manera quedaron los tubos Eppendorf a un 
volumen final de 1 mi en glicerol al 10'%, se identificaron y se colocaron en 
gradillas, se colocaron primeramente en refrigeración (4ºC) durante 1 h .. en 
congelación (-4°C) durante 1 h., en congelación industrial (-20ºC) durante 1 
h., y posteriormente se introdujeron en un ultracongelador de la marca 
REVCO a-70ºC (94,95). 

Para probar la cf"ectividad del método de conservación, la viabilidad de 
los aislamientos y la pureza del cultivo, se sacó un tubo 1 h después de 
haberse colocado en el ultracongelador. al 3 y 7mo día, a la 2da y 4ta semanas. 
al 2. 3. 6. 8. 10. 12. 14. 16. 18. 20. 24"0 mes. Se colocaron 1 h .• a 37ºC y 
posteriormente se sembraron en tubos con 2 mi de caldo brucela más suero al 
10% y en cajas de agar sangre que se incubaron a 37ºC durante 24 a 48 h 
(94,95). 

Caracterización de los aislamientos. 

Se realizó la caracterización fenotípica con base al componamiento 
metabólico de los aislamientos de C. pseudoluberculosis provenientes de las 
dif"crcntes presentaciones clínicas. A los diferentes aislamientos se les 
realizaron, por triplicado. las siguientes pruebas de caracterización bioquímica 
en f"unción de su capacidad para utilizar los sustratos de acuerdo a los métodos 
bacteriológicos convencionales ( 15. J 6. 91 ). 
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1.- Almidón 
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.- Hidrólisis de la Arginina 
18.- Prueba de Catalasa 
19.- Prueba de Oxidasa 
20.- Voges - Proskauer 
21.- TSI (H2S) 

Agrupamiento de aislamientos. 

Los aislamientos de C. pseudotubercu/osis caracterizados, se agruparon 
con base a los resultados de las pruebas bioquímicas. de acuerdo al órgano de 
procedencia, tipo de presentación clínica y los diferentes biotipos f"ormados 
como resultado de la utilización de carbohidratos. 

Producción de toxina. 

Se calculó de manera cualitativa y cuantitativa, la producción de toxina 
de los aislamientos provenientes de las dos presentaciones clínicas de la 
enf"ermedad. 

TESIS CO~T 
"FALLA DE üfüGEN 
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Cualitativamente: 

Se tomaron aleatoriamente 60 aislamientos del ultracongclador (-70ºC) 
de C. pseudotuberculosis provenientes de las dos presentaciones clínicas de la 
enf"ennedad (30 cutáneas y 30 viscerales) y se colocaron l h. a 37ºC. 
posteriormente se sembraron en tubos con 2 mi de caldo brucela más suero al 
10% y se incubaron a 37ºC por 24 horas. Posteriormente se sembraron en 
cajas de agar sangre, se incubaron a 37ºC durante 24 - 48 horas y se 
mantuvieron en refrigeración hasta su uso. 

Se utilizó una cepa de Staphylococcus aureus Cowan 1, alta productora 
de beta hemolisina. se sembraron 10 cajas de agar sangre, se incubaron a 37ºC 
durante 24 horas y posteriormente se mantuvieron en refrigeración hasta su 
uso (92, 70). 

Se realizó la prueba de Christic, Atkins y Munch-Pcterson inversa 
(CAMP inversa) en cajas de agar sangre. se sembró al centro una estría de 
Staphylococcus aureus a lo largo de toda Ja caja; en torma horizontal. dos de 
lado izquierdo y dos de lado derecho. se sembraron los aislamientos de C. 
pseudotuberculosis. se incubaron a 37ºC durante 24 h. y posteriormente se 
realizó el análisis de la inhibición de la hemólisis a simple vista (96). 

Cuantitativamente: 

Se estandarizó la prueba de inhibición de la bcta-hcmolisina para 
determinar la producción de toxina producida por los dif"erentes aislamientos 
de C. pseudotuberculosis de manera cuantitativa (92,70), para tal fin, se 
prepararon eritrocitos de carnero al 1 %. Se extrajeron 5 mi de sangre con 
anticuagulante. se tomó l mi y se diluyó con 4 mi de solución salina 
fisiológica al 85'% centrifugándose a 950 g por minuto, durante 1 O minutos y 
el sobrenadante se eliminó por decantación; este proceso se realizó por 
triplicado. Una vez lavados. se tomó O. l mi del paquete globular y se diluyó 
en 0.9 mi de solución salina fisiológica. 

Se cultivó la cepa de Staphylococcus aureus Cowan 1 en medio de BHI 
a 37ºC durante 24 horas, se centrifugó a 3.900 g, a 6ºC, durante 15 minutos, 
se obtuvo el sobrcnadante y se mantuvo congelado a -1 O ºC hasta su uso. Se 
realizaron diluciones dobles de la hemolisina (sobrenadante) en microplacas 
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de 96 pozos, con un volumen final de 100 µI, se agregaron 100 µI de 
eritrocitos de carnero al 1 %, se agitaron y dejaron en incubación durante 24 h 
a 37 ºC. Posterionnente se realizó la lectura de las microplacas en un 
Multiskan Ascent V 1 .22. a 405 nm (92. 70). 

Se obtuvo un cultivo en medio de caldo brucela más suero al 10%. de 
Jos aislamientos de C. pseudotubercu/osis seleccionados. se centrifugaron a 
3,900 g a 6ºC durante 15 min. , se obtuvo el sobrenadante (FLD) y se trabajó 
la prueba en microplaca para la cuantificación de la toxina (92.70). 

Se realizaron diluciones dobles del sobrenadante (FLD) en las 
microplacas de 96 pozos, a volumen final de 100 µI, se agregaron los 100 µI 
de glóbulos rojos de camero al 1 %, se incubaron las placas durante 30 minutos 
a 37ºC, se adicionaron 100 µI de la hemolisina de la cepa Staphylococcus 
aureus Cowan 1 previamente titulada, se incubó a temperatura ambiente 1/2 h 
y posterionnente 18 ha 4ºC. 

Se incluyeron como testigos: un pozo con solo eritrocitos en solución 
salina fisiológica, otro con eritrocitos más el sobrenadante (FLD) y uno con 
eritrocitos y hemolisina (blanco). Se realizo la lectura de las microplacas en un 
Multiskan Ascent V 1.22, a 405 nm. Con las absorciones y los porcentajes se 
realizó una curva contra dilución del sobrenadante (92. 70). 

Electroforesis. 

Para la separación analítica de las proteínas, se utilizó P AGE-SDS por 
el método de Laemmli. las diferentes proteínas en el gel se separan en función 
de sus pesos moleculares (97.98,99). 

Se tomaron aleatoriamente 8 aislamientos de cada grupo ( 4 cutáneas y 4 
viscerales), se obtuvo de cada uno un cultivo en caldo brucela más suero al 
10%, se centrifügaron a 3,900 g a 6ºC durante 15 min .• se retiró el 
sobrenadante y el sedimento se restituyó en 5 mi de solución salina fisiológica 
al 85% y se sonicó a 45-90 hens por 60 segundos en 5 ciclos, con la finalidad 
de destruir los cuerpos bacterianos y liberar las proteínas somáticas. 
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Las soluciones sonicadas se centrifugaron a 5.000 g por minuto a 6ºC 
durante 15 min. posteriormente se les retiró el sobrenadante y se usó para 
determinar la cantidad total de proteínas por el método de Bradford y se 
calculó el volumen necesario a utilizar en el corrimiento electrof'orético 
(97,98,99, 100). 

Corrimiento electrof'orético: 50 µg de proteínas de cada muestra se 
mezclaron con 200 µI de buffer de muestra ( 4ml de agua destilada. 1 mi de 
Tris - HCI al 0.5M y a un pH de 6.8, 0.8 mi de glicerol, 1.6 mi de 
duodecilsulfüto de sodio al 10%. 4ml de 2b-mercaptoetanol y 0.2 mi de azul 
de bromof"enol al 0.5%) y se sometieron a ebullición (aprox. 95°C) durante 1 
minuto. Se adicionó a cada carril 10 µI de la muestra haciéndola correr en 
PAGE-SDS al 12.5%. En un canal se depositó la solución con los marcadores 
de peso molecular. El corrimiento se realizó a 80 volts la primera hora y 120 
volts en la segunda. en el buffer de corrimiento (97.98.99). 

De cada muestra se realizaron dos geles, uno para ser tci\ido con nitrato 
de plata y otro para realizar la inmunotransf'erencia. Una vez finalizado el 
tiempo de corrida, uno de los geles se fijó con una solución de metano! al 
10%. y ácido acético al 0.5% por media hora. posteriormente el gel se 
sumergió en una solución de nitrato de plata 0.011 M en agitación constante y 
en oscuridad, se realizaron tres lavados de un minuto con agua desionizada y 
se sumergió el gel en una solución reveladora en agitación constante hasta que 
desapareció el precipitado sobre el gel, cuando aparecieron las bandas y el gel 
comenzó a oscurecerse, se sacó de la solución de revelado y se fijó con 
metano! al 10% y ácido acético 0.5% (97). 

El peso molecular de las bandas fue estimado con el programa Syngcne. 
comparándolo con el estándar de proteínas de peso molecular conocido. 

lnmuootransfereocia. 

Se estableció bajo métodos estandarizados un calendario de 
inmunización en conejos ( 1O1 ), se utilizaron 4 conejos. los cuales fueron 
inoculados con el aislamiento de C. pseudotuberculosis proporcionado por el 
CENID-INIF AP para obtener suero hiperinmune y utilizarlo en la 
inmunotransf'erencia (cuadro 1). 
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Cuadro 1. Calendario de inmunización en conejos para la prueba de 
inmunotransf'erencia. 

Dfa Vfa Cantidad Observación 

1 se 1 mi de bacterina + 0.3 de adyuvante Sangrado antes de 
completo de Freud inocular. 

5 IM 1 mi de bacterina + 0.3 de adyuvante 
incompleto de Freud 

15 IM l mi de bacterina + 0.3 de adyuvante Sangrado antes de 
incomoleto de Freud inocular 

20 IM 1 mi de bacterina sin adyuvante 

25 IM 1 mi de bacteria viva Sangrado antes de 
inocular 

30 Saneria blanco 

Después de separar las proteínas por PAGE-SDS, f'ucron transf'cridas a 
membranas de nitrocelulosa por electrotransf'erencia a 80 volts, y 400 mA 
durante una hora (99,102). 

La membrana de nitrocelulosa f'uc tratada por 24 horas. con leche 
descremada al 5% con la finalidad de bloquearla, se lavó la membrana en tres 
ocasiones con PBS-Tween 20 por 15 minutos y se procedió a conarla en tiras 
de aproximadamente 5 milímetros 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+1eche descremada al 5~-ó y se incubó en 
agitación durante dos horas a 37°C o toda la noche a 4ºC (99,102). 

A continuación las tiras se lavaron en tres ocasiones con PBS+Tween 
20 durante 15 minutos y finalmente se incubaron con proteína A conjugada 
con peroxidasa a una dilución de 1 :2000, en agitación por dos horas, a 37ºC o 
toda la noche a 4ºC (99.102). 

Nuevamente se hicieron tres lavados de 15 minutos cada uno con PBS­
Tween 20 y finalmente dos más con PBS IX de 10 minutos cada uno. Para el 
revelado de la membrana se utilizó Diaminobenzidina (DAB) al 0.05%. 20 µg 
de DAB en 40 mililitros de ácido f'osf'órico 50 mM a pH 7.4, agitándose por 
40 minutos y finalmente se filtró. A esta solución se agregó lentamente 1.2 
mililitros de solución NiCo (15 mg de NICh y 15 mg de CoCb) y 400 µI de 

TESIS í:(Vff 
28 

FALLA D4' · · .;rN .t:r • . ...- ....... u~ 



H 202. Una vez que se prepararon estas soluciones se agregaron a las tiras en 
agitación y la reacción se terminó al obtener la intensidad deseada de las 
bandas en agua (99,102). 
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Resultados 

Obtcneión de muestras. 

Se obtuvieron 241 muestras en total y el porcentaje de las mismas 
obtenidas entre las dos presentaciones es muy similar, como se muestra en el 
cuadro2. 

Cuadro 2. Muestras de lesiones sugestivas de linfadcnitis caseosa obtenidas de 
animales provenientes de rebai'los y de rastro. 

Presentación clinica Cantidad Porcentaje 

Cutánea (rebai'los) 106 43% 

Visce;:ral (rastros) 135 56% 

Total: 241 100% 

Por otro lado las muestras que se obtuvieron por órgano de cada 
presentación clínica. muestran una clara distribución preferencial por el 
linfonodo parotideo en la cutánea y por el pulmón en la visceral como se 
muestra en al cuadro 3. No se observaron lesiones clínicas a la inspección y 
palpación de rii'lón, linfonodo prescapular y linfonodo precrural. 

Ideo tificación. 

En el cuadro 4 se observa el total de aislamientos de C. 
pseudotuherculosis que se lograron por cada órgano y también por cada 
presentación. el cuadro muestra además la cantidad de aislamientos negativos 
y los penenecientes a otras bacterias. 
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Cuadro 3. Muestras obtenidas por órganos de cada presentación clínica. 

Total: 106 IOO) 

Pulmón 87 64) 

Linfonodo oulmonar 281 21) 
Hieado 201 15) 

Total: 135 IOO) 

Cuadro 4. Aislamientos de Corynebacrerium pseudo1ubercu/osis de las 
muestras sospechosas de linfadenitis caseosa en ovinos. 

Se realizó una prueba de X 2 utilizando el programa STATISTIC. entre 
los aislamientos positivos de C. pseudolubercu/osis y las dos presentaciones 
de la enfermedad. donde no existieron diferencias significativas (p<0.05). 

Conservación. 

Para determinar el mejor medio de cultivo para el crecimiento de C. 
pseudo1uberculosis se utilizaron dos medios diferentes. el caldo Todd-Hewitt 
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y el caldo brucela. y se calculó su velocidad de crecimiento mediante la 
pendiente de la gráfica. 

Cuadro 5. Velocidad de crecimiento de dos aislamientos de Corynebac/erium 
pseudotubercu/osis en caldo Todo-Hewitt y caldo brucela. 

Aislamiento Todd-Hewitt bruce la 
Aislamiento No. 32 (absceso m =3.7648 m =3.3571 linfonodo submandibular) 
Aislamiento No. 48 (absceso m = 1.1044 m = 2.4571 Jinfonodo submandibular) 

Se realizó 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 gráfica (m = 5.7583) como se muestra 
en la figura 1 . 
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Figura 1. Curva de crecimiento en caldo brucela para Corynebacterium 
pseudolubercu/osis. 
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Mediante el uso de diferentes métodos de conservación y en dif'crcntes 
medios. se determinó el más adecuado para conservar los aislamientos de C. 
pseudotubercu/osis, como se muestra en el cuadro 6. 

Cuadro 6. Viabilidad de aislamientos de Corynebacterium pseudotubercu/osis 
en diferentes métodos de conservación. 

Método de conservación Viabilidad 
A2ar sanlU'e 7- lO días 
Medio huevo de Dorset 20-23 días 
Ultraconi;?;elación > 2 ai'ios 

Caracterización. 

Se realizaron una serie de pruebas bioquímicas a los aislamientos de C. 
pseudotuberculosis, en las cuales se encontraron algunas dif'erencias en 
relación a lo mencionado por Bergey et, al. en 1994 (16) para los azucares 
maltosa. glucosa. galactosa y gránulos metacromáticos (Alben)(cuadro 7). 

Agrupamiento. 

Se estableció la relación entre la utilización de los tres carbohidratos 
con la forma de LC, de aislamientos de C. pseudotuberculosis y el órgano de 
procedencia (cuadro 8). 

Se realizó una prueba de hipótesis para dos proporciones de grupos 
independientes (p<0.05), utilizando el programa estadístico Microstat, los 
asteriscos indican diterencias significativas (cuadro 9). 

Con base en los resultados de la utilización de los diferentes 
carbohidratos los aislamientos se agruparon en diferentes biotipos, 
mostrándose los datos de el número de los aislamientos y sus frecuencias en el 
cuadro 10. 
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Cuadro 7. Resultados de las pruebas bioquímicas para los aislamientos de 
Corynebacterium pseudotuberculosis. 

PRUEBA POSITIVO % NEGATIVO 
CATALASA 253 100 o 
ALMIDÓN 253 100 o 

FRUCTUOSA 253 100 o 
MAN OSA 253 100 o 

UREA 253 100 o 
ARGININA 253 100 o 
MALTOSA 194 77 59 
GLUCOSA 143 57 110 

GALACTOSA 130 51 123 
ALBERT 132 52 121 
OXIDAS A o o 253 

VP o o 253 
o o 253 

CELOBIOSA o o 253 
DULCITOL o o 253 
INOSITOL o o 253 
LACTOSA o o 253 
MANITOL o o 253 
RAFINOSA o o 253 
SALICINA o o 253 

TRF.HAJ.OSA o o 253 
XI LOSA o o 253 

1 No se encontraron datos de evaluación de estos carbohidratos. 
2 Ocasionalmente aislamientos positivos. 

o/o Bel"l!ev et.. al. 1994 
o + 
o + 
o + 
o + 
o + 
o + 

23 + 
43 + 
49 + 
48 + 
100 
100 - •. • ! .. ·; 

100 
100 
100 
100 
IOO 
100 
100 
100 
100 

100 
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Cuadro 8. Relación de las pruebas bioquímicas variables de C. 
pseudotuberculosis con el órgano de procedencia. 

1 Carbobidr11tos Resultado Parotideo Submandibular Otros Total 
No.-{%) No.-{%) No.-(%) No.-{ºÁ>) 

1 Glucosa Positivo 6 (10%) 9 (23%) 5 (100%) 20 (19"/o) 
Neaativo 56 (90%) 30 (77%) o 86(81%) 

1 Galactosa Positivo 5 ( 8%) 9(23%) 5 (100%) 19<18%) 
Ne ..... tivo 57(92%) 30 (77<'/o) o 87 (82%) 

1 Maltosa Positivo 38 (61%) 24 (62%) 5 (100%) 67 (63%) 
Neaativo 24 (39"/o) IS (38%) o 39(37%) 

1 Carbobidratos Resultado Parotideo Submandibular Otros Total 
No.-{%) No.-(%) No.-(%) No.-(,.ó) 

1 

1 

1 

Glucosa Positivo 75 <76%) 33 (97%) 15 <100%) 123 <83.7%) 
Neaativo 23 (24%) 1 (3%) o 24 (16.3%) 

Galactosa Positivo 73 (75%) 28 (82%) 10 (67%) 111 (75.5%) 
NeJrativo 25 (25%) 6 (18%) s (33%) 36 (24 . .So/o) 

Maltosa Positivo 79(81%) 33 (97%) l.S (100%) 127 (86.4%) 
Neaativo 19 (19"/o) 1 (3%) o 20 (13.6%) 

Cuadro 9. Análisis estadístico de la presentación cutánea y visceral, con los 
tres carbohidratos variables. 

Glucosa Positivo 20 (19%) 123 (83.7%) 0.0001• 
Nee:ativo 86 (81%) 24 (16.3%) 0.0001• 

Galactosa Positivo 19 (18%) 111 (7S.S%) 0.0037* 
NeJ?:ativo 87 (82%) 36 (24.5%) 0.0002• 

Maltosa Positivo 67 (63%) 127 (86.4%) 0.057 
Negativo 39 (37%) 20 (13.6%) -0.57 

• Diferencias estadasucas s1sruficat1vas (p<O.O!I). 

3.S 



Cuadro 10. Frecuencias de los diferentes biotipos. 

Biotinn No. aislam Frecuencia fºA.) 
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+ 5 1.98 
GLU+GAL+MAL- 2 0.79 
GLU +GAL- MAL - 1 0.40 
GLU-GAL+MAL- o 0.00 

Total; 253 IOO 

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. Gráfica de frecuencias de los diCerentes biotipos de 
Corynebac1erium pseudoluberculosis. 
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Considerando la frecuencia elevada de cienos biotipos. se procedió a 
separarlos por el tipo de presentación clínica cuadro 11 y graficado en la 
figura 3. 

Cuadro 11. Diferentes biotipos y sus frecuencias en la presentación cutánea y 
visceral. 

g 
~ u z w 
~ u w a: 
~ 

Biorino No. aislam Cután- Visceral 
GLU + GAL + MAL + 123 14 109 
GLU-GAL-MAL - 56 311 IK 
GLU-GAL-MAL+ 49 411 1 
GLU + GAL - MAL + 17 o 17 
GLU-GAL +MAL+ 5 5 o 
GLU+ GAL+ MAL- 2 o 2 
GLU + GAL - MAL - 1 1 o 
GLU-GAL +MAL- o o o 

Total: 253 
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Figura 3. Frecuencias cutánea y visceral de los dif'erentes biotipos. 
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Producción de toxina. 

En la prueba de CAMPinversa se evaluó de manera cualitativa (a simple 
vista) la producción de FLD, no existieron diferencias significativas en los 
resultados para los aislamientos evaluados. De los resultados de la titulación 
de la hemolisina del S. aureus Cowan 1, se definió una unidad hemolítica ( 1 
UH), como la dilución que causó lisis del 50% de los eritrocitos y que resultó 
en la dilución 11325. Para la cuantificación de la FLD se utilizaron 2 UH para 
obtener resultados más confiables. 

En el cuadro 12 se muestran los resultados de la titulación de la 
fosf"olipasa D, mediante la inhibición de la hemólisis de la beta lisina 
producida por el S. aureus Cowan 1. Se realizó una prueba de T de Student 
para dos proporciones de grupos independientes entre las dos presentaciones 
donde no hubo diferencias significativas (p<0.05). 

Cuadro 12. Unidades de fosf"olipasa D que bloquean el efecto de 2 unidades 
hemóliticas de Staphylococcus aureus Cowan l 0. 

Cután- Visceral 
Aislmniento UFLD Aislantiento UFLD 

12 1/3200 1 1/1600 
16 1/1600 8 111600 
26 111600 22 111600 
45 1/1600 43 111600 
47 1/1600 58 1/1600 
61 1/3200 66 1/1600 
92 1/1600 88 1/800 
102 1/1600 110 111600 
ll2 1/1600 156 111600 
ll8 1/1600 162 1/800 
120 1/1600 175 1/1600 
129 1/1600 188 111600 
133 1/1600 200 111600 
149 1/1600 206 1/1600 
189 1/1600 212 11800 

• Una unidad de FLD se define como. la dilución de FLD que bloquea 2 UH de la hemolisina del S. 
aureus Cowan l. 

r------------· 
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Elcctrof"orcsis. 

En la figura 4 se muestran los geles del corrimiento electroforetico tanto 
para los aislamientos de la presentación cutánea como para la presentación 
visceral, los cuaJes f'ueron analizados por medio del programa Syngene para la 
obtención de los pesos moleculares. 

Los patrones de separación de proteínas en geles resultaron idénticos 
para los aislamientos estudiados, independientemente de la f'orma de 
presentación de la enfermedad (cutánea o visceral) o del biotipo considerado 
(patrón f'ermentativo ). 

No se observaron dif'crcncias en las proteínas fraccionadas en los 1 7 
aislamientos evaluados, se separaron 8 proteínas de pesos: 69.62, 57.91. 
53.26, 47.78. 35.97, 33.84, 31.96 y 23.46 kDa respectivamente .. 

lnmunotransf"crcncia 

Se utilizó el suero hiperinmunc del conejo desafiado con el aislamiento 
del CENID-INIF AP, contra los tres dif'erentes biotipos y las dos 
presentaciones clínicas, en todos los casos el suero reconoció la misma 
proteína de 69.62 PM (figura 5). 

En las 6 muestras ensayadas y en la muestra homóloga (CENID­
INIF AP), el suero de conejo reconoció a la proteína fraccionada de mayor 
peso molecular 69.62 kDa. 
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Cutánea 

Visceral 

--l 

Figura 4. Corrimiento electrof"oretico de las cepas de la presentación cutánea y 
visceral, el peso molecular de las bandas fue estimado con el programa 
Syngene, comparándolo con el estándar de proteínas de peso molecular 
conocido. 
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Figura S. lnmunotransf"erencia de los aislamientos de Corynebacterium 
pseudotuberculosis. 
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Discusión 

Se muestrearon 190 animales, se obtuvieron 241 muestras en total. de 
linConodos y vísceras con lesiones sugestivas de LC. Estos 190 casos de 1500 
cabezas inspeccionadas. implicó una frecuencia clínica de 12.6 o/o, no se tienen 
datos de frecuencia clínica a nivel de rastro. Barrientos et. al. en 1996 (27) a 
nivel de campo. reportaron una frecuencia clínica, en un estudio longitudinal 
de 17 meses, de 6.4 <?/o (11/170), estas bajas frecuencias pueden explicarse 
parcialmente por el comportamiento epidemiológico cíclico de 3 a 5 ai'los. 
señalado para la LC por Richard et, al., en 1979 (103). Es probable además 
que los productores consideren la observación de lesiones como un criterio 
más en la toma de decisión para eliminar animales, aunque las muestras de 
rastro correspondieron a formas viscerales de LC. también por el hecho de que 
en la actualidad se han ref"orzado las medidas para evitar el sacrificio y el 
expendio de carne proveniente de animales sacrificados clandestinamente, por 
lo que hay mayor demanda de carne proveniente de rastro y por lo tanto un 
mayor número de animales son sacrificados en él. 

Del total de muestras de presentación cutánea, 65 de 106 
correspondieron al lintonodo parotideo. mientras que 39 de 106 se obtuvieron 
del linConodo submandibular. Estos datos difieren de lo reponado por 
Barrientos et, al. en 1996 (27). donde no existieron diferencias significativas 
en la distribución de las lesiones de los linfonodos de la cabeza. En cabras 
también se ha observado. en particular en rebai'los lecheros. una mayor 
presentación en nódulos de cabeza y cuello. Esta distribución en borregos 
pudiera corresponder a lesiones en la competencia por los comederos, en los 
modelos con suplementación en corral y pudiera reforzar el planteamiento de 
la patogenia de esta enf'ermedad provocada por lesiones traumáticas durante la 
pelea~ ello sin dejar de tomar en cuenta que la vía de entrada puede representar 
la zona primordial de lesiones nodulares ( 104 ). 

De la presentación clínica visceral, 87 de 135 correspondieron a 
pulmón, siguiéndole 28 de 135 del linfonodo pulmonar y 20 de 135 al hígado. 
Estos resultados no concuerdan con lo reportado en trabajos previos en los 
cuales se menciona que la presentación visceral en pulmones y los linConodos 
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 experimentación para detectar vías de diseminación del 
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microorganismo. Esta mayor frecuencia de lesiones pulmonares puede deberse 
a las neumonías que son comunes en los rebaftos mexicanos, actuando el foco 
neumónico como concentrador de macrófagos 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 
realizó sobre la línea de vísceras y no fue revisada la canal para descartar la 
posibilidad de la presentación cutánea, o mixta. Por otro lado, el muestreo en 
las explotaciones tuvo una inducción, ya que sólo se puede evaluar 
clínicamente (por palpación) la presentación cutánea, no pudiendo descartar 
en el momento una presentación visceral. A pesar de estas divergencias del 
muestreo, éste se realizó así, debido a que nuestro objetivo primordial era 
tener aislamientos con una certeza alta del sitio y presentación de la 
enfermedad. 

En la presentación cutánea, el linfonodo parotidco se logró en l 7 de 65 
muestras el aislamiento positivo de C. pseudotuberculosis en el linfonodo 
submandibular resultaron positivas 1 l de 39, estos datos son similares a lo 
reportado por Barrientos et. al. en 1996 (27). 

La presentación visceral guardó la misma relación que la presentación 
cutánea, en pulmón 29 de 88 resultaron positivas, en el linfonodo pulmonar 11 
de 29 y en hígado 5 de 18 respectivamente. Se considera que la vía de 
diseminación son los macrófagos infectados. diseminándose por sangre o 
linfa, con la entrada del microorganismo por heridas de piel. Lesiones 
neumónicas o de hepatitis de diferente origen podrían localizar los macrófagos 
infectados en estos parénquimas (12, 26, 30, 31, 32, 34, 37, 41, 44, 45, 54, 79, 
80). 

Del total de muestras trabajadas se logró un mayor número de 
aislamientos de otros géneros bacterianos (Bacteroides spp, Baci//us spp y 
Streptococcus spp) esto indica que de las lesiones clínicas 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 piógenos y 
estos últimos resisten por mas tiempo las condiciones del foco mucopurulento. 

C. pseudotuberculosis mostró una velocidad de crecimiento, calculada 
mediante la pendiente de la grafica de m = 5. 7583 y no presentó fase de 
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latencia.. porque se utilizó el mismo medio de cultivo para el prcinoculo. por lo 
tanto las bacterias no sufrieron de condiciones desfavorables y se adaptaron 
rápidamente. La curva muestra desde un inicio. una tase de crecimiento 
exponencial con una duración de 12 h aproximadamente. Posterior a las 12 
horas. se puede asumir que la bacteria entra en una fase esaacionaria. en la cual 
la tasa de crecimiento es decreciente o de cero. en esaa fase se encontró la 
mayor cantidad de bacterias en el medio (92). 

La viabilidad de los aislamientos en los diferentes sistemas de 
conservación. indicó que. las placas de agar sangre. mantuvieron viables no 
más de 1 O dias las bacterias en refrigeración. siendo un método de 
conservación poco recomendable para periodos largos. pero adecuado para el 
manejo de los aislamientos en cxpcrimenaación. El medio Huevo de Dorset. 
mantuvo las células viables hasta los 23 dias en refrigeración. si bien permitió 
conservar los aislamientos por un periodo mayor que el agar sangre. sin 
embargo la dificultad en la preparación de este medio. puede complicar su uso 
en la conservación y manejo de C. pseudotubercu/osis. El método de 
ultracongelación encambio. permitió conservar los aislamientos por periodos 
de más de 2 años y se acerca a las características de un método de 
conservación ideal. considerado por algunos autores como aquel que mantiene 
una viabilidad alta. no genera cambios en la población por selección. no 
ocurren cambios genéticos. se mantiene la pureza y no implica costos 
excesivos. También el liofilizado ha sido señalado como un método de 
conservación eficiente para esta bacteria (94. 95). 

Como resultado de la caracterización metabólica de los aislamientos de 
C. pseudotuberculosis. se encontró que de las 22 pruebas realizadas. en cuatro. 
los res u liados fueron diferentes a lo señalado por Hergey et. al. en 1994 ( 1 b ). 
Estas pruebas fueron. la utilización de los carbohidratos maltosa. glucosa y 
galactosa y la tinción de Alben para gránulos metacromáticos. 

Sugiriendo que los aislamientos evaluados son diferentes. o bien que 
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 podría explicar su diferente capacidad patógena y las variaciones 
anotadas en la patogenia de la enfermedad. Es probable que las condiciones de 
_presión de 02 • de C02 y de concentración de nutrientes en el tejido linfoide de 
los linfonodulos y en los parénquimas. modifique los patrones fermentativos. 
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En la utilización de los carbohidratos cclobiosa, dulcitol e inositol, no se 
encontraron datos de su evaluación y el total de los aislamientos trabajados (n 
= 253) dio resultado negativo. Así mismo, en la utilización de trehalosa la 
bacteria se reporta como ocasionalmente positiva ( 16) y en este trabajo el total 
de los aislamientos fueron negativos. 

Con base en los resultados de las pruebas bioquímicas de 
comportamiento metabólico variable, se agruparon los aislamientos, de 
acuerdo a la presentación y al órgano de procedencia. En los aislamientos de 
casos de presentación cutánea, la mayoría no utiliza glucosa 81 % ( 86: 1 O l) y 
galactosa 82% (87: 106) pero para maltosa, la mayoría f'ueron positivos 63o/o 
(67: 106). Para los aislamientos de la presentación visceral. los resultados 
fueron inversos, la mayoría fueron positivos a la glucosa 83. 7% ( 123: 14 7) y la 
galactosa 75.5% (111:147) y con la maltosa 86.4% (127:147) se comportaron 
de manera similar a las de la presentación cutánea. Soponando la posibilidad 
de selección de dif'erentes biotipos del microorganismo influidos por el medio 
ambiente tisular en el que se encuentra la bacteria. 

El análisis estadístico, con la prueba de hipótesis para dos proporciones 
de grupos independientes, comparando los aislamientos de presentación 
cutánea contra las viscerales, en relación a la positividad o negatividad para 
cada uno de los tres carbohidratos, indicó que existen dif'erencias 
significativas entre las dos presentaciones para glucosa y galactosa (p<0.05}. 
pero no para maltosa. 

Por otro lado, se agruparon los aislamientos de C. pseudotuberculosis 
en los posibles dif'erentes biotipos, en base a los tres carbohidratos variables y 
se encontró que el biotipo GLU+GAL+MAL+ fue el de mayor frecuencia 
(48.62 %), correspondiendo a lo que sería una cepa clásica de C. 
pseudotuberculosis, no así, los biotipos, GLU-GAL-MAL- (22.13 %) y GLU­
GAL-MAL+ ( 19.37 %}, donde la dif'erencia la hace la utilización de la 
maltosa. 

Cuando se compararon los dif'ercntcs biotipos, entre las dos 
presentaciones se encontró que el biotipo clásico de GLU+GAL+MAL+ se 
encuentra con mayor frecuencia en la presentación visceral, por otra parte los 
biotipos GLU-GAL-MAL- • GLU-GAL-MAL+ tienen mayor frecuencia en la 
presentación cutánea. 
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Corno si: puc:di: amtlizar de: los rc:sullados del cuadro de: biolipus. Glu ... -
Gar+- se encontró con una frecuencia de 49.4 % (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 alteración puede 
causar el crunbio fenotípico de ambos marcadores . 

Las posibilidades para este resultado pueden ser que el def"ccto, en el 
fenotipo no fermentador se deba a: 

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

b) Debido a que nuestras determinaciones evaluaron la capacidad de 
fermentar los carbohidratos y que se ha descrito que la galactosa tiene 
que ser transformada a fructuosa 1-6 dif"osfato para ingresar a la 
glicólisis (107). por lo que cualquier alteración genética en las proteínas 
que panicipan en el proceso fermentativo. posteriormente a la ruta 
común, pueden provocar el crunbio fenotípico de ambos marcadores a la 
vez 

Para poder definir de cual alteración se trata, es necesario realizar 
estudios con otros carbohidratos afines y definir si la glucosa y la galactosa 
son capaces de penetrar a la célula en ambos biotipos. 

El caso de la maltosa es dif"crente ya que se observó que el 76. 7% de 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 disacárido formado por dos glucosas. existen dos posibilidades 
para la alteración, la primera es que tenga un transponador dif'erente al de la 
glucosa y la galactosa ( 106), por lo que puede ingresar independientemente 
del da.ilo de los otros biotipos . La otra posibilidad es que el dafto se encuentre 
en alguna enzima extracelular o intracelular que realiza la hidrólisis de la 
maltosa, por lo que se requiera el rompimiento para ingresar a la célula o ser 
utilizada en las rutas fermentativas. 
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Para poder dilucidar cual alteración tienen los dos biotipos principales 
es necesario realizar estudios de crecimiento microbiano en presencia de estos 
carbohidratos. debido a que es posible que la bacteria si crezca pero no 
f"ermente. Este hecho parece ser ref"orzado por la observación de que no 
existieron dif'erencias aparentes en los patrones antigénicos de ambos biotipos 
y muchos de los antígenos de la pared y la membrana celular están 
compuestos por galactosa y glucosa. 

No se encontró en la literatura revisada. inf"ormación sobre estos 
cambios en los parámetros fermentativos de carbohidratos. aunque se han 
seftalado modificaciones en utilización de nitritos. entre aislamientos 
obtenidos de dif"erentes especies animales y se consideran indicadores de 
variaciones biotípicas ( 17). En el futuro sera necesario evaluar las posibles 
correlaciones en estos indicadores bioquímicos, pues en este trabajo. quizás 
por solo trabajar con muestras de origen ovino, no se encontraron variaciones 
en la utilización de nitratos entre aislamientos de diferentes f"ormas clínicas de 
LC. 

Al evaluar de manera cuantitativa la producción de FLD. no se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los aislamientos 
de cada presentación. Esto sugiere de que independientemente del biotipo de 
que se trate. la FLD es un elemento constante en el f"enotipo de los 
aislamientos. Se ha implicado a la FLD como UN factor de virulencia en el 
Corynebacterium pseudotubercu/osis, por los resultados. la FLD no parece 
definir el camino que siga la bacteria en el desarrollo de la enfermedad 
posterior a la infección de los animales. Considerando que la presentación 
cutánea y visceral tienen dif'erente patogenia entonces la FLD no panicipa 
f"uenemente en ella. en ca111bio los biotipos se relacionaron estadísticamente 
con estas dos presentaciones ( 12,39.52). 

Lla111a la atención que con el procedimiento empleado solo se lograron 
separar 8 proteínas de relativa111ente bajo peso molecular, menos de 69.62 
.kUa. .Esto difiere de lo reportado por .Ellis et, al. en 1991 ( 51 ). los cuales 
obtuvieron aproximadamente 35 proteínas. sin embargo estos autores 
utilizaron un gel de 17,5%, que separó proteínas en un rango de 14 a 200 kDa. 
mientras que en este trabajo se empleó el gel al 12.5% que permitió 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 proteínas observadas por estos 
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autores. Por otra parte en este trabajo se cultivó la bacteria en un medio 
adicionado con Tween 80 al 0.05%, que probablemente redujo la aglutinación 
espontánea de la bacteria y facilitó su disgregación en el proceso de 
sonicación que fue más extenso que el empleado en este trabajo. 15 minutos 
contra 15 segundos en tres oponunidades en este ensayo. Aunque la 
descripción de procedimientos en particular sonicado y resultados en las 
proteínas obtenidas. no está suficientemente detallada., el trabajo de Walker et. 
al. en 1994 (89), logra separar en un gel de 12.5% aproximadamente 18 
proteínas. 

Es posible que los tiempos de sonicación no fueron suficientes para 
separar los componentes de la compleja pared de la bacteria y que la mayor 
parte de las proteínas identificadas puedan corresponder al citosol, lo que 
también explicaría que solo una proteína fue reconocida por el suero de conejo 
en la inmunotrasferencia. 

La proteína de 69.2 kDa reconocida por los anticuerpos del conejo, 
coincide por otra parte, con una de las seis proteínas que en el trabajo de Ellis 
et, al. en 1991 (51) fueron reconocidas en la inmunotransterencia. empleando 
sueros de ovinos infectados naturalmente. que seguramente montan una 
respuesta más compleja. que la que se podía esperar con la aplicación de la 
bacteria inactivada al conejo, como se hizo en este ensayo. 

Los resultados de producción de toxina, caracterización proteica e 
inmunotransferencia, indican que no existieron diferencias relevantes entre los 
aislamientos estudiados de C. pseudotuberculosis que pudieran influir su 
diferente comportamiento patogénico en las dos presentaciones de la 
enfermedad. Sin embargo, las diferencias observadas en la fermentación de 
azucares, son sugestivas de factores auxiliares de virulencia diferentes para 
ambos biotipos. 

Si consideramos que las diferencias repercuten prioritariamente sobre 
los aspectos metabólicos de la bacteria. existe la posibilidad de que la bacteria 
defina el camino o la ruta a seguir después de la infección, condición que 
estaría relacionada a la mayor sobrevivencia y adaptación al ambiente 
extracelular o intracelular (dentro del macróf"ago), observándose que 
aparentemente el biotipo Glu+-Gai+ tiene mayor capacidad de realizar una 
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diseminación, fundamentalmente asociada a los macróf"agos ( 108), que el 
biotipo Glu-_Gar. 

Este hecho pudiera tener relación con el tipo de macrófagos que 
controlan el problema, por lo que parece ser que los macrófagos fijos. son 
únicamente capaces de controlar al biotipo Glu-_Gal-, en cambio los 
rnacróf"agos de reacción generalizada (circulantes y reclutados) no pueden 
destruir al biotipo Glu· -Gal· eficientemente por lo que es mas fácil su 
diseminación. 

Si esto es cierto, entonces la alteración genética puede estar 
condicionando una mayor adaptabilidad al ambiente intracelular y 
eventualmente una mayor capacidad de sobrcvivencia. 

También es posible que exista algún otro factor auxiliar de virulencia_ 
aún no detectado, que requiera la expresión ligada con el fenotipo Glu+-Gai+ 
y 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 inoculación, por diferentes rutas de ambos biotipos y el 
posterior análisis de la presentación y localización desarrollada. 
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Conclusiones 

1.- A nivel de campo los linf'onodos de la cabeza son los más af'cctados y en 
este trabajo el linf'onodo parotideo fue el más se afecto. 

2.- Las lesiones clínicas de linfadenitis, no 
Corynebacterium pseudotuberculosis. jugando un 
géneros bacterianos. 

corresponden todas a 
papel importante otros 

3. - La ultracongelación con glicerol al 10% f'ue el método de conservación 
más adecuado de los evaluados en este trabajo. 

4. La presc:nlaciún viscc:rdl presentó d biolipo GLU+-GAL+-MAL+ 
(109/123) y la presentación cutánea GLUº-GAL--MAL- (38/56). 

5. - No existen diferencias relevantes en la producción de toxina. 
caracterización proteica e inmunotransf'erencia, en los aislamientos estudiados. 
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