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‘All my life, I have been fascinated by the big questions that face us, and have tried 
to find scientific answers to them.’

 -Stephen Hawking, 1997
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Resumen
La linfadenitis caseosa es una enfermedad crónica que afecta ovinos y caprinos 
produciendo abscesos en linfonodos cutáneos y  viscerales. La principal 
manifestación es la pérdida de peso del animal. La presentación visceral rara vez 
es detectada por la falta de pruebas de diagnóstico adecuadas. En el presente 
estudio se desarrollaron y  evaluaron dos pruebas serológicas: ELISA e 
inmunodifusión en gel (IDGA) para diagnosticar la enfermedad. Se aisló y se 
identificó por pruebas bioquímicas una cepa de C. pseudotuberculosis a partir de 
un absceso en el linfonodo submandibular de un ovino. Se obtuvo un extracto 
bacteriano de una cepa de campo de C. pseudotuberculosis por aplicación de 
calor que se utilizó para desarrollar una prueba de IDGA. Se obtuvo un 
sobrenadante rico en fosfolipasa D (PLD) que se utilizó como antígeno para 
estandarizar una prueba de ELISA. La prueba de IDGA tuvo una eficacia de 
58.82%, una sensibilidad de 52.63% y una especificidad de 70.59%, mientras que 
la prueba de ELISA tuvo una eficacia del 81%, una sensibilidad de 85.71% y una 
especificidad de 71.43%. Se eligió la prueba de ELISA por tener una mejor eficacia 
para estimar la proporción de animales seropositivos de un grupo de animales 
clínicamente sanos, el resultado fue de 29.65%. También se utilizó para estimar la 
prevalencia de linfadenitis caseosa en una unidad de producción ovina que fue de 
25.71%. Éstos resultados establecen las bases para el diagnóstico serológico de 
linfadenitis caseosa aunque se requiere profundizar en la investigación del tema 
para mejorar la eficacia de las pruebas.

Trabajo de tesis financiada por: 
Laboratorio de Diagnóstico, CENID Microbiología, INIFAP.
Proyecto SAGARPA-CONACyT 48599 “Estudio Epidemiológico de Enfermedades que Afectan la 
Producción Caprina en México”.
...y con apoyo de beca de:
Redes CONACyT FARMED y BIORED. Becanet 2012.
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1 Introducción
1.1 Linfadenitis caseosa en ovinos y caprinos
La linfadenitis caseosa es una enfermedad infecciosa que se caracteriza por la 
inflamación crónica de los linfonodos con la formación de abscesos. El material 
contenido puede ser desde espeso semilíquido (purulento) pasando por pastoso y 
seco hasta caseoso o calcificado de color blanco cremoso, amarillento o verde 
claro. El agente causal es la  bacteria Gram + denominada Corynebacterium 
pseudotuberculosis 1, 2, 3.

La infección puede ocurrir en cualquier linfonodo ya sea superficial o visceral. Un 
absceso superficial puede ser visible como una masa de consistencia firme cuya 
ubicación corresponde a la de los linfonodos cutáneos. En el caso de la infección 
de los linfonodos viscerales, los abscesos formados no son visibles hasta después 
del sacrificio causando signos clínicos variables dependiendo de la magnitud de la 
lesión y los órganos afectados 4. 

Encontrar este tipo de lesiones representa un defecto crítico para la canal5, lo que 
implica decomisos en el rastro o puntos de verificación zoosanitaria y por lo tanto 
pérdidas económicas importantes durante la comercialización6. Sin embargo, la 
importancia económica en la producción ovina radica principalmente en la pérdida 
de peso crónica y progresiva debida al factor estresante que representa la 
presencia de abscesos tanto superficiales como viscerales, en estos últimos sin 
generar signos específicos que permitan el diagnóstico clínico4, 7. La enfermedad 
provoca disminución en la producción de lana por lo que en países productores de 
lana como Australia y Nueva Zelanda, representa una pérdida económica 
adicional8. En la producción caprina las principales pérdidas económicas se 
relacionan con infecciones en glándula mamaria que ocacionan una disminución 
parcial o total de la producción láctea3.
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A nivel mundial, la linfadenitis caseosa ocasiona pérdidas por desecho de 
animales, disminución en la producción láctea, desordenes reproductivos, 
decomiso y depreciación de la canal; y en casos raros por mortalidad. Aunque se 
sabe que la incidencia de la enfermedad es alta, la cifra real se subestima por la 
falta de notificación oficial 9, 10. En México en el año 2005 se publicó un estudio de 
prevalencia de linfadenitis caseosa en caprinos efectuado en la comarca lagunera, 
una de las principales zonas de producción de leche de cabra en el país, en el 
cual se evaluó la presencia de linfonodos superficiales afectados obteniendo como 
resultado una prevalencia del 3.38%11. En países donde se han realizado estudios 
más profundos de incidencia que incluyen frecuencia en rastros y  pruebas 
serológicas, se mencionan tasas de frecuencia de 50-60% o más1. En Noruega los 
reportes de incidencia van desde el 8 hasta el 90%; también se menciona que en 
Estados Unidos, Canadá y Australia es una de las enfermedades con mayor 
importancia económica9 existiendo en Norteamérica una prevalencia promedio del 
8% que incrementa con la edad ya que en caprinos mayores a 4 años la 
prevalencia es del 22%12.

Sinónimos de la enfermedad 
Pseudotuberculosis, Cheesy gland2, Enfermedad caseosa, CLA, CL8.

Etiología
La linfadenitis caseosa es causada por la bacteria Corynebacterium 
pseudotuberculosis  (C. pseudotuberculosis), antes conocida como 
Corynebacterium ovis. Las especies del género Corynebacterium son pequeños 
bastones pleomórficos Gram positivos (0.5-0.6µm por 1.0-3.0µm), no son ácido-
alcohol resistentes, inmóviles, poseen fimbrias, no forman esporas, tienden a 
agruparse en paralelo (agrupación conocida como empalizada) o células formando 
ángulos agudos entre ellas (agrupación conocida como “letras chinas”). La pared 
celular de las especies del género Corynebacterium posee ácidos grasos de 
cadena larga conocidos como ácidos micólicos, por lo que este género se 
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encuentra agrupado junto a Nocardia, Mycobacterium y Rhodococcus en un grupo 
llamado “CMNR”  12, 13, 14, 15. 

En medios de cultivo artificiales, se observan colonias pequeñas, blancas y 
secas14 como se muestra en la Figura 1; su crecimiento in vitro tarda 48 horas a 
37ºC. Los medios de cultivo que permiten el mejor crecimiento de C. 
pseudotuberculosis son principalmente el medio PPLO, el cual permite un 
crecimiento masivo del microorganismo16, 17, y  el medio BHI ya sea en forma 
líquida o sólida para ambos13, 18. En medio agar sangre, C. pseudotuberculosis 
puede o no producir β-hemólisis, produce inhibición de la β-lisina producida por 
Staphylococcus sp. y produce hemolisis sinérgica con Rhodococcus sp. 12, 14, 19.

Figura 1. Colonias de C. pseudotuberculosis 
cultivadas en agar sangre de ovino.

Las propiedades bioquímicas completas se muestran en el Cuadro 1, donde se 
destaca la presencia de la enzima catalasa y la capacidad de reducción de nitratos 
a nitritos, característica presente generalmente en cepas que afectan a equinos13, 

14 aunque existen reportes de cepas nitratos-positivo adaptadas a ovinos y 
caprinos12.
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Su principal factor de virulencia es la exotoxina fosfolipasa D (PLD), producida por 
la membrana celular de la bacteria que le otorga la propiedad de inhibir la β-
hemolisis de Staphylococcus sp., actúa como una esfingomielinasa en la 
membrana de las células de los mamíferos12, 13. La PLD le ayuda a diseminarse 
incrementando la permeabilidad vascular lo cual ocasiona que llegue a sistema 
linfático, también produce dermonecrosis, toxicidad en la fagocitosis, eritrolisis 
dependiente del complemento y letalidad a dosis elevadas10, 20. 

Cuadro 1. Caracterización bioquímica de C. pseudotuberculosis12, 13, 14.Cuadro 1. Caracterización bioquímica de C. pseudotuberculosis12, 13, 14.Cuadro 1. Caracterización bioquímica de C. pseudotuberculosis12, 13, 14.Cuadro 1. Caracterización bioquímica de C. pseudotuberculosis12, 13, 14.Cuadro 1. Caracterización bioquímica de C. pseudotuberculosis12, 13, 14.Cuadro 1. Caracterización bioquímica de C. pseudotuberculosis12, 13, 14.
Producción de ácidoProducción de ácido Hidrólisis Hidrólisis Otras característicasOtras características

Glucosa + Esculina - Fosfatasa +
Arabinosa variable Hipurato - Pirazinamidasa -

Xilosa - Urea + Rojo de metilo +

Ramnosa - Tirosina - Reducción de 
nitratos variable

Fructosa + Caseina - Catalasa +
Galactosa + Oxidasa -
Manosa + Lipofilia -
Lactosa -
Maltosa +

Sacarosa variable
Trealosa -
Rafinosa -
Salicina -
Dextrina variable
Almidón -

Otro factor de virulencia es la presencia de ácidos micólicos en pared celular que 
protegen a la bacteria de la fagocitosis, de la destrucción intrafagocitaria y  que 
además inducen necrosis hemorrágica y abscedación crónica 21. A diferencia de 
los otros géneros del grupo CMNR, los ácidos micólicos del género 
Corynebacterium poseen una cadena de átomos de carbono más corta que consta 
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de 20 a 36 átomos mientras que los ácidos micólicos de Mycobacterium poseen 
de 60 a 90 átomos, los de Nocardia poseen de 36 a 66 y los de Rhodococcus 
poseen de 36 a 6622.

La bacteria es muy resistente a las condiciones ambientales, siendo capaz de 
resistir la desecación durante meses sobreviviendo en carne congelada, heces, 
exudado purulento y suelo por periodos prolongados; pero es susceptible a los 
rayos solares directos y temperaturas superiores a los 70 °C.2.

Patogenia
El mecanismo de transmisión de C. pseudotuberculosis se da a través de la 
contaminación de heridas. Se cree que la bacteria se puede transmitir a través de 
la vía respiratoria afectando así los pulmones, sin embargo no se ha demostrado. 
También se menciona la vía oral como mecanismo de entrada afectando 
directamente las tonsilas; en donde resulta importante la transmisión a las crías a 
través de leche contaminada con el microorganismo1, 23.

Existen 2 presentaciones de la enfermedad: La primera es la externa, también 
conocida como cutánea o superficial que se caracteriza por afectar los linfonodos 
visibles y palpables o tejido subcutáneo. La segunda presentación es la visceral o 
generalizada que afecta linfonodos y órganos internos no visibles, principalmente 
linfonodos mediastínicos aunque se puede afectar cualquier órgano como hígado, 
riñones o glándulas mamarias y menos frecuentemente en corazón, cerebro, 
médula espinal, testículos, útero y articulaciones4, 23, 24.

La difusión de la enfermedad comienza con la presencia de un animal infectado 
que tras la ruptura de un absceso libera al microorganismo que permanece viable 
en las instalaciones, equipo de esquila, de tatuado o de aretado e infecta a otros 
animales a través de una herida23, 25. Las lesiones generalmente no aparecen en 
el sitio de entrada pero la bacteria es capaz de multiplicarse en esta zona y 
provocar que se monte una respuesta inflamatoria con un acumulo de células 
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polimorfonucleares; C. pseudotuberculosis es capaz de evadir la respuesta 
inmune con facilidad21. La infección se extiende a linfonodos vía linfática gracias a 
los factores de virulencia de la bacteria, principalmente la PLD que aumenta la 
permeabilidad vascular10; aunque también tiene una importancia relevante su 
envoltura de ácidos micólicos ya que le permite sobrevivir a la fagocitosis y  utilizar 
al macrófago como medio de transporte hacia el sistema linfático22. 

Una vez en linfonodos se comienzan a formar múltiples piogranulomas 
microscópicos que crecen y se fusionan para formar un absceso en el linfonodo 
afectado que supura y  permite la diseminación vía linfática a otros linfonodos 
externos o internos. El curso de la enfermedad es lento y en animales más viejos 
C. pseudotuberculosis puede llegar a torrente sanguíneo afectando de manera 
generalizada (linfadenitis caseosa visceral)21, 25. Después de la formación de un 
foco purulento por la unión de los microabscesos, inicia un proceso en el que 
disminuye la reacción inflamatoria en el parénquima del linfonodo que comienza a 
encapsularse de manera lenta y continúa aumentando su tamaño si es que no 
hubo ruptura y eliminación del material purulento. Dicho aumento de tamaño se da 
por un ciclo continuo de necrosis y regeneración de la cápsula externa; en esta 
etapa el absceso que era suave y semifluido se torna más sólido, ocurre la 
formación de pequeños nódulos de mineralización en el material purulento que se 
acomodan a manera de capas concéntricas que al corte da la apariencia de 
“anillos de cebolla” (Figura 2)22.

15



Figura 2. Corte de absceso mineralizado, 
con apariencia de “anillos de cebolla”.

El periodo de incubación es muy largo desde que se inocula la bacteria hasta la 
aparición de los abscesos pudiendo durar de 2 a 6 meses o más3, 23. Sin embargo 
desde la entrada de un animal infectado hasta que la enfermedad se presenta con 
una incidencia elevada pueden pasar de 2 a 3 años23.
Aunque la mortalidad por linfadenitis caseosa es muy baja, ocurre con mayor 
frecuencia en ovinos que en caprinos como consecuencia de la diseminación de la 
bacteria hacia el tejido respiratorio ocasionando neumonía abscedativa25, 26.

Signos clínicos
Presentación cutánea: El principal signo clínico es la presencia de abultamientos 
en la piel (Figura 3) que corresponden a  la inflamación de linfonodos superficiales 
que en ocasiones se encuentran abiertos y supurando.  Los abultamientos pueden 
presentarse de manera solitaria o en cadenas, afectándose más comúnmente los 
linfonodos de cabeza y cuello como el parotideo, mandibular o preescapular pero 
más que nada por la susceptibilidad a heridas en esta zona por peleas, espinas 
enterradas, picaduras de insectos, ya que todos los linfonodos son susceptibles de 
infectarse en caso de que la herida sea más caudal3, 6. 
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Figura 3. Carnero con linfadenitis caseosa cutánea.

Presentación visceral: Esta presentación es más común en ovinos que en 
caprinos23, 25. Dependiendo del órgano al que se haya diseminado C. 
pseudotuberculosis serán los signos que se presenten, por ejemplo, si alcanza 
glándula mamaria la manifestación será de mastitis abscedativa que representa un 
problema grave en la industria lechera en caprinos. El órgano más comúnmente 
afectado en ovinos es el pulmón, provocando neumonía crónica en animales 
adultos cuyos signos clínicos son disnea, taquipnea, tos crónica, pérdida de peso 
y en general emaciación progresiva3, 6, 23.

Lesiones
En ambas presentaciones se observan abscesos en los linfonodos afectados que 
provocarán distintos tipos de lesiones dependiendo del órgano afectado y del 
curso de la enfermedad. En el caso de la linfadenitis cutánea se pueden encontrar 
lesiones inflamatorias en la piel; abscesos solos o múltiples de 1 a 2 cm de 
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diámetro con pérdida de pelo en la zona; abultamientos firmes de hasta 5 cm de 
diámetro; heridas supurando (Figuras 4 y 5)27. Los abscesos contienen un material 
color verde pálido que puede formar de manera progresiva la lesión en forma de 
“anillos de cebolla” que a su vez madura a una masa calcificada. La formación de 
la lesión calcificada es menos frecuente en caprinos, el material suele permanecer 
de un color verde-cremoso de consistencia pastosa6.

Figura 4. Inflamación de linfonodo. Figura 5. Exudado purulento en 
linfonodo.

La linfadenitis caseosa visceral se caracteriza por la presencia de múltiples 
abscesos tanto en el órgano afectado (Figura 6) como en los linfonodos asociados 
a éste. La presentación respiratoria es la más común en ovinos llegando a 
provocar una bronconeumonía con zonas de pleuritis que resulta en adherencias 
fibrosas a la pared torácica, pericardio o diafragma. Los abscesos formados en 
aparato respiratorio afectan linfonodos mediastínicos (Figura 7) que al ir 
progresando pueden crecer tanto que llegan a ejercer presión sobre el esófago 
interfiriendo con la deglución y  rumia provocando anorexia y emaciación 
progresiva22, 27.
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Figura 6. Abscesos encontrados en 
parénquima pulmonar.

Figura 7. Abscesos en linfonodos 
mediastínicos que afectan al 

corazón.

La importancia de la presentación visceral de la enfermedad en caprinos se asocia 
a la afección de glándula mamaria en unidades de producción caprina 
especializadas en leche. La lesión suele provocarse por una herida inicial en la 
piel que cubre la glándula mamaria que se contamina con la bacteria y se extiende 
hacia la glándula provocando mastitis. En las etapas tempranas de la mastitis la 
lesión aguda es difusa y supurativa mientras que en etapas crónicas la lesión se 
encuentra localizada en un absceso encapsulado25.

Diagnóstico
Habitualmente el diagnóstico de la linfadenitis caseosa cutánea se realiza de 
manera clínica, especialmente cuando la enfermedad cursa la etapa más crónica y 
se forman las lesiones en forma de “anillos de cebolla”. En caso de que un 
absceso se encuentre supurando o se realice la debridación a manera de 
tratamiento, existe la alternativa del aislamiento bacteriano (Figura 8)27 el cual se 
logra a las 48 horas de cultivo14. Posteriormente se realiza la identificación para lo 
cual se realizan pruebas bioquímicas que pueden simplificarse mediante el kit de 
diagnóstico “API Coryne”22. Recientemente se ha desarrollado la técnica de 
identificación por PCR, sin embargo no se ha implementado como un método 
rutinario de diagnóstico9.
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En hatos de cabras productoras de leche se debe considerar la toma de muestras 
por medio de punción con aguja fina en la glándula mamaria afectada para realizar 
un examen histopatológico adicional al cultivo y aislamiento bacteriano que 
permitirá la caracterización del agente y su diferenciación con otros agentes 
causantes de mastitis25.

Figura 8. Toma de muestra para aislamiento e identificación bacteriológica.

La limitación más grande que tiene la enfermedad es el diagnóstico de la 
linfadenitis caseosa visceral ya que no puede realizarse mediante los signos 
clínicos tan fácilmente, por lo tanto, es difícil llegar a un diagnóstico definitivo en 
casos de emaciación. Para esto se han realizado muchos estudios que buscan 
una alternativa de diagnóstico mediante serología como pruebas de 
microaglutinación, inmunodifusión, inhibición de la hemólisis, dot-blot, Western 
Blot, fijación de complemento, hemoaglutinación indirecta y muchos tipos 
diferentes de pruebas de ELISA pero la mayoría no tienen la especificidad 
deseada17. En muchos países la investigación se ha enfocado a desarrollar una 
prueba de ELISA, por ejemplo Polonia17, Venezuela18 y Brasil28 en donde se han 
obtenido resultados muy satisfactorios; sin embargo, muy pocos laboratorios han 
estandarizado la prueba27. Más adelante se explicarán con mayor detalle los 
estudios realizados hasta la fecha para el diagnóstico de la enfermedad.
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Diagnóstico diferencial
La formación de abscesos y las características de los exudados representan un 
signo clínico muy característico de la enfermedad que permite establecer un 
diagnóstico presuntivo, sobre todo cuando los abscesos se encuentran presentes 
en varios animales. Existen agentes como  Actinobacillus licheniformis, 
Arcanobacterium pyogenes y Staphylococcus aureus subsp. anaerobius que 
producen linfadenopatía supurativa, sin embargo se presenta de manera 
esporádica y  muy rara vez ocurre como un problema de hato22, 29. Un estudio 
epidemiológico realizado en Venezuela, en el cual se realizó el aislamiento e 
identificación bacteriológica a partir de exudados purulentos obtenidos de 
abscesos en linfonodos cutáneos, reportó el aislamiento de C. pseudotuberculosis 
en el 67.69% de los casos mientras que en el 27.71% se aislaron otros 
microorganismos (Arcanobacterium pyogenes, Pseudomonas sp., Micrococcus 
sp., Staphylococcus caprae, Nocardia brasiliensis y  otros bacilos aeróbicos)30. Por 
lo tanto, el diagnóstico diferencial va enfocado a la caracterización del agente 
etiológico que está provocando el absceso14, 25, 26, 31.

Muchas veces la entrada del agente se da a través de heridas en cavidad oral 
debido a comederos inadecuados o por la dieta que puede incluir alimentos como 
espinas de nopal que dañan la mucosa produciendo una vía de entrada no solo 
para C. pseudotuberculosis sino también para agentes como Burkholderia 
pseudomallei que provoca melioidosis6 y para Actinobacillus lignieresi, agente 
causal de actinobacilosis o lengua de madera, el cual provoca abscesos en 
nódulos linfáticos de la cabeza principalmente, con la formación de granulomas29, 

32.

En los casos de mastitis el diagnóstico diferencial se hace con Arcanobacterium 
pyogenes ya que como se mencionó anteriormente, también puede producir 
abscesos en glándula mamaria. El principal diagnóstico diferencial se realiza con 
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mastitis producidas por Staphylococcus aureus y  Mannheimia haemolytica ya que 
el control para evitar el contagio es muy distinto33.

Tratamiento
La bacteria es sensible a la mayoría de los antimicrobianos2, sin embargo una vez 
que se ha formado la cápsula de tejido fibroso que forma el absceso, el 
tratamiento con antimicrobianos es incapaz de penetrar esta cápsula, lo que 
provoca que su administración sea ineficaz. El tratamiento convencional que existe 
es únicamente para la linfadenitis caseosa cutánea, que consiste en el drenado 
quirúrgico del absceso o debridación. La práctica de este tratamiento se encuentra 
en debate, ya que hay autores que no lo recomiendan por la contaminación del 
ambiente que representa la debridación de un absceso, además de que el animal 
permanece infectado de manera permanente, por lo tanto, la enfermedad puede 
aparecer de nuevo27.

Si se decide llevar a cabo el drenado quirúrgico, el tratamiento se debe realizar 
bajo muchas precauciones higiénicas que eviten una contaminación ambiental. El 
procedimiento consiste en debridar el absceso en un lugar aislado del hato por 
medio de una incisión (Figura 9), eliminar todo el exudado caseoso, el cual debe 
ser recolectado en una bolsa sin permitir que contamine el suelo o cualquier parte 
de la instalación (Figura 10) e incinerar el material recolectado. Como 
procedimiento antiséptico, se realiza un lavado del absceso debridado con una 
solución de Iodo al 3% o Clorhexidina al 2% y  el animal se coloca en un corral de 
aislamiento hasta que la herida haya sanado por completo, generalmente a los 20 
o 30 días3. Incluso hay autores que recomiendan remover quirúrgicamente el 
absceso completo sin romperlo6. 
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Figura 9. Incisión realizada para drenar el absceso. 

Figura 10. Al drenar el absceso se recolecta el exudado para evitar que 
éste contamine las instalaciones.

23



Medidas de prevención y control
Existen vacunas comerciales para combatir la linfadenitis caseosa, sin embargo no 
están disponibles en México, éstas son la vacuna Glanvac-6 y Case-Bac34. La 
vacuna Glanvac-6 es la que más se ha difundido en varios países ya que además 
de inmunizar contra C. pseudotuberculosis por medio de un toxoide obtenido a 
partir de PLD inactivada, contiene 5 toxoides adicionales que protegen contra 
enfermedades producidas por bacterias del género Clostridium10, 22.
En los países en donde no existe de manera comercial la vacuna se han 
desarrollado inmunógenos basados en diferentes antígenos como toxoides o 
bacterias completas inactivadas22 obtenidos de distintas maneras así como el 
desarrollo de toxoides recombinantes35.

En países latinoamericanos es difícil conseguir vacunas recombinantes, por lo que 
se ha optado por la creación de vacunas y toxoides inactivados con formalina que 
han demostrado dar buenos resultados27, 34.

Como medidas de control se recomienda aislar a los animales que hayan cursado 
con la enfermedad ya que permanecen como portadores por toda su vida, se debe 
evitar que los abscesos se rompan por si solos, además de limpiar y  desinfectar 
todo objeto que haya tenido contacto con el exudado23.

1.2 Alternativas de diagnóstico
Las alternativas de diagnóstico para linfadenitis caseosa se pueden dividir en 3 
tipos de pruebas: identificación bacteriana, pruebas de inmunidad celular y 
pruebas de inmunidad humoral. Las pruebas de identificación bacteriana tienen la 
ventaja de permitir llegar a un diagnóstico definitivo, sin embargo en el caso de la 
linfadenitis visceral, el diagnóstico se obtiene después del sacrificio. Las pruebas 
de inmunidad celular y  humoral fueron diseñadas con el objetivo de diagnosticar la 
presentación visceral de la enfermedad para poder llevar a cabo medidas de 
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control que permitan la eliminación de la enfermedad en las unidades de 
producción36.

1.2.1 Aislamiento e identificación bacteriológica
Un análisis bacteriológico completo incluye la observación microscópica utilizando 
la tinción de gram y tinción de Ziehl Neelsen para observar las características 
morfológicas del microorganismo aislado y descartarlo como ácido-alcohol 
resistente 30.
El siguiente paso es la caracterización bioquímica de las colonias sugestivas de C. 
pseudotuberculosis de las cuales se realizan principalmente las pruebas CAMP, 
catalasa, reducción de nitratos, ureasa y fermentación de los azúcares: glucosa, 
sacarosa, maltosa, lactosa y xilosa 15, 30.

Para simplificar la realización de las pruebas de manera convencional, existen 
“kits” de identificación como API CORYNE identification system (Analytical Profile 
Index identification system, bioMérieux, Francia), API20S system (Analytab 
productos, NY), Minitek identification system (BBL Microbiology Systems, 
Cockeysville, Md.), 60-min Rapid Identification Method (Austin Biological Systems, 
Austin, Tex), biolog system (Biolog, Calif) 29. Estos “kits” se basan en pruebas de 
fermentación de azúcares y test enzimáticos, que ofrecen un resultado rápido 
aunque no sustituyen por completo las pruebas bioquímicas convencionales ya 
que carecen de las pruebas CAMP, producción de β-hemolisis, oxidasa y catalasa 
que se deben realizar de manera adicional para confirmar la identidad de la 
bacteria aislada 13, 29.

El kit de identificación bacteriológica más utilizado ha sido API CORYNE, el cual 
realiza  20 pruebas bioquímicas que consisten en 11 pruebas enzimáticas 
(pirazinamidasa, pirrolidonilarilamidasa, β-galactosidasa, N-acetilglucosaminidasa, 
α-glucosidasa, fosfatasa alcalina, β-glucuronidasa, reducción de nitratos y 
gelatina, hidrólisis de urea y esculina) y  8 pruebas de fermentación de 
carbohidratos (glucosa, ribosa, D-xylosa, manitol, maltosa, lactosa, sacarosa y 
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glucogeno) 13. Después de inocular con la bacteria problema, se deja incubar por 
el tiempo indicado en el instructivo del kit (24 y 48 horas) agregando los reactivos 
necesarios en el momento indicado. Los productos metabólicos formados 
provocan un cambio en la coloración de los tubos que se compara con 
coloraciones control positivo y control negativo por medio de un software incluido. 
El software calcula el porcentaje de identidad del organismo aislado comparado 
con el perfil bioquímico de un grupo de especies bacterianas que se pueden 
identificar con el kit. El resultado final es el porcentaje de compatibilidad del 
organismo problema con una especie bacteriana en específico incluyendo C. 
pseudotuberculosis22.

La identificación también se puede realizar por medio de PCR para el cual se ha 
estudiado la amplificación de muchos tipos de genes. Los primeros genes que se 
utilizaron fueron seleccionados de la región hipervariable de la secuencia genética 
16S rRNA publicada en GenBank que permiten la identificación de C. 
pseudotuberculosis con la desventaja de tener reacción cruzada con C. ulcerans, 
bacteria que afecta a humanos y bovinos 9, 20,. También se ha estudiado la 
identificación de los genes que codifican para la PLD37 y finalmente la región 
hipervariable del gen de la subunidad-β de la RNA polimerasa (rpoB) el cual tiene 
la ventaja de ser más específico y no crea reacción cruzada con otras especies del 
género Corynebacterium38, 39, 40.

1.2.2 Pruebas de inmunidad celular
Ante la problemática de la dificultad para el diagnóstico de la linfadenitis caseosa 
visceral, se ha estudiado el desarrollo de pruebas inmunológicas que permitan 
identificar si un animal ha estado en contacto con el agente o no. Las primeras 
pruebas que se intentaron desarrollar fueron las que detectan inmunidad celular 
por medio de una respuesta de hipersensibilidad tipo IV o tardía, la cual consiste 
en inyectar un antígeno en la piel del paciente sospechoso provocando una 
respuesta inflamatoria que inicia a las 12 o 24 horas, aumentando su intensidad a 
las 72 horas. Este tipo de pruebas se utiliza para la detección de tuberculosis ya 

26



que la reacción de hipersensibilidad se encuentra mediada por linfocitos T. Cuando 
los macrófagos fagocitan la bacteria Mycobacterium sp., algunos antígenos del 
agente, como el derivado proteico purificado (PPD), estimulan una respuesta 
celular mediada por los linfocitos Th1 generando células T de memoria que 
responden a los antígenos cuando entran al cuerpo por cualquier ruta41.

Debido a que C. pseudotuberculosis es un agente intracelular facultativo, se 
estudió la posibilidad de obtener un antígeno capaz de estimular una respuesta de 
hipersensibilidad tardía. El primer antígeno desarrollado fue la Preisznocardina 
que consistía en un filtrado bacteriano obtenido a partir del cultivo in-vitro de la 
bacteria. Este antígeno se estudió y muchas veces se modificó el método para su 
obtención pero la especificidad no fue adecuada con resultados muy variables. En 
trabajos posteriores se obtuvieron antígenos denominados sensitina y linfadenina 
que provocaron una respuesta de hipersensibilidad más evidente y con mayor 
especificidad pero nunca se profundizó en su estudio, además las pruebas de 
desafío no evaluaron una cantidad de animales suficiente para considerar los 
resultados como significativos ya que se usaron 15 animales para evaluar a la 
sensitina y 26 para evaluar a la linfadenina36.

Otro método para el diagnóstico basado en inmunidad celular es a través de la 

estimulación de la producción de interferón ɣ  (IFN-ɣ) a partir de una muestra de 

sangre completa. La prueba consiste en obtener un antígeno específico que se 
agrega a la muestra de sangre completa para estimular a los linfocitos T 

circulantes que en caso de ser positivo producirán IFN-ɣ. Después de la 

estimulación se obtiene el plasma para realizar una prueba de ELISA tipo 

sandwich que detecta la presencia o no de IFN-ɣ41. Para el caso de linfadenitis 

caseosa, se ha obtenido un antígeno a partir de la lisis física de la bacteria que se 

ha utilizado para desarrollar una prueba de IFN-ɣ. Como resultado la prueba 

posee una especificidad del 95.7% con la ventaja de ser capaz de distinguir entre 
animales infectados y vacunados 31, 42, sin embargo se requiere una 
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profundización en el estudio de este método ya que la sensibilidad fue de tan solo 
56%43.

1.2.3 Pruebas de inmunidad humoral
El estudio de las primeras pruebas para detectar inmunidad humoral se enfocó en 
aprovechar los efectos in-vitro de la PLD y  desafiarlos ante sueros problema con el 
objetivo de que los sueros positivos (ricos en anticuerpos anti-fosfolipasa D) 
inhiban éstos efectos a diferencia de los sueros negativos que no lo hacen. Una de 
las propiedades de la PLD es la inhibición de la hemolisis de Staphylococcus sp., 
a partir de esta acción se desarrollo la prueba Inhibición de la Beta-hemolisina 
(IBH) cuyos resultados fueron una sensibilidad de 92% y una especificidad del 
96%. Actualmente no se utiliza como prueba de diagnóstico rutinaria pero se ha 
utilizado como herramienta para la investigación de nuevos métodos de 
diagnóstico36.

Aprovechando la propiedad de hemólisis sinérgica con Rhodococcus sp., se 
desarrolló la prueba de Inhibición de la Hemólisis Sinérgica (IHS). Para esta 
prueba se preparaban discos con una mezcla del suero problema, buffer salino 
formalinizado y PLD. También se preparaban cajas de Petri con agar sangre 
preparado con una mezcla de eritrocitos y toxina de Rhodococcus equi. En este 
medio de cultivo se colocaban los discos de modo que al colocar un disco 
impregnado con suero positivo la hemolisis sinérgica era inhibida mientras que al 
colocar un disco impregnado con suero negativo se formaba un halo de hemólisis 
sinérgica alrededor. El resultado fue que la prueba poseía una sensibilidad del 
98%, sin embargo la prueba no poseía la especificidad suficiente ya que se obtuvo 
un 10% de falsos positivos36.

Otras pruebas de inmunidad humoral consisten en la detección de complejos 
antígeno anticuerpo. Una prueba sencilla de realizar es la inmunodifusión en gel 
de agarosa (IDGA) que se trata de una prueba de precipitación. La IDGA consiste 
en la preparación de un gel de agarosa que se perfora para formar pozos 
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adyacentes, a un pozo se le agrega el antígeno y al otro pozo se le agrega el 
suero problema. En caso de ser positivo se forma una línea de precipitación entre 
ambos pozos. De manera práctica se pueden formar rosetas que consisten de un 
pozo central en donde se coloca el antígeno y aproximadamente 6 pozos 
alrededor en donde se puede colocar un suero por pozo.41. Aunque esta prueba se 
ha desarrollado para el diagnóstico de linfadenitis caseosa, no existen reportes 
sobre su uso de manera rutinaria36.

Figura 11. Prueba de IDGA.

Finalmente, las pruebas de inmunidad humoral que se han estudiado más 
ampliamente han sido las pruebas inmunoenzimáticas. Para su desarrollo se han 
estudiado diversos métodos para realizar el ensayo así como distintos métodos 
para la obtención de los antígenos utilizados.

1.2.4 Ensayos inmunoenzimáticos
Se clasifican dentro de las pruebas de unión primaria, las cuales consisten en 
permitir la unión antígeno-anticuerpo para posteriormente medir la cantidad de 
complejos inmunes formados con la ayuda de marcadores que pueden ser 
radioisótopos, tinciones fluorescentes, metales coloidales o enzimas. Los ensayos 
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inmunoenzimáticos utilizan una enzima como marcador, dentro de las pruebas 
más comunes en medicina veterinaria se encuentra el ensayo inmunoabsorbente 
ligado a enzimas (ELISA)41.

Figura 12. Microplaca de poliestireno para ELISA

La prueba de ELISA más comúnmente utilizada es la ELISA indirecta. Esta prueba 
se realiza en una microplaca de poliestireno (Figura 12) sensibilizada con un 
antígeno. Para sensibilizar una placa, los pozos se cubren con una solución de 
antígeno que se deja incubar para que las proteínas de esta solución queden 
firmemente unidas al poliestireno formando una capa de antígeno, se realiza un 
lavado para eliminar los antígenos no adheridos, finalmente la placa se puede 
guardar o utilizar de inmediato 41.

El procedimiento para correr una prueba de ELISA consiste en agregar el suero 
problema, después de una incubación se realiza un lavado para eliminar los 
anticuerpos no unidos y se agrega una antiglobulina (anti IgG ovino, anti IgG 
bovino, anti IgG equino, etc) marcada con una enzima (peroxidasa de rábano 
picante, fosfatasa alcalina, β-galactosidasa o ureasa). Se incuba nuevamente y  se 
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realiza otro lavado para eliminar las antiglobulinas no adheridas, posteriormente se 
agrega el sustrato de la enzima correspondiente (Cuadro 2), se incuba y se 
detiene la reacción. Finalmente se mide la densidad óptica (OD) con ayuda de un 
espectrofotómetro41, 44.

Cuadro 2. Enzimas y sustratos más utilizados para las pruebas de ELISA 44.Cuadro 2. Enzimas y sustratos más utilizados para las pruebas de ELISA 44.Cuadro 2. Enzimas y sustratos más utilizados para las pruebas de ELISA 44.

Enzima Sustrato Solución de frenado

Peroxidasa de rábano picante 
(HRPO)

Orto-Fenilenediamina (OPD) Ácido clorhídrico o 
ácido sulfúrico

Peroxidasa de rábano picante 
(HRPO)

Ácido 2,2’-Azino 
Diethilbenzothiazolina Sulfónico 
(ABTS)

Sodio duodecil sulfato 
(SDS)

Peroxidasa de rábano picante 
(HRPO)

Ácido 5-Aminosalicilico (5-AS) Ácido clorhídrico o 
ácido sulfúrico

Peroxidasa de rábano picante 
(HRPO)

Tetrametil Benzidina (TMB) Ácido clorhídrico o 
ácido sulfúrico

Fosfatasa alcalina (AP) Para-nitro fenilfosfato (pnpp) Carbonato de sodio

β-galactosidasa orto-nitrofenil β-galactosidasa (ONB) Carbonato de sodio

Ureasa Purpura de bromocresol Thimerosal

El ELISA tipo sandwich es una modificación del ELISA indirecto que consiste en 
cubrir la placa con un anticuerpo específico, posteriormente se agrega una 
solución con antígeno, de modo que únicamente se adherirá un antígeno 
específico reconocido por el anticuerpo previamente adherido. El siguiente paso 
consiste en agregar el suero problema, la antiglobulina, el sustrato y  la solución de 
frenado de la misma manera que en ELISA indirecto. La ventaja de esta prueba 
radica en que al utilizar un anticuerpo específico, solo un antígeno se adhiere a la 
placa aumentando la especificidad de la prueba41, 44.
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1.2.5 Antecedentes sobre la prueba de ELISA para detectar linfadenitis 
caseosa 
Con el fin de obtener una prueba de ELISA estandarizada y fácil de usar, se han 
estudiado diferentes métodos para la obtención de antígenos que otorguen una 
adecuada sensibilidad y especificidad a la prueba. Principalmente se ha estudiado 
el desarrollo de una prueba de ELISA indirecta utilizando 3 tipos de antígenos: 
componentes obtenidos por lisis bacteriana, productos solubles del metabolismo 
bacteriano y  fosfolipasa D recombinante. También se ha estudiado el desarrollo de 
una prueba de ELISA tipo sandwich utilizando también como antígeno los 
productos solubles de metabolismo bacteriano.

Dentro de los métodos para obtener los componentes resultantes de la lisis 
bacteriana, se han reportado un método químico y un método físico. El método 
químico consiste en el cultivo de C. pseudotuberculosis para obtener un 
concentrado celular que después de resuspenderse en un buffer de antígeno 
compuesto por SDS (detergente), tris (amortiguador de pH) y β-mercaptoetanol 
(desnaturaliza las proteínas), se hierve para obtener un extracto de componentes 
bacterianos de membrana y pared celular. Como resultado se reporta la obtención 
de una prueba de ELISA indirecta con una sensibilidad del 85% y una 
especificidad del 96%17. 

Como método físico para la lisis celular se reporta el uso de la sonicación. En 2 
trabajos realizados por Binns, 2003, se aisló una cepa de C. pseudotuberculosis a 
partir de una oveja infectada. La cepa se cultivó para obtener un concentrado 
bacteriano que fue sonicado y utilizado como antígeno para un ELISA indirecto 
obteniendo una sensibilidad del 83% y una especificidad del 64%45, 46. En un 
trabajo más reciente con una metodología basada en sonicación pero utilizando 
una cepa distinta (cepa 15 tipificada por pruebas bioquímicas, PCR y 
secuenciación del gen 16S rDNA con un 99% de homología con cepas de 
referencia) y una modificación en las condiciones tanto en el cultivo de la bacteria 
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como en las constantes de sonicación, se desarrolló un ELISA indirecto con una 
sensibilidad del 98% y una especificidad del 100%47.

El uso de los productos del metabolismo de C. pseudotuberculosis solubles en el 
medio de cultivo líquido como antigeno para la prueba de ELISA indirecto, se ha 
extendido debido a que una de las proteínas formadas es la exotoxina PLD18. El 
procedimiento consiste en general en el cultivo en infusión cerebro corazón por 48 
a 72 horas, se centrifuga y se obtiene el sobrenadante que contiene la exotoxina y 
otros productos del metabolismo. En Brasil, Carminati, 2003 obtuvo un 
sobrenadante crudo cultivando una cepa de campo por 48hrs y lo utilizó para 
estandarizar una prueba de ELISA indirecto utilizando OPD como sustrato. Como 
resultado obtuvo sensibilidad del 93.5% y una especificidad del 100% 48. En otro 
trabajo, Seyffert, 2010 utilizó el procedimiento de Carminati, 2003 modificado 
utilizando TMB como sustrato, obteniendo una sensibilidad de 93.5% y una 
especificidad de 98.5%28. En Venezuela, Chirino-Zárraga, 2009 cultivó una cepa 
de campo por 72hrs para obtener el sobrenadante y como sustrato utilizó ABTS 
obteniendo una sensibilidad de 72.73% y una especificidad de 67.74%18.

El sobrenadante crudo también ha sido utilizado para obtener sueros 
hiperinmunes que fueron utilizados para desarrollar una prueba de ELISA tipo 
sandwich de doble anticuerpo49, 50 obteniendo una sensibilidad del 100% y 
especificidad del 99%. La prueba fue desarrollada por Ter Laak, 1992 quienes 
sustentan sus resultados en los datos obtenidos tras un programa de erradicación 
establecido en Holanda utilizando como herramienta diagnóstica oficial la prueba 
que ellos mismos desarrollaron, en total se reportó el diagnóstico de 38175 
carneros para el cálculo de la sensibilidad y especificidad36, 49.

Finalmente las pruebas más actuales de diagnóstico serológico fueron 
desarrolladas utilizando una PLD recombinante como antígeno para un ELISA 
indirecto. En un estudio realizado por Songer, 1990 explica una metodología para 
obtener una PLD recombinante a partir de un mutante de E. coli51. Posteriormente, 
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por medio de esta metodología, Menzies, 1994 utilizó la PLD recombinante para 
desarrollar y estandarizar una prueba de ELISA indirecto obteniendo una 
sensibilidad de 86.3% y una especificidad de 82.1%52. Actualmente existe un kit 
comercial de ELISA para el diagnóstico de la linfadenitis caseosa disponible en 
Europa llamada ELITEST CLA (HYPHEN BioMed, France). La prueba consiste en 
un ELISA indirecto que utiliza como antígeno una PLD recombinante y como 
sustrato TMB, su sensibilidad es de 84% y su especificidad es de 96.7%53.
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2 Justificación
La importancia de la enfermedad radica en las pérdidas económicas que ocasiona 
para el productor, ya que los animales pierden peso de manera crónica y la 
mayoría no presenta signos clínicos que nos indiquen la causa.

Debido a que actualmente no existen estudios epidemiológicos que nos indiquen 
la prevalencia de linfadenitis caseosa en la República Mexicana, además de que 
no es una enfermedad de reporte obligatorio, se desconoce el impacto real que ha 
tenido sobre la producción ovina y  caprina en el país. Se conoce que a nivel global 
la prevalencia se encuentra entre el 50 y 60% con reportes de hasta el 90%, por lo 
tanto es una enfermedad que requiere pronta atención.

Generalmente el diagnóstico se hace en base a signos clínicos, sin embargo se 
reporta que cerca del 90% de los casos de linfadenitis caseosa no presentan 
signos clínicos, por lo tanto se necesita de una herramienta para el diagnóstico de 
estos casos.

En Europa existen “kits” de diagnóstico serológico comerciales efectivos, además 
de laboratorios de investigación trabajando actualmente en mejorar las técnicas 
actuales de diagnóstico. En México no existe un kit comercial disponible para el 
diagnóstico serológico de linfadenitis caseosa, por lo tanto es necesario 
profundizar en este campo de investigación para permitir su disponibilidad en un 
futuro cercano.

Con el desarrollo de pruebas serológicas que permitan el diagnóstico de los casos 
que no presenten signos clínicos, se podrá profundizar en el estudio 
epidemiológico de la enfermedad para comprender la problemática ante la que se 
encuentra la producción ovina y  caprina. Además permitirá a los médicos 
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veterinarios responsables de unidades de producción ovina y caprina establecer 
medidas de control de la enfermedad.

En el campo de la investigación, una prueba de diagnóstico serológico eficaz 
permitirá profundizar en el estudio de patogenia de la enfermedad para poder 
entender mejor los mecanismos por los que C. pseudotuberculosis causa la 
enfermedad. 

Finalmente en México no existe un biológico que permita la profilaxis de la 
enfermedad, por lo tanto una prueba serológica se puede utilizar como 
herramienta para el desarrollo de un biológico efectivo que disminuya la incidencia 
de la enfermedad en trabajos futuros.
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3 Hipótesis
Si se utiliza como antígeno un sobrenadante rico en exotoxina, se obtendrá una 
prueba con mayor especificidad, mientras que si se utiliza un extracto de proteínas 
de pared celular se obtendrá una prueba con mayor sensibilidad. De este modo, 
se obtendrán dos pruebas serológicas con las que será posible detectar animales 
enfermos, incluyendo aquellos que cursen con la presentación visceral de la 
enfermedad.
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4 Objetivos
Objetivo general
Desarrollar y  evaluar dos pruebas serológicas para el diagnóstico de linfadenitis 
caseosa en ovinos.

Objetivos particulares
Aislar una cepa de campo de C. pseudotuberculosis y utilizarla como fuente de 
antígeno junto con la cepa de referencia Corynebacterium pseudotuberculosis 
biovar equi No. 43924 de American Type Culture Collection (ATCC).

Obtener un antígeno a base de proteínas de pared y membrana celular de C. 
pseudotuberculosis utilizando 2 métodos de extracción distintos. Obtener un 
sobrenadante rico en exotoxina PLD que sirva como antígeno para desarrollar una 
prueba inmunológica.

Utilizar las pruebas obtenidas como herramienta complementaria para emitir un 
diagnóstico final y estimar la prevalencia de linfadenitis caseosa en una unidad de 
producción ovina para facilitar el programa de control de la enfermedad 
establecido por el médico veterinario responsable.
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5 Materiales y métodos
5.1 Preparación de los antígenos
La primera etapa del trabajo consistió en el aislamiento e identificación de una 
cepa de campo de C. pseudotuberculosis que se pudiera utilizar como posible 
fuente para la obtención de antígeno.

5.1.1 Aislamiento e identificación de Corynebacterium pseudotuberculosis
En una unidad de producción ovina ubicada en el Estado de Tlaxcala, se realizó el 
tratamiento de un caso de linfadenitis caseosa cutánea en un carnero que 
presentaba un absceso en un linfonodo submandibular. Por medio de una incisión, 
se eliminó el exudado caseoso siguiendo las recomendaciones higiénicas que 
menciona Smith, 19943. Utilizando un hisopo se tomó una muestra de material 
caseoso y una muestra de las paredes de la cápsula del absceso posterior al 
drenado quirúrgico y previo al procedimiento antiséptico1, 3. Las muestras se 
enviaron al Laboratorio de Diagnóstico del CENID-Microbiología Animal, INIFAP en 
tubos con medio de transporte para su procesamiento. 

Las muestras se sembraron en medio agar sangre con 5% de sangre de ovino y 
se dejaron incubar por 48 horas a 37 °C. Se seleccionaron las colonias con la 
morfología característica de C. pseudotuberculosis para el aislamiento14. Una vez 
que se obtuvo un cultivo uniforme de estas colonias, se realizó la tinción de Gram 
y de Ziehl-Neelsen30 para la observación microscópica junto con las siguientes 
pruebas bioquímicas para confirmar la identidad de C. pseudotuberculosis: 
Fermentación de glucosa y  maltosa; hidrólisis de urea, reducción de nitratos y 
catalasa12, 13, 18.

Una vez caracterizada, la cepa aislada se identificó como “Robus” (misma 
identificación del carnero infectado) y se almacenó en un criovial con medio de 
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cultivo para crioconservación (30% BHI, 30% suero de ternera, 30% glicerol), el 
cual se conserva sumergido en nitrógeno líquido en el Laboratorio de Diagnóstico.

Adicionalmente se ut i l izó la cepa de referencia Corynebacterium 
pseudotuberculosis biovar equi No. 43924 de la “American Type Culture 
Collection” (ATCC), Atlanta, Estados Unidos; gentilmente donada por el laboratorio 
de Microbiología de la FES-Cuautitlán, UNAM. La cepa se cultivó en medio agar 
sangre para su posterior crioconservación. La metodología de congelación, fue la 
misma que se utilizó para la cepa Robus.

Ambas cepas se utilizaron para probar 3 metodologías de obtención de antígeno. 
Los métodos consisten en la obtención de un sobrenadante crudo del cultivo en 
medio líquido de C. pseudotuberculosis rico en PLD, una extracción proteica de 
pared celular por desnaturalización química más calor y una extracción proteica 
realizada únicamente con calor 17, 18.

5.1.2 Obtención de sobrenadante rico en fosfolipasa D (PLDS)
De manera inicial se cultivaron ambas cepas de C. pseudotuberculosis en medio 
agar sangre a 37 ºC bajo atmósfera de oxígeno por 48 horas con la finalidad de 
utilizar células frescas. 

Las colonias obtenidas de ambas cepas se transfirieron a 50ml de medio PPLO 
(Pleuropneumoniae like organisms) y  se incubaron a 37 ºC  en agitación bajo 
atmósfera de oxígeno por 48 horas. Se determinó la cantidad de unidades 
formadoras de colonias (CFU) por mililitro y se transfirieron 1 x 106 colonias a 400  
ml de medio PPLO. Se dejó incubar a 37 ºC en agitación bajo atmósfera de 
oxígeno por 72 horas 16, 17, 18, 56.

Se determinó la cantidad de CFU/ml del cultivo obtenido, el cual se centrifugó a 
4000 x g durante 15 minutos. Se colectó el sobrenadante que fue almacenado en 
congelación a -20ºC18.
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Para determinar la presencia de alguna proteína soluble en el medio capaz de 
distinguir entre sueros positivos y negativos a infección por C. pseudotuberculosis 
se corrió la prueba de Western Blot utilizando un suero control positivo identificado 
como 101 EA (Obtenido de una oveja con absceso y  aislamiento positivo a C. 
pseudotuberculosis procedente de la UPO “Chalma”) y un suero control negativo 
identificado como “110’s son” (Obtenido de un cordero de 2 meses de edad 
procedente de la UPO “El terrero”, sin antecedentes de CLA) junto con un 
marcador de peso molecular52, 56. La concentración de proteínas se determinó por 
medio de la técnica de Bradford55, 57.

Para comprobar que la proteína obtenida en el sobrenadante crudo se trataba de 
la PLD,  primero se calculó el peso molecular de las proteínas obtenidas por medio 
del Western Blot. Posteriormente se corrió una prueba de CAMP modificada 
utilizando solamente el sobrenadante crudo esterilizado por filtración con un filtro 
con poro de 22μm de diámetro. El procedimiento de esta prueba consistió en 
realizar el cultivo de la bacteria Staphylococcus aureus en presencia del 
sobrenadante para comprobar la inhibición de hemólisis. De manera comparativa 
se colocó una cepa de campo de C. pseudotuberculosis (control positivo), un 
cultivo de exudado purulento negativo a C. pseudotuberculosis (control negativo), 
y la cepa 43924 (control positivo) como referencia para comprobar si existió o no 
inhibición de la hemólisis12, 13, 22.

5.1.3 Obtención de extracto proteico de pared celular por desnaturalización 
química más calor (DCPE)
De manera inicial se cultivaron ambas cepas de C. pseudotuberculosis en medio 
agar sangre a 37 ºC bajo atmósfera de oxígeno por 48 horas con la finalidad de 
utilizar células frescas.

Las colonias obtenidas de ambas cepas se transfirieron a 20 cajas de Petri con el 
medio agar PPLO utilizando la técnica de estría cerrada cubriendo la caja en su 
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totalidad para obtener la mayor cantidad de células posibles. Las cajas se 
incubaron a 37 ºC bajo atmósfera de oxígeno por 48 horas. 

Las colonias obtenidas se cosecharon en su totalidad y se resuspendieron en 5 ml 
de PBS (solución salina amortiguadora de fosfatos; 150 mM NaCl, 1.5 mM 
KH2PO4, 9 mM Na2HPO4 × 12H2O, 2.5 mM KCl, pH 7.2). La solución se centrifugó 
a 13800 x g y se descartó el sobrenadante. El proceso se repitió 3 veces para 
realizar lavados17.

El sedimento obtenido después de los lavados se resupendió en 5ml de solución 
amortiguadora de preparación de antígeno (0.5 M Tris pH 6.8; 5.2% SDS; 8.7% 2-
mercaptoetanol) y  se hirvió a 100 ºC durante 5 minutos. La solución se centrifugó 
a 13800 x g y  el sobrenadante se utilizó como antígeno proteico de pared celular 
extraído por desnaturalización química más calor (DCPE), esta solución se 
almacenó en congelación a -20 ºC17.

Para determinar la presencia de alguna proteína capaz de distinguir entre sueros 
positivos y negativos a infección por C. pseudotuberculosis se corrió la prueba de 
Western Blot utilizando los mismos sueros control positivo y negativo que con el 
antígeno anterior junto con un marcador de peso molecular. La concentración de 
proteínas se determinó por medio de la técnica de Bradford55, 57.

5.1.4 Obtención de extracto proteico de pared celular por calor (BCPE)
De manera inicial se cultivaron ambas cepas de C. pseudotuberculosis en medio 
agar sangre a 37 ºC bajo atmósfera de oxígeno por 48 horas con la finalidad de 
utilizar células frescas.

Las colonias obtenidas de ambas cepas se transfirieron a 20 cajas de Petri con el 
medio agar PPLO utilizando la técnica de estría cerrada cubriendo la caja en su 
totalidad para obtener la mayor cantidad de células posibles. Las cajas se 
incubaron a 37 ºC bajo atmósfera de oxígeno por 48 horas54.
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Las colonias obtenidas se cosecharon en su totalidad y se resuspendieron en 
PBS. La solución se centrifugó a 13800 x g y se descartó el sobrenadante. El 
proceso se repitió 3 veces para realizar lavados. El sedimento final se resuspendió 
en PBS y se hirvió a 100 ºC  durante 5 minutos. La solución se centrifugó y el 
sobrenadante se utilizó como antígeno proteico de pared celular extraído por calor 
(BCPE), el cual se almacenó en congelación a -20 ºC54.

Para determinar la presencia de alguna proteína capaz de distinguir entre sueros 
positivos y negativos a infección por C. pseudotuberculosis se corrió la prueba de 
Western Blot utilizando los mismos sueros control positivo y negativo que en los 
antígenos anteriores junto con un marcador de peso molecular.

5.2 Obtención de sueros de ovinos sanos, 

sospechosos y clínicamente enfermos
Se tomaron 210 muestras de sangre sin anticoagulante para la obtención de suero 
por medio de punción de la vena yugular en 6 unidades de producción ovina 
(UPO) de acuerdo a los antecedentes de linfadenitis caseosa como lo muestra el 
Cuadro 3. Las muestras se centrifugaron a 3000 x g por 5 minutos, los sueros se 
alicuotaron y se almacenaron en congelación a -20 ºC.

El primer criterio para la selección de las UPO en donde se realizó el muestreo 
consistió en seleccionar unidades con incidencia elevada de linfadenitis caseosa 
para obtener sueros de animales que cursaran con la enfermedad, animales que 
la hayan cursado anteriormente y animales sanos en contacto con animales 
enfermos. Los primeros dos grupos fueron considerados como sueros control 
positivo, mientras que el tercer grupo fue considerado como grupo de sueros 
sospechosos. En total se muestrearon cuatro UPO con estas características 
(debido que las primeras dos unidades no cuentan con un nombre, la identificación 
se realizó de acuerdo a su ubicación), las cuales se identificaron como: Tlaxcala, 
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Huamantla, CDO y Quinta Mejor. En estas unidades se realizó el muestreo de 
todos los animales con antecedentes de linfadenitis caseosa más un 10% de la 
población total que nunca habían presentado signos clínicos de la enfermedad 
pero que estuvieron en contacto con animales enfermos.

El segundo criterio para la selección fue el de una UPO sin antecedentes clínicos 
de la enfermedad. Se encontró una unidad con estas características en el Estado 
de Hidalgo, identificada como “”El Terrero””, de la cual se realizó el muestreo del 
50% de la población total.

En la UPO identificada como Chalma se realizó el muestreo del total de la 
población con el objetivo de aplicar las pruebas serológicas desarrolladas para 
poder estimar la prevalencia.

Cuadro 3. Número de muestras tomadas por unidad de producción ovina.Cuadro 3. Número de muestras tomadas por unidad de producción ovina.Cuadro 3. Número de muestras tomadas por unidad de producción ovina.Cuadro 3. Número de muestras tomadas por unidad de producción ovina.Cuadro 3. Número de muestras tomadas por unidad de producción ovina.Cuadro 3. Número de muestras tomadas por unidad de producción ovina.Cuadro 3. Número de muestras tomadas por unidad de producción ovina.Cuadro 3. Número de muestras tomadas por unidad de producción ovina.

UPO Antecedentes Número de muestrasNúmero de muestrasNúmero de muestrasNúmero de muestrasNúmero de muestras ObservacionesUPO Antecedentes

ED EA S L Total

Observaciones

Tlaxcala Incidencia elevada de CLA 7 4 37 0 48

Huamantla Incidencia elevada de CLA 0 4 9 0 13

CDO Incidencia elevada de CLA 2 3 3 0 8

Quinta 
Mejor

Incidencia moderada de 
CLA

11 0 8 0 19

“El Terrero” Sin antecedentes de CLA 0 0 0 17 17 Fuente de sueros 
control negativos

Chalma Baja incidencia de CLA 6 1 98 0 105 Aplicación de las 
pruebas en un 
programa de control.

TotalTotal 26 12 155 17 210

UPO=Unidades de producción ovina, ED=Enfermo debridado (natural o tratamiento), 
EA=Enfermo con absceso, S=Sano en contacto con enfermos, L=Libre sin antecedentes.
UPO=Unidades de producción ovina, ED=Enfermo debridado (natural o tratamiento), 
EA=Enfermo con absceso, S=Sano en contacto con enfermos, L=Libre sin antecedentes.
UPO=Unidades de producción ovina, ED=Enfermo debridado (natural o tratamiento), 
EA=Enfermo con absceso, S=Sano en contacto con enfermos, L=Libre sin antecedentes.
UPO=Unidades de producción ovina, ED=Enfermo debridado (natural o tratamiento), 
EA=Enfermo con absceso, S=Sano en contacto con enfermos, L=Libre sin antecedentes.
UPO=Unidades de producción ovina, ED=Enfermo debridado (natural o tratamiento), 
EA=Enfermo con absceso, S=Sano en contacto con enfermos, L=Libre sin antecedentes.
UPO=Unidades de producción ovina, ED=Enfermo debridado (natural o tratamiento), 
EA=Enfermo con absceso, S=Sano en contacto con enfermos, L=Libre sin antecedentes.
UPO=Unidades de producción ovina, ED=Enfermo debridado (natural o tratamiento), 
EA=Enfermo con absceso, S=Sano en contacto con enfermos, L=Libre sin antecedentes.
UPO=Unidades de producción ovina, ED=Enfermo debridado (natural o tratamiento), 
EA=Enfermo con absceso, S=Sano en contacto con enfermos, L=Libre sin antecedentes.
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5 .3 D iseño de l as p ruebas de EL ISA e 

Inmunodifusión en gel
El objetivo de esta etapa del trabajo fue la estandarización de las pruebas que se 
evaluaron para determinar la cantidad de antígeno y suero necesarias para 
obtener una adecuada sensibilidad y especificidad. El resultado de las pruebas de 
Western blot que se corrieron para los 3 antígenos se utilizó como criterio para 
decidir el antígeno ideal para cada prueba.

El antígeno PLDS se utilizó para estandarizar la prueba de ELISA debido a que en 
el resultado de Western Blot se identificó solo la presencia de 2 proteínas 
incluyendo una proteína compatible con PLD. El resultado del Western Blot con el 
antígeno DCPE demostró la presencia de 10 proteínas reconocidas por un suero 
control positivo. Al correrse la prueba de Western Blot con el antígeno BCPE no se 
reconoció ninguna proteína con el suero control positivo, por lo que no se utilizó 
para ninguna de las 2 pruebas.

Con el fin de obtener una prueba de ELISA más específica se utilizó como 
antígeno el PLDS que solo contiene 2 proteínas a diferencia del DCPE que al 
contener 10 proteínas otorga menor especificidad y mayor sensibilidad. Por otra 
parte el antígeno DCPE se utilizó para su evaluación en la prueba de IDGA.

5.3.1 Diseño de la prueba de ELISA
Para determinar la concentración de antígeno y suero necesaria para desarrollar la 
prueba se utilizó el método de estandarización conocido como “Chessboard 
titrations” (CBT) o método del tablero de ajedrez 44, 58.

Se sensibilizó una microplaca de poliestireno (96F without LID SH microwell plate 
Nunc BATCH 049004) con el antígeno PLDS colocando la solución concentrada 
(1.12mg/mL) en la fila A  y realizando diluciones dobles por filas utilizando buffer de 
carbonatos (5.3% Na2CO3, pH 9.6) como diluyente.
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Posteriormente se corrió la prueba de ELISA utilizando un suero control positivo y 
un suero control negativo a distintas diluciones, utilizando buffer de carbonatos 
como diluyente, comenzando por la dilución 1:10 y  continuando con diluciones 
dobles distribuidas por columnas en la microplaca (Figura 13) 44, 58.

Como antiglobulina se utilizó la antiglobulina G ovina (Peroxidase-conjugated 
AffiniPure Rabbit AntiSheep IgG (H+L) code: 313-035-003) a una dilución de 
1:2000 y como sustrato se utilizó Orto-Fenilenediamina (OPD) (Sigmafast OPD 
cat. No. P9187-50SET).

Figura 13. Diseño de la estandarización de la prueba de ELISA.

La lectura se realizó con un filtro de 450 nm y se obtuvo la dilución adecuada del 
suero y el antígeno de acuerdo al criterio del método CBT en el que se busca 
obtener una lectura de densidad óptica alta a partir de que se empieza a ver un 
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efecto de dilución sin considerar lecturas muy elevadas. De igual manera se desea 
utilizar la mayor cantidad de antígeno con la menor concentración de suero 44.

Una vez encontradas ambas diluciones, se sensibilizaron 3 microplacas con la 
dilución del antígeno obtenida y se corrió la prueba de ELISA utilizando todos los 
sueros de los muestreos realizados (Cuadro 3) diluyéndolos de acuerdo a los 
resultados de la estandarización. 

Se calcularon 2 puntos de corte. El primer punto de corte se determinó calculando 
la media aritmética del resultado expresado en porcentaje de los sueros control 
positivo menos una desviación estándar. El segundo punto de corte se determinó 
calculando la media aritmética del resultado de los sueros control negativos más 
una desviación estándar. La metodología para determinar los puntos de corte y 
como se utilizan para determinar sueros con resultado positivo y negativo se 
explicarán más adelante en las secciones de resultados y discusión 44, 58.

5.3.2 Diseño de la prueba de IDGA
Para realizar la estandarización de esta prueba, en una caja de Petri se preparó 
un gel de agarosa (10% NaCl, 0.9% agarosa, 0.1% azida de sodio, 5% buffer de 
boratos) que se perforó formando 7 rosetas con 6 pozos cada una. En el pozo 
central de cada roseta se colocaron 30 μl del antígeno DCPE a distinta 
concentración como se muestra en el Cuadro 4 y en la Figura 1454.

Se buscó una dilución del antígeno en la que se observara claramente una 
precipitación de complejos antígeno-anticuerpo entre el pozo que contiene el 
antígeno y el pozo con el suero control positivo.

Después de obtenerse la concentración adecuada, el antígeno se utilizó diluido 
para correr la prueba de IDGA utilizando todos los sueros obtenidos de los 
muestreos realizados.
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Figura 14. Distribución de las rosetas.

Cuadro 4. Distribución de antígeno y sueros.Cuadro 4. Distribución de antígeno y sueros.

No. Roseta Dilución del antígeno

1 1:1

2 1:2

3 1:4

4 1:8

5 1:16

6 1:32

7 1:64

5.3.3 Análisis estadístico
Para las pruebas estadísticas de validación y eficacia se utilizaron los sueros con 
antecedentes clínicos de la enfermedad, ya sea EA o ED de cualquier UPO, como 
controles positivo y los sueros de la UPO “El Terrero” como controles negativos. 
Para determinar los parámetros de la prueba de ELISA, no se contemplaron los 
sueros clasificados como sospechosos. En el Cuadro 5 se muestra el criterio 
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utilizado para clasificar un suero como verdadero positivo (VP), verdadero 
negativo (VN), falso positivo(FP) o falso negativo(FN)18.

Cuadro 5. Criterio para clasificación de resultados.Cuadro 5. Criterio para clasificación de resultados.Cuadro 5. Criterio para clasificación de resultados.Cuadro 5. Criterio para clasificación de resultados.

Diagnóstico clínicoDiagnóstico clínico

Positivo Negativo

Resultado 
de la prueba 

evaluada

Positivo VP FPResultado 
de la prueba 

evaluada Negativo FN VN

La validez de las pruebas se determinó por la prueba de índice de concordancia 
kappa (κ) para determinar el grado de acuerdo entre los resultados de la prueba 
serológica evaluada y los antecedentes clínicos del animal17, 59.

Se calculó la sensibilidad y especificidad de la prueba así como el porcentaje de 
eficacia que corresponde  al porcentaje de individuos correctamente clasificados 
como positivos o negativos44.

5.4 Aplicación de las pruebas serológicas para 

emitir un diagnóstico final
5.4.1 Evaluación serológica de animales con estatus sanitario indeterminado 
para linfadenitis caseosa
Con los resultados de eficacia se eligió la mejor prueba serológica y se utilizó para 
diagnosticar a los animales clínicamente sanos de las 6 UPO que clínicamente se 
habían clasificado como sospechosos. Los resultados se utilizaron para estimar el 
porcentaje de animales seropositivos no diagnosticados clínicamente por UPO.

Por último, los sueros se clasificaron par el diagnóstico final de acuerdo al criterio 
mostrado en el Cuadro 618. 
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Cuadro 6. Interpretación de los resultados para el 
diagnóstico de linfadenitis caseosa.

Cuadro 6. Interpretación de los resultados para el 
diagnóstico de linfadenitis caseosa.

Cuadro 6. Interpretación de los resultados para el 
diagnóstico de linfadenitis caseosa.

Diagnóstico clínico Serología Diagnóstico final

+ + Positivo

+ - Positivo

+ Sospechoso Positivo

- + Sospechoso

- - Negativo

- Sospechoso Negativo

Sospechoso + Positivo

Sospechoso - Negativo

Sospechoso Sospechoso Sospechoso

5.4.2 Aplicación del diagnóstico serológico para la estimación de la 
prevalencia en una unidad de producción ovina (UPO)
En la UPO identificada como Chalma, se realizó el muestreo del total de la 
población ovina con el fin de obtener una estimación de la prevalencia de 
linfadenitis caseosa como parte de un programa de control establecido por el 
médico veterinario responsable.

Los resultados para obtener el diagnóstico final fueron interpretados como se 
muestra en el Cuadro 6. La prevalencia se estimó calculando el porcentaje de 
animales con diagnóstico final positivo que se encuentran en la UPO44.
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6 Resultados
6.1 Obtención de los antígenos
6.1.1 Aislamiento e identificación de la cepa de campo “Robus” de C. 
pseudotuberculosis
Como resultado del cultivo en agar sangre a partir del absceso, se obtuvieron 
colonias cirulares de aproximadamente 2 mm de diámetro, blancas, secas, opacas 
con una pequeña zona de β-hemólisis a las 24 horas de crecimiento que aumentó 
a las 48 horas. Al momento de tomar las colonias obtenidas con el asa 
bacteriológica, estas se deslizaban por el agar.

Microscópicamente se observaron bacterias gram positivas, sin una morfología 
uniforme ya que en algunos campos del frotis se observaron como cocos y en 
otros campos como bastones agrupados en empalizada. Con la tinción de Ziehl-
Neelsen no se observaron bacterias ácido alcohol resistentes.

Los resultados de la identificación por pruebas bioquímicas se resumen en el 
siguiente Cuadro:

Cuadro 7. Resultados de la 
identificación bioquímica.

Cuadro 7. Resultados de la 
identificación bioquímica.

Prueba Resultado

Fermentación de glucosa +

Fermentación de maltosa +

Hidrólisis de urea +

Reducción de nitratos +

Catalasa +

Motilidad -
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6.1.2 Características del sobrenadante rico en fosfolipasa D (PLDS)
Se obtuvo un cultivo de 400 ml por cada cepa. El cultivo de la cepa 43924 tenía 
una concentración de 1.84 x 109 CFU/ml mientras que el cultivo de la cepa Robus 
se encontraba compuesto por 7 x 109 CFU/ml.

Como resultado del Western Blot, en el sobrenadante obtenido del cultivo de la 
cepa 43924 se detectó la presencia de 2 proteínas utilizando el suero control 
positivo, mientras que al utilizar el suero control negativo no se encontró ninguna. 
Una de ellas posee un peso molecular de 93.5 kDa mientras que la otra proteína 
pesa 31.1 kDa. 

En el sobrenadante del cultivo de la cepa Robus solo se encontró la proteína de 
93.5 kDa. Debido a que la PLD tiene un peso molecular de 31 kDa, se decidió 
utilizar solo el sobrenadante de la cepa 43924 como PLDS. La concentración 
proteica calculada por el método de Bradford fue de 1.12mg/mL.

El resultado de la prueba de CAMP modificada para comprobar la capacidad del 
antígeno para inhibir la hemólisis de Staphylococcus aureus por si mismo sin la 
presencia de la bacteria fue positivo (Figura 15).
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Figura 15. Prueba de CAMP modificada
(1) Cepa de campo de C. pseudotuberculosis (Control +), (2) Aislamiento de exudado 

purulento negativo a C. pseudotuberculosis (Control -), (3) Cepa 43924 (Control +), (4) PLDS

6.1.3 Características del antígeno extracto proteico de pared celular por 
desnaturalización química más calor (DCPE)
El resultado del Western Blot demostró la presencia de 10 proteínas reconocidas 
por un suero control positivo, sin ser reconocidas por el suero control negativo. El 
peso molecular de las proteínas se muestra en el Cuadro 8. Estas proteínas solo 
se encontraron en el extracto obtenido de la cepa Robus, en el caso del extracto 
de la cepa 43924 solo se encontró una proteína de 93.5 kDa.

Se obtuvieron 5 ml de la solución DCPE con una concentración proteica de 16.36 
mg/ml calculada por el método de Bradford.
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Cuadro 8. Composición proteica de DCPECuadro 8. Composición proteica de DCPE

No. de proteína Peso molecular (kDa)

1 126.98

2 93.50

3 77.81

4 68.84

5 60.91

6 50.69

7 42.19

8 31.06

9 16.84

10 11.66

6.1.4 Características del antígeno extracto proteico de pared celular por calor 
(BCPE)
No se obtuvieron proteínas reconocidas en el Western Blot con ninguno de los 
sueros control, por lo tanto la solución no se utilizó como antígeno.
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Control positivo Control Negativo

Figura 16. Western Blot de los antígenos evaluados.
(1) Marcador de peso molecular, (2) PLDS ATCC, (3) PLDS Robus, (4) DCPE Robus, (5) DCPE 

ATCC, (6) BCPE ATCC, (7) BCPE Robus

Figura 16. Western Blot de los antígenos evaluados.
(1) Marcador de peso molecular, (2) PLDS ATCC, (3) PLDS Robus, (4) DCPE Robus, (5) DCPE 

ATCC, (6) BCPE ATCC, (7) BCPE Robus

6.2 Diseño de las pruebas
6.2.1 Prueba de ELISA
En el Cuadro 9 y  en la Gráfica 1 se muestran los resultados de la lectura de la 
densidad óptica para la estandarización de la prueba restando el control negativo 
del control positivo en cada dilución para evidenciar la diferencia detectada por la 
prueba. Los valores elegidos fueron la utilización del antígeno concentrado 
(0.11μg/pozo) y la dilución del suero 1:80.

Cuadro 9. Diferencia entre control negativo y positivo por dilución
Diluciones 

del antígeno
Diluciones 

del antígeno

Cuadro 9. Diferencia entre control negativo y positivo por diluciónCuadro 9. Diferencia entre control negativo y positivo por diluciónCuadro 9. Diferencia entre control negativo y positivo por diluciónCuadro 9. Diferencia entre control negativo y positivo por diluciónCuadro 9. Diferencia entre control negativo y positivo por diluciónCuadro 9. Diferencia entre control negativo y positivo por dilución
Diluciones de los suerosDiluciones de los suerosDiluciones de los suerosDiluciones de los suerosDiluciones de los suerosDiluciones de los sueros

1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320
1:1
1:2
1:4
1:8
1:16
1:32
1:64
Blanco

0.718 0.946 0.777 0.7 0.687 0.489
0.736 0.775 0.708 0.778 0.535 0.555
0.82 0.754 0.806 0.75 0.574 0.494

0.635 0.741 0.156 0.565 0.434 0.189
0.54 0.74 0.677 0.588 0.362 0.439

0.624 0.644 0.584 0.541 0.427 0.318
0.631 0.528 0.402 0.377 0.331 -0.064
-0.06 -0.034 -0.012 0.015 -0.002 0.028

55



Para realizar el análisis de resultados, los datos de densidad óptica obtenidos del 
lector de ELISA con un filtro de 450 nm, se expresaron en porcentaje por medio de 
la siguiente fórmula:

Resultado = DO muestra - DO lectura menor
DO lectura mayor- DO lectura menor

Por medio de esta fórmula es posible estudiar con los resultados como proporción, 
de modo que todos los datos se puedan analizar en una tabla de frecuencias y el 
resultado final se pueda aplicar para cualquier caso. 

Se determinaron 2 puntos de corte para clasificar los sueros como negativos, 
sospechosos y positivos. El primer punto de corte fue de 19.921%, éste se 
determinó a partir del promedio del resultado de los sueros control positivo menos 
una desviación estándar. El segundo punto de corte fue de 30.237%, éste se 
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Gráfica 1. Titulación de antígeno y suero
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obtuvo calculando el promedio del resultado de los sueros control negativos más 
una desviación estándar. En el Cuadro 10 se muestran el promedio de los sueros 
control negativo y desviación estándar que se utilizaron para el cálculo del punto 
de corte.

Cuadro 10. Cálculo del punto de corteCuadro 10. Cálculo del punto de corteCuadro 10. Cálculo del punto de corteCuadro 10. Cálculo del punto de corteCuadro 10. Cálculo del punto de corte

Diagnóstico 
clínico

Número de 
muestras

Promedio densidad 
óptica

Promedio (%) Desviación 
estándar

Positivos 38 0.2975 39.4828 19.5617

Negativos 17 0.1520 20.0362 10.2006

 

El índice de concordancia fue de κ=0.57 que se interpreta como concordancia 
moderada. De un total de 42 sueros utilizados para estandarizar la prueba, se 
obtuvieron 24 verdaderos positivos, 10 verdaderos negativos y 8 resultados 
incorrectos (Cuadro 11). La sensibilidad de la prueba fue de 85.71% y la 
especificidad fue de 71.43%. La eficacia de la prueba calculada fue de 81%. 

Cuadro 11. Concordancia de resultados para prueba de ELISACuadro 11. Concordancia de resultados para prueba de ELISACuadro 11. Concordancia de resultados para prueba de ELISACuadro 11. Concordancia de resultados para prueba de ELISACuadro 11. Concordancia de resultados para prueba de ELISACuadro 11. Concordancia de resultados para prueba de ELISACuadro 11. Concordancia de resultados para prueba de ELISA
Diagnóstico clínicoDiagnóstico clínicoDiagnóstico clínicoDiagnóstico clínico

PositivosPositivos NegativosNegativos
n % n % Total (n) Total (%)

ELISA + 24 85.714 4 28.571 28 66.67
ELISA - 4 14.286 10 71.429 14 33.33

Total 28 100 14 100 42 100.00

6.2.2 Prueba de IDGA
El antígeno DCPE fue capaz de distinguir entre el suero control positivo y  control 
negativo utilizados para esta etapa. Al realizarse las diluciones dobles del antígeno 
se observó una precipitación de complejos antígeno-anticuerpo hasta la dilución 
1:16 que corresponde a una concentración de 1.02 μg/μl; por lo tanto al agregarse 
30 μl de la solución DCPE en el pozo central de cada roseta, la cantidad total de 
proteínas utilizada es de 30.67 μg.
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Cuadro 12. Estandarización de IDGACuadro 12. Estandarización de IDGACuadro 12. Estandarización de IDGA

No. de Roseta Dilución del antígeno Resultado

1 1:1 +

2 1:2 +

3 1:4 +

4 1:8 +

5 1:16 +

6 1:32 -

7 1:64 -

El índice de concordancia fue de κ=0.19 que se interpreta como concordancia 
insignificante. De un total de 55 sueros utilizados para estandarizar la prueba, se 
obtuvieron 20 verdaderos positivos, 12 verdaderos negativos y 23 resultados 
incorrectos (Cuadro 13). La sensibilidad de la prueba fue de 52.63% y la 
especificidad fue de 70.59%. La eficacia de la prueba calculada fue de 58.82%. 

Cuadro 13. Concordancia de resultados para prueba de IDGACuadro 13. Concordancia de resultados para prueba de IDGACuadro 13. Concordancia de resultados para prueba de IDGACuadro 13. Concordancia de resultados para prueba de IDGACuadro 13. Concordancia de resultados para prueba de IDGACuadro 13. Concordancia de resultados para prueba de IDGACuadro 13. Concordancia de resultados para prueba de IDGA
Diagnóstico clínicoDiagnóstico clínicoDiagnóstico clínicoDiagnóstico clínico

PositivosPositivos NegativosNegativos
n % n % Total (n) Total (%)

IDGA + 20 52.632 5 29.412 25 45.45
IDGA - 18 47.368 12 70.588 30 54.55
Total 38 100 17 100 55 100.00
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6.3 Aplicación de las pruebas serológicas para 

emitir un diagnóstico final
6.3.1 Evaluación serológica de animales con estatus sanitario indeterminado 
para linfadenitis caseosa
Debido a que la prueba de ELISA obtuvo mejores resultados de eficacia, 
sensibilidad, especificidad y concordancia con el diagnóstico clínico, fue la prueba 
elegida para realizar el diagnóstico serológico de los animales sin signos clínicos 
de la enfermedad. 

En el Cuadro 14 se muestran los resultados de la prueba serológica a animales 
clínicamente sanos, se calculó el porcentaje de animales positivos sin signos 
clínicos de la enfermedad, el cual se muestra en la columna 7.

Cuadro 14. Diagnóstico serológico de animales clínicamente sanos.Cuadro 14. Diagnóstico serológico de animales clínicamente sanos.Cuadro 14. Diagnóstico serológico de animales clínicamente sanos.Cuadro 14. Diagnóstico serológico de animales clínicamente sanos.Cuadro 14. Diagnóstico serológico de animales clínicamente sanos.Cuadro 14. Diagnóstico serológico de animales clínicamente sanos.Cuadro 14. Diagnóstico serológico de animales clínicamente sanos.

UPO Muestras 
totales

Clínicamente 
sanos

+ - Sospechosos Proporción

CDO 8 3 1 1 1 33.33%

Chalma 105 98 20 65 13 20.41%

“El Terrero” 17 17 4 10 3 23.53%

Huamantla 13 9 3 3 3 33.33%

Quinta Mejor 19 8 1 3 4 12.50%

Tlaxcala 48 37 22 11 4 59.46%

Total 210 172 51 93 28 29.65%

En el Cuadro 15 se muestra un resumen de los resultados obtenidos como 
diagnóstico final considerando resultado de diagnóstico clínico más diagnóstico 
serológico. Los resultados del diagnóstico final se clasificaron en 20 categorías de 
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acuerdo a la lectura de ELISA expresada en porcentaje para determinar las 
lecturas más frecuentes en cada resultado (Gráfica 2).

Cuadro 15. Diagnóstico finalCuadro 15. Diagnóstico finalCuadro 15. Diagnóstico finalCuadro 15. Diagnóstico finalCuadro 15. Diagnóstico finalCuadro 15. Diagnóstico final

UPO Muestras 
totales

Positivos Negativos Sospechosos Proporción 
animales 
positivos

CDO 8 6 1 1 75%

Chalma 105 27 65 13 25.71%

“El Terrero” 17 0 10 7 0%

Huamantla 13 7 3 3 53.85%

Quinta 
Mejor

19 12 3 4 63.16%

Tlaxcala 48 33 11 4 68.75%

Total 210 85 93 32 40.48%
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6.3.2 Estimación de la prevalencia en una UPO
En base a la proporción de animales con diagnóstico final positivo se estimó la 
prevalencia en la UPO identificada como Chalma en un 25.71%.

6.3.3 Resultados generales del trabajo
Se elaboró un Cuadro general de resultados (Cuadro 16 en Anexo I) en el que 
muestran todos los sueros obtenidos con el resultado de la prueba de ELISA 
expresada como densidad óptica, porcentaje, su interpretación, los antecedentes 
de linfadenitis caseosa del animal y el diagnóstico final por individuo.
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7 Discusión
Las características físicas de las colonias aisladas de la cepa Robus corresponden 
a las que mencionan Quinn, 199414, Moore, 201021 y Dorella, 200613. En cuanto a 
las características hemolíticas de C. pseudotuberculosis, Baird, 200722 menciona 
la aparición de una zona angosta de hemólisis después de 48 o 72 horas, en el 
caso de la cepa Robus, la hemólisis apareció a las 48 horas y se extendió a las 72 
horas. Microscópicamente se observa como un bastón pleomórfico, por lo tanto 
aunque suelen observarse con forma de bastón, pueden adquirir una forma 
cocoide14, 13, 22. En un estudio de caracterización bacteriológica, Chirino-Zárraga, 
2006 reporta cepas con forma coco-bacilar e incluso cepas con forma de coco 
totalmente, en el caso de la cepa Robus se encontraron cocos en un 80% de la 
preparación teñida con Gram y un 20% de cocobacilos, las células se encontraban 
agrupadas en el patrón de letras chinas14, 22.

Los resultados de las pruebas bioquímicas se compararon con las características 
que mencionan Quinn, 199414 y Dorella, 200613, de las cuales todas corresponden 
a las características de C. pseudotuberculosis con una diferencia en la reducción 
de nitratos ya que la cepa Robus resultó nitratos positivo, en la literatura se 
menciona que las cepas de ovinos y caprinos son nitratos negativo mientras que 
las cepas de equinos son nitratos positivo. Ivanović, 2009 sin embargo ha 
reportado la adaptación de cepas nitratos positivo en ovinos y caprinos12.

C. pseudotuberculosis se caracteriza por poseer ácidos micólicos en su pared 
celular, esta característica se hace evidente en 2 características físicas de las 
colonias, una de ellas es la facilidad para resbalarse en la superficie del agar en 
que se cultivó22, la otra característica es su tendencia a formar grumos cuando se 
siembra en medios líquidos ya que las colonias se adhieren entre sí13, 22. Se 
realizó la tinción de Ziehl-Neelsen debido a que los ácidos micólicos de los otros 
géneros bacterianos del grupo CMNR otorgan propiedades ácido alcohol 
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resistentes, mientras que Mycobacterium y Nocardia son ácido alcohol resistentes 
y Rhodococcus es débil ácido alcohol resistente, los ácidos micólicos de 
Corynebacterium poseen la cadena más corta del grupo y no otorgan esta 
propiedad, pero se debe hacer la diferenciación14, 21. Como resultado las colonias 
de la cepa Robus poseían las características físicas otorgadas por los ácidos 
micólicos, sin embargo no resultaron ácido alcohol resistentes.

El antígeno PLDS se encontraba constituido por una concentración de proteína de  
1.12 mg/ml que es baja comparada con la que obtuvo Chirino-Zárraga, 2009 de 
12.64 mg/ml utilizando también una cepa de referencia de ATCC, sin embargo 
para cubrir sus placas de poliestireno utilizó una dilución de 10 μg/ml por lo que la 
solución obtenida bajo condiciones modificadas a las utilizadas por Chirino-
Zárraga, 2009 es adecuada para utilizarse como antígeno. Por otra parte Menzies, 
1994 utilizó una concentración de 60 μg/ml de una PLD recombinante52, en los 
trabajos de Carminati, 2003 y Seyffert, 2010 que utilizaron un sobrenadante 
bacteriano no mencionan la concentración utilizada28, 48.

La presencia de PLD en el sobrenadante se confirmó por la determinación en el 
Western Blot de una proteína con peso molecular de 31.1 kDa16, 19, 60. Utilizando 
una muestra del PLDS esterilizado por filtración, se demostró la capacidad de la 
proteína para inhibir por si misma la β-hemólisis de Staphylococcus aureus12, 13, 22, 

60.

El antígeno DCPE se extrajo con una metodología similar a la utilizada por Kaba, 
2001, quien también analizó la solución por medio de Western Blot, sin embargo 
los resultados los comparó de manera cualitativa con sus resultados de ELISA, por 
lo tanto no se puede comparar si las 10 proteínas obtenidas de la cepa Robus son 
las mismas que obtuvo Kaba, 200117.

La prueba de ELISA fue estandarizada utilizando el antígeno a la mayor 
concentración y  diluyendo el suero 1:80 debido a que Crowther, 2001 recomienda 
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utilizar la mayor concentración de antígeno posible con la menor concentración de 
suero. Con las constantes elegidas se obtiene una diferencia entre suero control 
positivo y control negativo de 0.700 nm, la lectura del suero control negativo es 5 
veces mayor a la del suero control negativo44.

El punto de corte se determinó de acuerdo a las recomendaciones de Crowther, 
2001, mismas que fueron aplicadas en un trabajo de Espinoza, 2003. El método 
recomienda sumar 2 o 3 veces la desviación estándar de los sueros control 
negativo a su media aritmética o restar 2 o 3 veces la desviación estándar de los 
sueros control positivo a su media aritmética. Para este trabajo se utilizó solo 1 
vez la desviación estándar debido a que se obtuvieron los mejores valores de 
sensibilidad y especificidad además al usarse un intervalo entre 2 criterios se 
puede obtener un grupo de sueros sospechosos. Tener un grupo de resultados 
sospechosos disminuye la cantidad de resultados falsos positivos o negativos y 
por lo tanto aumenta tanto la especificidad como la sensibilidad de la prueba. Se 
recomienda que a los sueros con resultado serológico sospechoso se les vuelva a 
correr la prueba y que el médico responsable de un seguimiento tanto clínico 
como serológico en fechas posteriores a la primera prueba44, 58.

La estandarización de la prueba de IDGA solo requirió encontrar la mejor dilución 
del antígeno a la cual se observara la precipitación de los complejos antígeno-
anticuerpo54.

Aunque se determinó la sensibilidad y especificidad de cada prueba, el resultado 
no es el mejor indicador de que una prueba es mejor que otra, por lo que se utilizó 
el índice de concordancia κ para seleccionar la mejor prueba.

La interpretación del índice de concordancia de las pruebas comparadas con el 
diagnóstico clínico se interpreta de acuerdo al criterio de Daniel, 2002 quien 
menciona que el índice de concordancia κ permite comparar 2 resultados 
eliminando el factor de azar. Al obtener una concordancia tan baja en la prueba de 
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IDGA (0.19), no se puede confiar en la sensibilidad y especificidad obtenidas a 
diferencia de los resultados de la prueba de ELISA, en los cuales la concordancia 
con el diagnóstico clínico es moderada (0.57) pero mayor. Finalmente al comparar 
la eficacia general de ambas pruebas, la prueba de ELISA obtuvo un resultado de 
81%, mucho mayor al resultado de la prueba de IDGA que obtuvo solamente 
58%59.

El antígeno DCPE que fue utilizado para la prueba de IDGA, se obtuvo con una 
metodología muy similar a la utilizada por Kaba, 2001, sin embargo en su trabajo 
utilizó el antígeno para una prueba de ELISA obteniendo una sensibilidad del 85% 
y una especificidad del 96%. Kaba, 2001 justifica sus resultados con una prueba 
de concordancia comparada con los resultados del Western Blot, obteniendo un 
índice κ de 0.93. Por lo tanto aunque el antígeno produce una precipitación visible 
de antígeno anticuerpo, el resultado de eficacia de la prueba no es el mismo que 
obtuvo Kaba, 2001 con la prueba de ELISA17. Otro punto importante a discutir es 
el de la identificación adecuada de la cepa de campo Robus, ya que el perfil 
bioquímico realizado detecta las principales características de C. 
pseudotuberculosis pero para una identificación más exacta se recomienda utilizar 
un kit APY CORYNE complementado con pruebas de catalasa y CAMP tanto con 
Staphylococcus aureus como con Rhodococcus equi 13, 22 o identificación por PCR 
en base a la región hipervariable de gen rpoB38, 39, 40.

Para evaluar la eficacia de la prueba seleccionada (ELISA), en total se revisaron 3 
trabajos en los que se desarrolló una prueba de ELISA basada en un 
sobrenadante crudo con un procedimiento de obtención similar al utilizado para 
obtener PLDS en el presente trabajo. Chirino-Zárraga, 2009 obtuvo una 
sensibilidad de 72.73% y una especificidad de 67.74%, menores a las obtenidas 
en la prueba de ELISA desarrolladas por Carminati, 2003 y Seyffert, 2010 que 
obtuvieron una sensibilidad de 93.5% en ambos trabajos y una especificidad de 
93.5% y 98.5% respectivamente. Es difícil saber el papel que juega la 
concentración proteica utilizada en cada caso para influir sobre la eficacia de la 

66



prueba, sin embargo en los 3 trabajos se utilizó un sustrato diferente: Chirino-
Zárraga, 2009 utilizó ABTS, Carminati, 2003 utilizó TMB y Seyffert, 2010 utilizó 
OPD. Por lo tanto el sustrato podría afectar de manera significativa la eficacia de 
la prueba, sobre todo porque Seyffert, 2010 obtuvo una mejor sensibilidad que 
Carminati, 2003 utilizando la misma metodología cambiando únicamente el 
sustrato por OPD18,28, 48 .

Las condiciones para la obtención del antígeno en este trabajo fueron muy 
similares a las utilizadas por Chirino-Zárraga, 2009 con una modificación en la 
concentración de proteína, aquí se utilizó una solución de 1120 μg/ml en lugar de 
10 μg/ml. Además de la concentración del antígeno, también se sustituyó el tipo de 
sustrato por OPD, por lo tanto la sensibilidad y especificidad pudieron haber 
aumentado a causa del cambio de sustrato como ocurrió en el trabajo de Seyffert, 
2010 con respecto al de Carminati, 200318,28, 48 .

Otra diferencia entre el trabajo de Chirino-Zárraga, 2009 con respecto a los 
trabajos de Carminati, 2003 y Seyffert, 2010 es que estos 2 últimos autores no 
suplementaron el medio de cultivo con el detergente Tween 80. La suplementación 
con Tween 80 permite un mayor crecimiento de la bacteria y  una mayor 
producción de exotoxina14, sin embargo el detergente permanece soluble en el 
medio por lo que dificulta la unión del antígeno a la microplaca de poliestireno 
considerando que el Tween 20, un detergente similar al Tween 80, se utiliza para 
realizar lavados en la prueba de ELISA. En este trabajo no se suplementó con 
Tween 80, factor que pudo favorecer la eficacia con respecto a Chirino-Zárraga, 
200918,28, 48 .

Comparando los resultados de este trabajo con los de Carminati, 2003 y Seyffert, 
2010, es dificil determinar la razón por la que se obtuvo una eficacia más baja ya 
que en ninguno de los 2 trabajos se realizó un estudio profundo del antígeno 
utilizado, no mencionan la concentración de proteína utilizada ni la pureza del 
antígeno. En este trabajo se identificó la presencia de 2 proteínas solubles en el 
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sobrenadante, una de ellas identificada como PLD y  otra proteína con un peso de 
93.5 kDa que no fue identificada y que puede alterar la sensibilidad y 
especificidad, sin embargo no se comprobó 28, 48 . 

La prueba de ELISA desarrollada por Menzies, 1994 utilizando la PLD 
recombinante de Songer, 1990 obtuvo una sensibilidad de 86.3% y una 
especificidad de 82.1% que resultan más bajas que las obtenidas por Carminati, 
2003 y  Seyffert, 2010. El kit comercial ELITEST CLA que también se basa en una 
PLD recombinante mejoró la especificidad a 96.7% pero con una menor 
sensibilidad que fue de 84%; sin embargo sin alcanzar los valores obtenidos por 
Carminati, 2003 y por Seyffert, 2010. Este resultado revela que el sobrenadante 
crudo contiene otras proteinas específicas no reportadas por los autores que 
mejoran la eficacia de la prueba comparada con el uso de una PLD purificada51, 52, 

53.

Otra forma de mejorar la eficacia de la prueba es mediante el uso de un ELISA 
más específico y  sensible como un ELISA tipo sandwich. La prueba oficial utilizada 
en Holanda para el programa de erradicación en la decada de 1990 consistía en 
un ELISA tipo sandwich desarrollado a partir del uso de un suero hiperinmune 
obtenido a partir de la inoculación a animales de laboratorio de un sobrenadante 
crudo. Este estudio apoya la suposición de la presencia de otros antígenos 
solubles en el sobrenadante que mejoran la eficacia de la prueba49, 50.

Se corrió la prueba de ELISA para diagnosticar a los animales clínicamente sanos 
ya que García, 1986 menciona que en el 90% de los casos no se observan los 
signos clínicos2. En este caso, de un total de 172 animales clínicamente sanos, 51 
animales resultaron positivos, es decir, un 29.65%. Esta cifra podría aumentar con 
una prueba serológica con mayor eficacia como las citadas anteriormente ya que 
el 16% de estos animales clínicamente sanos resultaron sospechosos con la 
prueba de ELISA. No se determinaron las causas por las que estos animales 
resultaron positivos ya que no se confirmó enfermedad visceral o cutánea que no 
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se hubiera detectado. En México existe la ventaja de que los productores no 
utilizan vacuna contra linfadenitis caseosa, por lo tanto el diagnóstico serológico es 
más veraz47.

A nivel mundial Lloyd, 2000 menciona una prevalencia de 50 a 60%1, Çetinkaya, 
2002 menciona que en Norteamérica la prevalencia promedio es de 8%9, Ivanović, 
2009 reporta una prevalencia de 22%12. Seyffert, 2010 utilizó la prueba de ELISA 
anteriormente mencionada, para realizar un estudio de prevalencia en 108 
unidades de producción caprina en Brasil reportando una prevalencia de 78.9%28. 
En este trabajo no se puede evaluar la prevalencia de todas las UPO debido a que 
se seleccionaron a los animales de acuerdo a su diagnóstico clínico en la mayoría 
de ellas, sin embargo vale la pena mencionar el resultado de la UPO identificada 
como Chalma. En esta UPO se realizó el muestreo del total de la población, 
estimando una prevalencia de 25.71% con un 12.38% de animales con 
diagnóstico sospechoso. La prevalencia estimada para la UPO Chalma es muy 
similar a lo reportado por Ivanović, 2009, superior al promedio de Norteamérica e 
inferior a la prevalencia mundial mencionada por Lloyd, 20001.

En México no se han hecho reportes oficiales de prevalencia, sin embargo existe 
una publicación en la que se realizó el diagnóstico clínico en cabras lecheras de la 
comarca lagunera, estimando una prevalencia del 3.38% sin diagnóstico 
serológico11. En la UPO Chalma se reportó un 6% de animales clínicamente 
enfermos, cifra muy por debajo de la prevalencia estimada en base al diagnóstico 
final ya que 20.41% de los animales clínicamente sanos resultaron positivos. Por 
lo tanto se recomienda realizar un estudio serológico en trabajos futuros para 
determinar la prevalencia de la enfermedad en México.
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8 Conclusiones
Se aisló y caracterizó una cepa de campo de C. pseudotuberculosis que se utilizó 
como fuente de antígeno de proteínas de pared y membrana celular para utilizarse 
en la prueba de IDGA.

La prueba de ELISA utilizando el antígeno PLDS obtuvo una mejor eficacia que la 
prueba de IDGA utilizando el antígeno DCPE.

Los resultados del presente trabajo establecen las bases para el diagnóstico 
serológico de linfadenitis caseosa, el antígeno obtenido demostró ser altamente 
efectivo; sin embargo  se recomienda profundizar en la investigación para mejorar 
la especificidad de la prueba.
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Anexo I
Cuadro 16. Cuadro general de resultadosCuadro 16. Cuadro general de resultadosCuadro 16. Cuadro general de resultadosCuadro 16. Cuadro general de resultadosCuadro 16. Cuadro general de resultadosCuadro 16. Cuadro general de resultadosCuadro 16. Cuadro general de resultados

UPO Identificación Diagnóstico 
clínico

Densidad 
óptica 
(nm)

Resultado 
(%)

Interpretación 
ELISA

Diagnóstico 
final

CDO 1044 ED 0.173 22.85 Sospechoso Positivo
CDO 29 Sospechoso 0.241 31.93 Positivo Positivo
CDO 63 ED 0.348 46.23 Positivo Positivo
CDO 64 Sospechoso 0.219 28.99 Sospechoso Sospechoso
CDO 68 EA 0.202 26.72 Sospechoso Positivo
CDO 95 EA 0.329 43.69 Positivo Positivo
CDO 99 EA 0.131 17.23 Negativo Positivo
CDO lamb 480 Sospechoso 0.002 0.00 Negativo Negativo
Chalma 032 Sospechoso 0.546 72.68 Positivo Positivo
Chalma 1 Sospechoso 0.189 24.98 Sospechoso Sospechoso
Chalma 10 ED 0.187 24.72 Sospechoso Positivo
Chalma 10-66 Sospechoso 0.195 25.78 Sospechoso Sospechoso
Chalma 105 ED 0.229 30.33 Positivo Positivo
Chalma 106 Sospechoso 0.235 31.13 Positivo Positivo
Chalma 11 Sospechoso 0.119 15.63 Negativo Negativo
Chalma 11-101 Sospechoso 0.059 7.62 Negativo Negativo
Chalma 115 Sospechoso 0.345 45.82 Positivo Positivo
Chalma 12 Sospechoso 0.120 15.76 Negativo Negativo
Chalma 12102 Sospechoso 0.041 5.21 Negativo Negativo
Chalma 13 Sospechoso 0.142 18.70 Negativo Negativo
Chalma 13103 Sospechoso 0.047 6.01 Negativo Negativo
Chalma 14 Sospechoso 0.202 26.72 Sospechoso Sospechoso
Chalma 14-1 Sospechoso 0.082 10.69 Negativo Negativo
Chalma 14-104 Sospechoso 0.023 2.81 Negativo Negativo
Chalma 15 Sospechoso 0.194 25.65 Sospechoso Sospechoso
Chalma 16 Sospechoso 0.100 13.09 Negativo Negativo
Chalma 17 Sospechoso 0.175 23.11 Sospechoso Sospechoso
Chalma 18 Sospechoso 0.172 22.71 Sospechoso Sospechoso
Chalma 187195 Sospechoso 0.438 58.25 Positivo Positivo
Chalma 19 Sospechoso 0.141 18.57 Negativo Negativo
Chalma 2 Sospechoso 0.079 10.29 Negativo Negativo
Chalma 2-68 Sospechoso 0.021 2.54 Negativo Negativo
Chalma 20 Sospechoso 0.079 10.29 Negativo Negativo
Chalma 21 Sospechoso 0.178 23.51 Sospechoso Sospechoso
Chalma 22 Sospechoso 0.059 7.62 Negativo Negativo
Chalma 24 ED 0.332 44.09 Positivo Positivo
Chalma 25 Sospechoso 0.239 31.66 Positivo Positivo
Chalma 26 Sospechoso 0.513 68.27 Positivo Positivo
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Cuadro 16. Cuadro general de resultadosCuadro 16. Cuadro general de resultadosCuadro 16. Cuadro general de resultadosCuadro 16. Cuadro general de resultadosCuadro 16. Cuadro general de resultadosCuadro 16. Cuadro general de resultadosCuadro 16. Cuadro general de resultados
UPO Identificación Diagnóstico 

clínico
Densidad 

óptica 
(nm)

Resultado 
(%)

Interpretación 
ELISA

Diagnóstico 
final

Chalma 28 Sospechoso 0.299 39.68 Positivo Positivo
Chalma 29 Sospechoso 0.232 30.73 Positivo Positivo
Chalma 3 Sospechoso 0.144 18.97 Negativo Negativo
Chalma 3-69 Sospechoso 0.145 19.10 Negativo Negativo
Chalma 30 Sospechoso 0.665 88.58 Positivo Positivo
Chalma 34 Sospechoso 0.220 29.12 Sospechoso Sospechoso
Chalma 35 Sospechoso 0.090 11.76 Negativo Negativo
Chalma 36 Sospechoso 0.113 14.83 Negativo Negativo
Chalma 37 Sospechoso 0.102 13.36 Negativo Negativo
Chalma 4 Sospechoso 0.093 12.16 Negativo Negativo
Chalma 4-70 Sospechoso 0.059 7.62 Negativo Negativo
Chalma 4-75 Sospechoso 0.075 9.75 Negativo Negativo
Chalma 43 Sospechoso 0.124 16.30 Negativo Negativo
Chalma 44 Sospechoso 0.108 14.16 Negativo Negativo
Chalma 44-1 Sospechoso 0.051 6.55 Negativo Negativo
Chalma 45 Sospechoso 0.196 25.92 Sospechoso Sospechoso
Chalma 46 ED 0.253 33.53 Positivo Positivo
Chalma 47 Sospechoso 0.147 19.37 Negativo Negativo
Chalma 48 Sospechoso 0.089 11.62 Negativo Negativo
Chalma 49 Sospechoso 0.389 51.70 Positivo Positivo
Chalma 5 Sospechoso 0.066 8.55 Negativo Negativo
Chalma 5-71 Sospechoso 0.032 4.01 Negativo Negativo
Chalma 50 Sospechoso 0.366 48.63 Positivo Positivo
Chalma 51 Sospechoso 0.194 25.65 Sospechoso Sospechoso
Chalma 51-1 Sospechoso 0.169 22.31 Sospechoso Sospechoso
Chalma 52 Sospechoso 0.169 22.31 Sospechoso Sospechoso
Chalma 53 Sospechoso 0.010 1.07 Negativo Negativo
Chalma 53 Sospechoso 0.074 9.62 Negativo Negativo
Chalma 54 Sospechoso 0.062 8.02 Negativo Negativo
Chalma 54-2 Sospechoso 0.257 34.07 Positivo Positivo
Chalma 54-3 Sospechoso 0.167 22.04 Sospechoso Sospechoso
Chalma 55 ED 0.156 20.57 Sospechoso Positivo
Chalma 55-1 Sospechoso 0.012 1.34 Negativo Negativo
Chalma 56 Sospechoso 0.263 34.87 Positivo Positivo
Chalma 56-1 Sospechoso 0.090 11.76 Negativo Negativo
Chalma 57 Sospechoso 0.110 14.43 Negativo Negativo
Chalma 57 Sospechoso 0.360 47.83 Positivo Positivo
Chalma 58 Sospechoso 0.071 9.22 Negativo Negativo
Chalma 59 Sospechoso 0.249 33.00 Positivo Positivo
Chalma 6-72 Sospechoso 0.048 6.15 Negativo Negativo
Chalma 60 Sospechoso 0.060 7.75 Negativo Negativo
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Chalma 60 Sospechoso 0.309 41.02 Positivo Positivo
Chalma 61 Sospechoso 0.255 33.80 Positivo Positivo
Chalma 62 Sospechoso 0.082 10.69 Negativo Negativo
Chalma 63 EA 0.120 15.76 Negativo Positivo
Chalma 64 Sospechoso 0.125 16.43 Negativo Negativo
Chalma 64-1 Sospechoso 0.053 6.81 Negativo Negativo
Chalma 65 Sospechoso 0.078 10.15 Negativo Negativo
Chalma 65-1 Sospechoso 0.019 2.27 Negativo Negativo
Chalma 66 Sospechoso 0.282 37.41 Positivo Positivo
Chalma 67 Sospechoso 0.055 7.08 Negativo Negativo
Chalma 67-1 Sospechoso 0.062 8.02 Negativo Negativo
Chalma 68 Sospechoso 0.112 14.70 Negativo Negativo
Chalma 69 Sospechoso 0.047 6.01 Negativo Negativo
Chalma 7 Sospechoso 0.135 17.77 Negativo Negativo
Chalma 7-73 Sospechoso 0.031 3.87 Negativo Negativo
Chalma 70 Sospechoso 0.036 4.54 Negativo Negativo
Chalma 71 Sospechoso 0.062 8.02 Negativo Negativo
Chalma 72 Sospechoso 0.031 3.87 Negativo Negativo
Chalma 73 Sospechoso 0.032 4.01 Negativo Negativo
Chalma 75 Sospechoso 0.044 5.61 Negativo Negativo
Chalma 76 Sospechoso 0.015 1.74 Negativo Negativo
Chalma 77 Sospechoso 0.008 0.80 Negativo Negativo
Chalma 78 Sospechoso 0.040 5.08 Negativo Negativo
Chalma 79 Sospechoso 0.417 55.44 Positivo Positivo
Chalma 8 Sospechoso 0.150 19.77 Negativo Negativo
Chalma 8-74 Sospechoso 0.061 7.88 Negativo Negativo
Chalma 80 Sospechoso 0.142 18.70 Negativo Negativo
Chalma 83 Sospechoso 0.005 0.40 Negativo Negativo
Chalma 84 Sospechoso 0.016 1.87 Negativo Negativo
Chalma 85 Sospechoso 0.020 2.40 Negativo Negativo
Chalma 87 Sospechoso 0.236 31.26 Positivo Positivo
Chalma 88 Sospechoso 0.036 4.54 Negativo Negativo
Chalma Semental BlancoSospechoso 0.070 9.08 Negativo Negativo
Chalma Semental Café ED 0.313 41.55 Positivo Positivo
“El Terrero” 106 Negativo 0.267 35.34 Positivo Sospechoso
“El Terrero” 110 Negativo 0.162 21.31 Sospechoso Sospechoso
“El Terrero” 110’s son Negativo 0.061 7.82 Negativo Negativo
“El Terrero” 135 Negativo 0.142 18.64 Negativo Negativo
“El Terrero” 137 Negativo 0.246 32.53 Positivo Sospechoso
“El Terrero” 141 Negativo 0.113 14.76 Negativo Negativo
“El Terrero” 142 Negativo 0.147 19.31 Negativo Negativo
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“El Terrero” 144 Negativo 0.197 25.99 Sospechoso Sospechoso
“El Terrero” 145 Negativo 0.251 33.20 Positivo Sospechoso
“El Terrero” 48 Negativo 0.226 29.86 Sospechoso Sospechoso
“El Terrero” 6 Semental Negativo 0.265 35.07 Positivo Sospechoso
“El Terrero” 8 Semental Negativo 0.095 12.36 Negativo Negativo
“El Terrero” lamb 1 Negativo 0.063 8.08 Negativo Negativo
“El Terrero” lamb 2 Negativo 0.141 18.50 Negativo Negativo
“El Terrero” lamb 3 Negativo 0.069 8.88 Negativo Negativo
“El Terrero” lamb 4 Negativo 0.091 11.82 Negativo Negativo
“El Terrero” lamb 5 Negativo 0.056 7.15 Negativo Negativo
Huamantla 1 EA 0.310 41.08 Positivo Positivo
Huamantla 2 Sospechoso 0.214 28.26 Sospechoso Sospechoso
Huamantla 3 EA 0.334 44.29 Positivo Positivo
Huamantla 33 Sospechoso 0.418 55.51 Positivo Positivo
Huamantla 398 Sospechoso 0.542 72.08 Positivo Positivo
Huamantla 4 EA 0.189 24.92 Sospechoso Positivo
Huamantla 401 EA 0.465 61.79 Positivo Positivo
Huamantla 5 Sospechoso 0.228 30.13 Sospechoso Sospechoso
Huamantla 9392 Sospechoso 0.236 31.26 Positivo Positivo
Huamantla 9398 Sospechoso 0.221 29.26 Sospechoso Sospechoso
Huamantla 9399 Sospechoso 0.140 18.44 Negativo Negativo
Huamantla lamb 1 Sospechoso 0.118 15.43 Negativo Negativo
Huamantla lamb 2 Sospechoso 0.109 14.23 Negativo Negativo
Quinta Mejor 001 Sospechoso 0.160 21.04 Sospechoso Sospechoso
Quinta Mejor 0101 ED 0.220 29.06 Sospechoso Positivo
Quinta Mejor 104 Sospechoso 0.167 21.98 Sospechoso Sospechoso
Quinta Mejor 105 ED 0.164 21.58 Sospechoso Positivo
Quinta Mejor 107 Sospechoso 0.203 26.79 Sospechoso Sospechoso
Quinta Mejor 108 Sospechoso 0.276 36.54 Positivo Positivo
Quinta Mejor 113 ED 0.287 38.01 Positivo Positivo
Quinta Mejor 203 ED 0.751 100.00 Positivo Positivo
Quinta Mejor 205 ED 0.349 46.29 Positivo Positivo
Quinta Mejor 208 ED 0.403 53.51 Positivo Positivo
Quinta Mejor 210 ED 0.339 44.96 Positivo Positivo
Quinta Mejor 33 ED 0.187 24.65 Sospechoso Positivo
Quinta Mejor 347 ED 0.163 21.44 Sospechoso Positivo
Quinta Mejor 35 ED 0.161 21.18 Sospechoso Positivo
Quinta Mejor 371 ED 0.108 14.09 Negativo Positivo
Quinta Mejor 434 Sospechoso 0.178 23.45 Sospechoso Sospechoso
Quinta Mejor 458 Sospechoso 0.139 18.24 Negativo Negativo
Quinta Mejor 467 Sospechoso 0.136 17.84 Negativo Negativo
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Quinta Mejor 487 Sospechoso 0.144 18.90 Negativo Negativo
Tlaxcala 01 Sospechoso 0.317 42.02 Positivo Positivo
Tlaxcala 04 Sospechoso 0.369 48.96 Positivo Positivo
Tlaxcala 06 Sospechoso 0.326 43.22 Positivo Positivo
Tlaxcala 09 ED 0.331 43.89 Positivo Positivo
Tlaxcala 10 Sospechoso 0.320 42.42 Positivo Positivo
Tlaxcala 100 Sospechoso 0.121 15.83 Negativo Negativo
Tlaxcala 101 EA 0.676 89.98 Positivo Positivo
Tlaxcala 102 Sospechoso 0.276 36.54 Positivo Positivo
Tlaxcala 104 Sospechoso 0.361 47.90 Positivo Positivo
Tlaxcala 105 Sospechoso 0.461 61.26 Positivo Positivo
Tlaxcala 106 Sospechoso 0.155 20.37 Sospechoso Sospechoso
Tlaxcala 107 ED 0.297 39.35 Positivo Positivo
Tlaxcala 108 Sospechoso 0.358 47.49 Positivo Positivo
Tlaxcala 109 EA 0.363 48.16 Positivo Positivo
Tlaxcala 11 Sospechoso 0.274 36.27 Positivo Positivo
Tlaxcala 110 Sospechoso 0.262 34.67 Positivo Positivo
Tlaxcala 111 Sospechoso 0.233 30.79 Positivo Positivo
Tlaxcala 112 Sospechoso 0.470 62.46 Positivo Positivo
Tlaxcala 115 Sospechoso 0.224 29.59 Sospechoso Sospechoso
Tlaxcala 118 Sospechoso 0.334 44.29 Positivo Positivo
Tlaxcala 36 EA 0.510 67.80 Positivo Positivo
Tlaxcala 41 Sospechoso 0.279 36.94 Positivo Positivo
Tlaxcala 50 Sospechoso 0.074 9.55 Negativo Negativo
Tlaxcala 55 Sospechoso 0.027 3.27 Negativo Negativo
Tlaxcala 78 Sospechoso 0.192 25.32 Sospechoso Sospechoso
Tlaxcala 90 Sospechoso 0.102 13.29 Negativo Negativo
Tlaxcala CH-1 ED 0.333 44.15 Positivo Positivo
Tlaxcala CH-2 Sospechoso 0.290 38.41 Positivo Positivo
Tlaxcala CH-4 ED 0.542 72.08 Positivo Positivo
Tlaxcala CH-5 EA 0.274 36.27 Positivo Positivo
Tlaxcala CH-6 ED 0.110 14.38 Negativo Positivo
Tlaxcala J-10 ED 0.361 47.90 Positivo Positivo
Tlaxcala J-14 Sospechoso 0.097 12.63 Negativo Negativo
Tlaxcala J-18 Sospechoso 0.096 12.49 Negativo Negativo
Tlaxcala J-19 Sospechoso 0.086 11.16 Negativo Negativo
Tlaxcala J-2 Sospechoso 0.066 8.48 Negativo Negativo
Tlaxcala J-24 Sospechoso 0.071 9.15 Negativo Negativo
Tlaxcala J-25 Sospechoso 0.075 9.69 Negativo Negativo
Tlaxcala J-26 Sospechoso 0.109 14.23 Negativo Negativo
Tlaxcala J-3 Sospechoso 0.377 50.03 Positivo Positivo
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Tlaxcala J-37 Sospechoso 0.233 30.79 Positivo Positivo
Tlaxcala J-5 Sospechoso 0.268 35.47 Positivo Positivo
Tlaxcala J-7 ED 0.319 42.28 Positivo Positivo
Tlaxcala K-1 Sospechoso 0.176 23.18 Sospechoso Sospechoso
Tlaxcala K-IA Sospechoso 0.620 82.50 Positivo Positivo
Tlaxcala M1 Sospechoso 0.240 31.73 Positivo Positivo
Tlaxcala Roja Sospechoso 0.244 32.26 Positivo Positivo
Tlaxcala s/oreja Sospechoso 0.490 65.13 Positivo Positivo
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