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1. RESUMEN 

 

La linfadenitis caseosa (LC) es una enfermedad contagiosa crónica de los ovinos y caprinos 

producida por Corynebacterium pseudotuberculosis, se caracteriza clínicamente por la 

formación de abscesos con necrosis caseosa en los linfonodos superficiales y el tejido 

subcutáneo, también pueden presentarse en órganos internos. El diagnóstico definitivo de la 

enfermedad es el microbiológico, cultivando el material purulento colectado directamente de 

las lesiones. En la actualidad las herramientas diagnósticas de tipo molecular han tomado gran 

importancia en el ámbito veterinario, ya que poseen buena sensibilidad y especificidad. En este 

trabajo se evaluaron dos protocolos de extracción de ADN, el primero de ellos (protocolo 1) 

consistió en la extracción a partir de cultivo bacteriológico, el segundo (protocolo 2) se basó en 

la obtención del ADN a partir de exudado purulento; se evaluó también un tercero (protocolo 3) 

que consistió en la sensibilización de pared bacteriana para detectar el material genético de a 

C. pseudotuberculosis mediante una técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa múltiple 

(PCRm). Para ello se analizaron 50 muestras de exudado caseoso de ovinos y caprinos de 

rebaños del Estado de Chiapas y Guanajuato que se diagnosticaron clínicamente con LC. Los 

resultados obtenidos se analizaron mediante cuadros de dos por dos para obtener la 

sensibilidad de la muestra, índice de Kappa de Kohen y X2. Treinta y nueve de las 50 muestras 

estudiadas resultaron positivos al diagnóstico bacteriológico y a la PCRm utilizando el protocolo 

1 (K=1; X2=50). La relación de resultados entre la bacteriología y la PCRm con protocolo 2 

presentó variaciones en los resultados negativos. De las 11 muestras negativas para el 

diagnóstico bacteriológico, 7 resultaron positivas y 4 negativas para la PCRm con protocolo 2. 

(K=0.47; X2=15.4149). Utilizando el protocolo 3 no fue posible amplificar el genoma de la 

bacteria en ninguna de las muestras. 

Se concluye que la PCRm acoplada al protocolo 2 es la técnica más eficiente para el 

diagnóstico de Linfadenitis Caseosa, en comparación a los otros protocolos analizados, debido 

a su mayor sensibilidad y eficiencia, incluso ante la prueba definida como gold standar para 

esta enfermedad.  
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2.  INTRODUCCIÓN

 

 

2.1 Importancia de la producción ovina y caprina 

 

Los ovinos y los caprinos fueron introducidos a América con la invasión española en 1492 

(Nahed 2002). La mayoría de los que existen hoy en el territorio nacional son denominados 

“criollos” por descender de aquellos traídos por los españoles, aunque en los últimos 25 años 

nuevas razas de ambas especies han sido introducidas (Tovar, 2009). Así, los ovinos y caprinos 

han sido adaptados a la cultura rural y culinaria de México (Vázquez, 2015).  

 

La ganadería menor ofrece una opción productiva de menor riesgo y constituye el componente 

principal de los sistemas de producción en las zonas áridas latinoamericanas. Los sistemas 

ganaderos más comunes incluyen rumiantes menores (cabras y ovejas); se manejan con 

procedimientos tradicionales que incluyen pocos insumos tecnológicos disponibles y operan 

con baja productividad en ambientes de gran demanda por productos de estas especies, en 

muchos casos insatisfecha por la producción local (Iñiguez, 2013).  

 

La ganadería de pequeños rumiantes a nivel mundial se ha desarrollado paralelamente a la 

historia de la humanidad, en México se consolida cada vez más y crece con grandes avances 

que benefician a los productores y al país (SAGARPA, SIAP 2015). En los últimos cinco años, 

México ha presentado un incremento en el inventario ovino, de 7’287,446 cabezas en 2006 a 

8’710,781 en 2015, así como una disminución en la población caprina de 8,890,384 en 2006 a 

8,724,946 para el 2015 (SIAP, 2015).  

 

En México se tienen registradas 53,000 unidades de producción ovina, el 53% de estas se 

localizan en la zona centro del país, 24% en el sur y sureste y el 23% en la zona norte. La zona 

centro produce carne y pieles con razas de lana y pelo, mientras que la zona sur y sureste se 

orienta a la producción de carne con razas de pelo y produce lana para uso artesanal con 

animales criollos en Oaxaca y Chiapas. La parte norte que anteriormente era la principal 

proveedora de lana, ahora se dedica a la producción de carne con razas de pelo (Partida et al., 

2013). Durante los últimos años, el volumen de población de ovinos ha crecido principalmente 

en el Estado de México, Hidalgo, Veracruz y Oaxaca. Mientras que en los principales estados 

productores de carne ovina se encuentran, el Estado de México, Hidalgo, Veracruz, Zacatecas 

y Puebla (SAGARPA, 2016). 

 

La población caprina se distribuye principalmente en las zonas áridas y semiáridas que 

corresponden al 60% del país, extendiéndose de sur a norte, siendo los estados de Puebla, 

Oaxaca, San Luis Potosí, Guerrero, Coahuila, Zacatecas, Guanajuato y Michoacán, los que 

mayor número de cabezas de ganado caprino en pie tienen. Actualmente la producción de 

cabras sigue asociada mayormente a estratos de población rural con menores ingresos, siendo 

en un 80% sistemas de producción de subsistencia (Montemayor, 2017). 

 

La producción de ovinos y caprinos en México se realiza en sistemas de producción muy 

variados, dependiendo de las condiciones de clima, disponibilidad de recursos y nivel 

socioeconómico de los productores. Estos sistemas van desde los altamente tecnificados que 

mantienen a los animales en completa estabulación sobre pisos elevados, hasta los 
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trashumantes que mantienen los animales en condiciones pastoriles extensivas y sin uso de 

tecnología básica (Partida et al, 2013). En México predominan los sistemas tradicionales, 

donde la alimentación es básicamente mediante el pastoreo de los animales en agostaderos 

naturales, la inversión de capital en alimentación, sanidad e infraestructura es mínima, y la 

mano de obra es generalmente familiar, lo que permite bajos costos de producción (Galaviz et 

al, 2011). Sin embargo, dado que las prácticas de suplementación alimenticia son nulas, la 

deficiente ingesta de microminerales, así como la mala condición de los pastizales, aunado a 

periodos de sequía, provocan desequilibrios nutricionales causantes de alta mortalidad, la cual 

se agudiza debido a malas o escasas prácticas sanitarias, provocando serios problemas por el 

desarrollo de  enfermedades infecciosas  que son consideradas como uno de los problemas 

que frenan la producción de pequeños rumiantes (Carrera, 2008). dentro de estas 

enfermedades, la linfadenitis caseosa (LC) es una de las que genera mayor impacto, debido al 

deterioro del estado general del animal, y la disminución en los índices de producción (Belchior 

et al, 2006).                          

 

2.2 Linfadenitis caseosa 

La linfadenitis caseosa o pseudotuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa de 

evolución crónica, causada por Corynebacterium pseudotuberculosis. Para los patólogos 

veterinarios este microorganismo es considerado el "parásito perfecto", pues una vez 

establecido con éxito dentro del huésped, este evade el sistema inmune con aparente 

facilidad, dando como resultado infecciones crónicas que pueden durar la mayor parte o la 

totalidad de la vida de un animal, provocando también una baja respuesta al tratamiento, por 

lo que es difícil erradicar, provocando también una eficiente transmisión entre los animales de 

un rebaño. Estas características obligan a que las estrategias para establecer los programas 

de prevención, control y erradicación de la enfermedad sean integrales (Hernández et al, 2015; 

Baird y Fontaine, 2007). 

 

2.3 Etiología 

Corynebacterium pseudotuberculosis es una bacteria gram positiva, con morfología 

pleomórfica, de 0.5 μm a 0.6 μm de ancho por 1.0 μm a 3.0 μm de largo, intracelular facultativa, 

anaerobia facultativa, no esporulada, acapsulada y no móvil. (Martín, Aitken. 2000; Barrientos 

et al, 2008). Pertenece a la familia Actinomycetaceae, al igual que los géneros Mycobacterium, 

Nocardia y Rhodococcus (grupo CMNR) que constituyen un grupo muy heterogéneo de 

bacterias que poseen características comunes como la estructura de la pared celular, 

caracterizada principalmente por la presencia de un gran complejo polimérico compuesto por 

peptidoglicano, arabinogalactano y ácidos micólicos (Collins MD, et al, 1982). 

Esta bacteria crece a una temperatura óptima de 37 °C, en pH de 7.0 a 7.2. En medios sólidos, 

las colonias bacterianas son pálidas, secas y de consistencia friable (Buxton y Fraser, 1977; 

Quinn et al, 1994). Después de la incubación durante 24 h, aparecen pequeñas colonias 

amarillentas, que aumentan su tamaño a un diámetro de 1-2 mm después de 48 h (Coyle et al, 

1985).

En estudios realizados por Songer (1988), se identificaron dos biotipos de C. 

pseudotuberculosis basándose en la producción de la enzima nitrato reductasa. Con base a 

esta característica, se han denominado biovariedad “equi” a las que reducen nitratos, estas 
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cepas están mayormente asociadas a la linfadenitis equina (pigeon fever), a la linfangitis 

ulcerativa en bovinos y a procesos abscedativos en camellos, porcinos y alces (Foley et al, 

2004; Baird y Fontaine, 2007), y la enfermedad de la piel edematosa (OSD) en los búfalos 

(Selim, 2001). La biovariedad “ovis” se refiere a todas aquellas cepas que no tienen la 

capacidad de reducir nitratos, esta última es comúnmente asociada como el agente etiológico 

de la LC en pequeños rumiantes (Songer et Al, 1988; Brown et al, 1987; Viscaino et al, 2002).                                                

La reducción de nitrato se asocia con la capacidad de la bacteria para respirar en ausencia de 

oxígeno y con dos vías metabólicas diferentes (Ayers, 1977). En la primera de ellas, conocida 

como reducción asimilatoria de nitratos, el proceso de desnitrificación tiene lugar donde el 

nitrato se reduce secuencialmente a nitrito, óxido nítrico, óxido nitroso y finalmente a 

dinitrógeno (Brown et al, 1986; Zumft, 1997: Moreno et al, 1999). En la segunda vía, conocida 

como reducción disimilatoria de nitratos, el nitrato se convierte directamente en amoníaco, y es 

secretado por la célula, este es considerado un método menos común de reducción de nitratos 

en la mayoría de los ecosistemas (Zumft, 1997; Papaspyrou et al, 2014). 

 

2.4 Factores de virulencia 

Hasta el momento no se ha descrito alguna cepa avirulenta de C. pseudotuberculosis, a pesar 

de esto, los factores de virulencia siguen siendo poco conocidos. Debido a que no se han 

identificado plásmidos de C. pseudotuberculosis, debe suponerse la ausencia de determinantes 

de virulencia codificados por estos. Actualmente las investigaciones se han centrado 

principalmente en dos factores de virulencia identificados como fosfolipasa D y ácidos 

micólicos, sin embargo, se considera a un tercero conocido como genes putativos de captación 

de hierro. El genoma de C. pseudotuberculosis, aún no se ha secuenciado por completo, por 

lo que no se ha logrado identificar nuevas secuencias de genes que puedan codificar otros 

factores de virulencia (Baird y Fontaine, 2007). 

 

2.4.1 Fosfolipasa D (PLD) 

 

Es una exotoxina considerada como el principal factor de virulencia de C. pseudotuberculosis, 

tiene una masa molecular de 31,4 kDa (Hodgson et al, 1990) y se expresa a partir de un gen 

cromosómico presente en C. ulcerans y C. pseudotuberculosis, la cual está regulada por 

múltiples factores ambientales (Barksdale et al, 1981). Su producción se inicia en un rango de 

37 a 43°C y comienza a disminuir luego de 20 minutos a 43°C, también está regulada por la 

densidad del cultivo y se expresa mayormente en los macrófagos infectados, en los que tiene 

un efecto pequeño pero significativo sobre la viabilidad de estos (McKean et al, 2007). 

La PLD actúa específicamente catalizando la reacción de hidrólisis de enlaces éster de la 

esfingomielina, fosfolípido constitutivo importante de las membranas celulares de mamíferos, 

en fosfato de ceramida y colina. Es así como aumenta la permeabilidad de vasos sanguíneos, 

contribuyendo a la propagación de las bacterias desde el sitio inicial de infección a sitios 

secundarios dentro del huésped (Dorella et al, 2006). Además, provoca lesiones 

dermonecróticas y en dosis más altas, es letal para varias especies de animales de laboratorio 

y domésticos (Egen et al, 1989; Songer, 1997). Se han descrito también varias actividades 

biológicas para la PLD, que incluyen dermonecrosis, letalidad y lisis sinérgica de eritrocitos en 

presencia de la exotoxina de Rhodococcus equi (Pepin et al, 1994a; Baird y Fontaine, 2007). 
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La afirmación de que la PLD representa un factor de virulencia significativo está respaldada por 

mucha evidencia experimental. Los estudios en que las cepas de C. pseudotuberculosis en las 

que el gen pld que la codifica se ha eliminado del cromosoma o se ha inactivado por mutación, 

han demostrado que dichas cepas son incapaces de progresar desde el sitio de la infección 

hacia otras zonas, además de no poder causar los abscesos clásicos en los nódulos linfático 

de las ovejas desafiadas (Hodgson et al, 1992; McNamara et al, 1994; Pepin et al, 1994a).  

La PLD puede ayudar también a la sobrevivencia del microorganismo. Se sabe que activa al 

complemento del sistema inmune innato y reduce su actividad en la región que rodea a las 

bacterias invasoras y las protege de la opsonización, también puede perjudicar la quimiotaxis 

de los neutrófilos y como consecuencia, disminuir la probabilidad de fagocitosis al principio de 

la infección (Yozwiak y Songer, 1993). Se ha comprobado que el PLD puede desempeñar un 

papel en el escape de la bacteria desde dentro de los macrófagos, es posible que esta 

característica esté relacionada con la acción de la PLD en las capas internas de fosfolípidos de 

la membrana celular del macrófago (Titball, 1993) 

Se sabe que las exotoxinas similares a la PLD de C. pseudotuberculosis son importantes 

factores de virulencia para otros patógenos bacterianos, por ejemplo, hay un 97% de homología 

entre la PLD de C. pseudotuberculosis y la exotoxina activa de C. ulcerans, una causa frecuente 

de difteria en los humanos (McNamara et al, 1995).  

 

2.4.2 Ácidos corimicólicos  

C. pseudotuberculosis no tiene cápsula, en cambio posee una capa serosa de ácidos micólicos 

sobre la superficie de la pared celular, que no son más que ácidos grasos β-hidróxi-α-

alquilramificados, considerados componentes estables de la pared celular de bacterias ácido-

alcohol resistentes como Nocardia spp, Rhodococcus spp y Mycobacterium spp (Baird y 

Fontaine, 2007). Estos ácidos son usados en la diferenciación de estos géneros bacterianos 

incluido el género Corynebacterium, ya que la longitud de las cadenas carbonadas varía entre 

cada uno de ellos (Lechevalier et al, 1971). 

En las infecciones naturales, la capa cerosa de ácido micólico de C. pseudotuberculosis 

proporciona al organismo una protección mecánica y química contra las enzimas hidrolíticas 

presentes en los lisosomas. Esto permite que la bacteria sobreviva a la fagocitosis y persista 

dentro del huésped como un parásito intracelular facultativo (Williamson, 2001).  Es probable 

también que gracias a esta característica, la bacteria pueda migrar desde el punto inicial de 

entrada, al sitio final del desarrollo de la lesión. Además, la naturaleza tóxica del ácido micólico 

contribuye a la formación de abscesos, ya que, en infecciones artificiales en ratones, se 

demostró una relación directa entre la cantidad de lípidos de la pared celular producida por 

diferentes aislados de C. pseudotuberculosis y su capacidad para producir abscesos crónicos 

(Muckle y Gyles, 1983). Se ha descrito también que las propiedades citotóxicas de los lípidos 

superficiales contribuyen directamente a la formación de abscesos, la inyección subcutánea de 

ácidos micólicos provoca una respuesta inflamatoria localizada con necrosis hemorrágica 

central, induciendo la presencia de lesiones piogénicas estériles (Hard, 1975; Ayers, 1977). 

Algunos autores han sugerido que la capa de ácido micólico permite que C. pseudotuberculosis 

sobreviva durante períodos prolongados en el medio ambiente, una característica común a 

otros miembros de la familia de los actinomicetos (West et al, 2002). Las temperaturas 
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ambientales bajas y la mezcla con fomites aumentan la supervivencia del organismo en 

descargas purulentas, permitiendo que las bacterias viables siguen presentes en las superficies 

inanimadas hasta 55 días después de la contaminación (Augustine y Renshaw, 1986). Incluso 

se ha informado que en granjas bajo condiciones frías y húmedas, el organismo puede 

permanecer viable durante 6 meses gracias a la presencia de estos ácidos (Batey, 1986)  

 

2.4.3 Genes asociados a la captación de hierro 

Un grupo de genes de captación de hierro de C. pseudotuberculosis tiene un papel importante 

en su virulencia. Los cuatro genes en este operón se identificaron como genes de adquisición 

de hierro y son denominados fagA, fagB, fagC y fagD. Dado que C. pseudotuberculosis es un 

patógeno intracelular, esta bacteria debe ser capaz de adquirir hierro de un entorno en el que 

este nutriente es escaso. Aunque no hubo alteración en la utilización de hierro por un mutante 

fagB in vitro, este mutante tenía una capacidad reducida para sobrevivir y causar abscesos en 

cabras infectadas experimentalmente (Billington et al, 2002). 

 

2.5 Transmisión 

 

La transmisión entre ovejas o cabras ocurre principalmente a través de la contaminación de 

heridas superficiales, que pueden aparecer durante procedimientos comunes tales como 

esquila, castración y marcado de orejas, o por lesiones en el cuerpo del animal generadas por 

otros eventos traumáticos (Paton et al. 1995; Williamson, 2001). Numerosas rutas de 

inoculación se han utilizado para inducir la enfermedad de manera experimental en ovejas. La 

inoculación intradérmica, subcutánea, intravenosa, intratraqueal, intravaginal e intralinfática 

han demostrado ser exitosas en el establecimiento de la enfermedad (Nagy, 1976; Burrell, 

1978; Pepin et al, 1994b; Fontaine et al, 2006). 

 

Además C. pseudotuberculosis puede diseminarse entre los animales por vectores como las 

moscas Musca domestica e Hippobosca equina. En el ganado bovino, así como en los búfalos, 

hay evidencia de transmisión mecánica de esta bacteria por moscas domésticas y por otros 

dípteros, aunque los mecanismos naturales de infección con C. pseudotuberculosis no están 

bien documentados. Este patógeno se puede encontrar en hasta 20% de las moscas en las 

proximidades de animales enfermos (Yeruham, et al, 1996; Braverman et al, 1999; Selim, 2001; 

Spier et al, 2004).  

 

 

2.6 Patogenia  

 

Una vez que la bacteria entra al organismo, la bacteria es fagocitada por macrófagos que 

migran del sitio de invasión. Los cuales viajan por vía linfática hasta alcanzar al nódulo linfático 

de drenaje local, ahí se desarrollan piogranulomas microscópicos múltiples que crecen en 

tamaño y se unen para formar abscesos más grandes (Batey, 1986; Brown et al, 1987; Davis, 

1990; Collett et al, 1994). Viajando dentro de los macrófagos, C. pseudotuberculosis llega a 

diferentes órganos donde se repite la formación de abscesos (Belchior et al., 2006). 
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La capa cerosa de ácidos micólicos de C. pseudotuberculosis proporciona a la bacteria una 

protección mecánica y posiblemente bioquímica contra las enzimas hidrolíticas presentes en 

los lisosomas, esto le permite a la bacteria además de sobrevivir a la fagocitosis, la persistencia 

dentro de los macrófagos como parásito intracelular facultativo (Williamson, 2001). Hard (1972) 

demostró que los macrófagos que habían ingerido bacterias experimentaron una rápida 

degeneración y muerte celular, liberando bacterias en el espacio extracelular, mientras que 

estas permanecieron intactas, concluyó que C. pseudotuberculosis es capaz de sobrevivir 

dentro de los fagolisosomas y causa la muerte de sus células huésped debido al efecto tóxico 

de su lípido de superficie. 

 

La acción de la PLD causa desestabilización de las membranas endoteliales, incrementando la 

permeabilidad vascular con formación de edema y por lo tanto, provoca lisis celular, también 

inhibe la quimiotaxis de los neutrófilos y la degranulación de células fagocíticas. El 

complemento es activado por la vía alterna, ocasionando necrosis y trombosis de vasos 

linfáticos y favoreciendo la supervivencia y multiplicación del microorganismo (Belchior et al, 

2006). Se ha demostrado que el receptor del complemento tipo 3 (CR3) desempeña un papel 

clave en el reclutamiento de células inflamatorias durante el curso de la infección. El tratamiento 

de ratones con un anti-CR3 dio lugar a la proliferación sin restricciones de las bacterias en el 

bazo y el hígado. Un examen histológico reveló también que los fagocitos mononucleares no 

migran a los sitios de la multiplicación bacteriana, como lo demuestra la inhibición de la 

migración de células inflamatorias y un gran número de bacterias en sus órganos. Estos 

resultados revelaron la importancia de la respuesta inmune innata a través del CR3 en la 

resistencia a la infección por C. pseudotuberculosis en ratones (Lan et al, 1999).  

 

Dado que C. pseudotuberculosis tiene la capacidad de replicarse dentro de los macrófagos y 

escapar de ellos, se ha sugerido que la PLD también podría desempeñar un papel en el escape 

del fagosoma y los macrófagos (Pepin et al., 1994a; McKean et al., 2007). Tashjian y Campbell 

(1983) confirmaron esta hipótesis en un estudio de microscopía electrónica utilizando 

macrófagos mamarios caprinos infectados con C. pseudotuberculosis, observando que, a pesar 

de la fusión de los lisosomas con los fagosomas dentro de los macrófagos, estos 

experimentaron una degeneración progresiva mientras que la bacteria sobrevivió.  

 

Luego de las 24 horas post-inoculación se producen varios microabscesos dentro de la región 

cortical del ganglio linfático que drena el sitio de la inoculación. A los seis días después de la 

inoculación, estos microabscesos se vuelven más numerosos y comienzan a expandirse y 

unirse para formar focos purulentos más grandes. Los abscesos tempranos contienen grupos 

de bacterias y desechos celulares, con una proporción relativamente alta de eosinófilos (Pepin 

et al, 1994b). El uso de células inflamatorias marcadas por radioisótopos demostraron que a 

las pocas horas de la inoculación subcutánea con bacterias, se reclutaron grandes cantidades 

de neutrófilos en el sitio de la inyección, y que a las 24 h después de la inoculación, estos 

neutrófilos comenzaron a aparecer en el drenaje local del nódulo linfático; en este mismo 

experimento se demostró que la importancia relativa de los neutrófilos disminuyó desde el día 

3, mientras que el número relativo de macrófagos en el sitio de la inoculación aumentó 

drásticamente (Pepin et al, 1992).  

 

El linfonodo superficial infectado actúa como iniciador para la posterior colonización de los 

linfonodo internos y las vísceras. Es probable que los émbolos purulentos se desprendan de 

los abscesos dentro de los linfonodos afectados, pasen al flujo linfático eferente y luego se 
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envíen al torrente sanguíneo (Radostits et al, 2000). Sin embargo, como se ha visto en otros 

patógenos intracelulares, la formación de granulomas da como resultado la encapsulación y el 

atrapamiento de las lesiones (Batey, 1986), por lo tanto, es probable que el escape de tales 

émbolos infecciosos ocurra con poca frecuencia. En consecuencia, se ha argumentado que en 

la mayoría de los casos cualquier colonización de órganos más allá del linfonodo de drenaje 

local debe ocurrir relativamente rápido después de la infección inicial, y que las células 

fagocíticas pueden volver a ser los vehículos (Pepin et al, 1994a). 

 

En las primeras etapas, los contenidos purulentos del absceso son suaves y semifluidos, 

contienen grupos de bacterias y restos celulares, con una proporción relativamente alta de 

eosinófilos, dando al núcleo purulento un tono ligeramente verde, sin embargo, con el paso del 

tiempo, el material purulento dentro de la lesión adquiere una consistencia más sólida. El 

proceso continúa con una encapsulación de la lesión, lo que conduce a una disminución de la 

reacción inflamatoria en el parénquima del linfonodo. Continuamente se produce una expansión 

lenta de la lesión, caracterizada por necrosis licuefactiva central, rodeada de necrosis 

coagulativa, que contienen múltiples focos de mineralización aparentemente en capas 

concéntricas, todo esto es estrechamente delimitado por una capa de fibrosis que delinea la 

extensión de la lesión (Baird, 2003; Baird y Fontaine, 2007). 

 

Como las bacterias permanecen viables en los abscesos, los animales no son capaces de 

eliminar la infección y a menudo, permanecen como portadores de por vida. Ocasionalmente, 

las bacterias escapan de los abscesos, posiblemente a través de la emigración de células 

fagocíticas infectadas, y se diseminan a través de la sangre o el sistema linfático a otros 

órganos o linfonodos donde se retienen en vasos sanguíneos pequeños y causan la formación 

de nuevas lesiones (Batey, 1986). Estos abscesos linfáticos superficiales pueden expandirse 

para alcanzar un diámetro de hasta 15 cm, aunque de 3 - 5 cm es el tamaño más común (Valli 

y Parry, 1993). 

 

2.7 Signos clínicos 

 

La infección por C. pseudotuberculosis en los pequeños rumiantes puede ser manifestada en 

dos formas. La primera de ellas conocida como LC superficial, involucra a los linfonodos que 

se encuentran localizados debajo de la piel, afectando en cabras principalmente a los 

submandibulares, parotideos; mientras que en las ovejas las lesiones en cabeza y cuello son 

relativamente raras, siendo los nódulos preescapulares y precrurales los más afectados. 

(Belchior et al., 2006). Esta manifestación clínica puede presentarse como uno o múltiples 

abscesos de 1-2 cm de diámetro, producto de la destrucción de neutrófilos (Hernández et al., 

2005). La segunda forma corresponde a una presentación visceral de la enfermedad, la cual 

involucra a los linfonodos y a los órganos encontrados en las cavidades torácica y abdominal, 

especialmente los riñones, el hígado, los pulmones y los linfonodos mediastínicos (Binns et al, 

2007: Díaz et al, 2015), algunas veces se presentan también causando cuadros de neumonía, 

hepatitis, pericarditis, mastitis y artritis (Foley et al, 2004; Baird y Fontaine, 2007). Los animales 

infectados están crónicamente debilitados, con poco peso, poca producción de lana y 

disminución en la producción de leche. La morbilidad de la infección puede llegar al 70% en los 

rebaños de cabras y puede incrementarse con la edad (Díaz et al, 2015). 
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La forma externa se caracteriza por la formación de abscesos en los linfonodos palpables. 

Cualquiera de los linfonodos superficiales del cuerpo puede ser afectado, dependiendo del 

punto de entrada original del microorganismo. Con menos frecuencia, pueden ocurrir lesiones 

purulentas localizadas no directamente asociadas con los linfonodos superficiales dentro de los 

tejidos subcutáneos. La lesión también se presenta con hinchazón, pérdida del pelo que cubre 

el área y eventual ruptura con descarga de pus (Radostits et al., 2000). Ayers (1977) sugiere 

que el linfonodos precrural es el más comúnmente afectado en los ovinos, seguido por los 

preescapulares; mientras que en las cabras son más comunes las lesiones en linfonodos de la 

cabeza y el cuello. 

 

La forma visceral se asocia con abscesos en los linfonodos internos y otros órganos. La 

distribución generalmente aleatoria de las lesiones internas es dependiente de la diseminación 

hematógena o linfática (Batey, 1986). La ubicación principal de estas lesiones se presenta en 

el parénquima pulmonar, las lesiones pulmonares suelen tomar la forma de abscesos 

encapsulados similares a los observados en los linfonodos, pero en ocasiones también se 

registra una bronconeumonía más extensa (Valli y Parry, 1993). Esto último puede conducir a 

áreas de pleuritis, lo que resulta en el desarrollo de adherencias fibrosas hacia la pared torácica, 

el pericardio y el diafragma (Renshaw et al, 1979; Stoops et al, 1984) 

 

En los animales que desarrollan abscesos pulmonares, ocasionalmente presentan lesiones en 

los linfonodos mediastínicos. Los abscesos dentro de estos pueden llegar a ser tan grandes 

como para ejercer presión sobre el esófago, lo que interfiere con la deglución y la rumia, 

conduciendo a una disminución crónica de la actividad (Paton et al., 2005). 

 

En la ubre, la mastitis por C. pseudotuberculosis se encuentra por una extensión de la infección 

desde el linfonodo supramamario. Puede tomar la forma de una mastitis supurativa aguda, o 

aparecer como abscesos encapsulados crónicos dentro de la glándula mamaria (Valli y Parry, 

1993). 

 

Las lesiones en otros órganos como el hígado, riñones, testículos, útero, cerebro, articulaciones 

y médula espinal son menos comunes (Valli y Parry, 1993). En raras ocasiones, el organismo 

también se ha aislado del contenido del estómago y los tejidos de los fetos ovinos, de acuerdo 

con un rol en el aborto (Dennis y Bamford, 1966). 

 

La naturaleza de las lesiones de la LC es de desarrollo lento, esta característica hace que se 

pueden recuperar bacterias viables de los abscesos varios años después de la infección inicial. 

La reactivación de la enfermedad también puede ocurrir con el desarrollo de nuevas lesiones 

después de un período considerable de aparente inactividad. (Batey, 1986; Brown et al, 1987; 

Davis, 1990; Collett et al, 1994).  

 

A causa de la infección también pueden observarse signos como emaciación progresiva, 

inapetencia y muerte por desgaste del animal (Delgado et al, 2015). En algunas ocasiones los 

signos clínicos no son evidentes y sólo se observan lesiones visibles al examen post-mortem, 

lo que dificulta el diagnóstico de la enfermedad (Díaz et al, 2015) 
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2.8 Diagnóstico 

El principal método de diagnóstico para la LC es el cultivo y la identificación bioquímica de C. 

pseudotuberculosis (Gold Standar). Por lo general, es posible aislar el organismo de lesiones 

de una manera sencilla, aunque el número de bacterias viables presentes en los abscesos 

crónicos puede ser bajo y ocasionalmente pueden encontrarse lesiones aparentemente 

estériles. Otros patógenos bacterianos como Corynebacterium xerosis (Hernández et al, 2016) 

Bacillus licheniformis, Trueperella pyogenes y Staphylococcus aureus subsp. anaerobius son 

capaces de producir linfadenopatía supurativa (Bek-Pederson, 1997; Pekelder, 2000).  

 

Existen diferentes métodos empleados para diagnosticar la enfermedad. El diagnóstico 

bacteriológico se realiza cultivando el material purulento colectado en agar sangre al 5%, agar 

telurito de potasio, (Viscaino et al, 2002) o agar Columbia al 5% de sangre ovina, incubándolo 

en una estufa bacteriológica a 37° C por 48 a 72 horas. Transcurrido este lapso, C. 

pseudotuberculosis crece en colonias pequeñas de color blanco, rodeadas por una estrecha 

zona de hemólisis completa y tras varios días, las colonias presentan consistencia seca y de 

color crema. (Costa et al, 2013; Díaz et al, 2015)   

C. pseudotuberculosis se puede identificar por su perfil enzimático y su capacidad para utilizar 

diversas fuentes de carbohidratos (Cuadro 1). La realización de pruebas bioquímica se ha 

simplificado en gran medida con la introducción de pruebas comerciales estandarizadas como, 

por ejemplo, la identificación del Índice Analítico de Perfil (API) (bioMeŁ rieux (UK), 

Basingstoke, Hampshire, Reino Unido). La prueba ''API Coryne'' es utilizada para la 

identificación de bacterias corineformes y comprende 21 sustratos de prueba individuales para 

la determinación de la actividad enzimática (pirazinamidasa, pirrolidonil arilamidasa, β-

galactosidasa, fosfatasa alcalina, α glucosidasa, N-acetilglucosaminidasa, β-glucuronidasa y 

reducción de nitratos y gelatina, hidrólisis de urea y esculina) y la fermentación de carbohidratos 

(glucosa, ribosa, D-xilosa, manitol, maltosa, lactosa, sacarosa y glucógeno) (Bascomb et al, 

1973). En un estudio realizado por Almuzara et al., en el 2006, en donde se trabajaron 178 

cepas de bacterias corineformes incluidos los géneros Corynebacterium, Listeria, Rhodococcus 

y Rothia, se lograron identificar a nivel de género y especie 118 cepas (68.3%) de manera 

correcta sólo con el sistema API Coryne versión 2.0, mientras que 44 cepas (24,7%) requirieron 

pruebas adicionales para la identificación correcta, finalmente con 16 cepas (9%) no se llegó a 

la identificación correcta. 

 

El fenómeno de lisis sinérgica denominada reacción de CAMP (Christie et al., 1944), también 

se utiliza como un método de diagnóstico. Cuando C. pseudotuberculosis y Rhodococcus equi 

se siembran juntas en medios sólidos que contienen sangre, las colonias de ambas especies 

muy próximas entre sí causan zonas amplias de lisis de eritrocitos (Fraser, 1961). Se encontró 

que la proteína de R. equi, llamada factor equi, implicada en la lisis sinérgica, es una enzima 

fosfolipasa C (Bernheimer et al., 1980). Sin embargo, debe notarse que C. ulcerans también 

produce PLD, por lo que la prueba no podría diferenciar entre ambas especies (Barksdale et 

al., 1981).  

 

En contraste con la lisis sinérgica descrita anteriormente, se informó que C. pseudotuberculosis 

ejerció un efecto inhibidor sobre la hemólisis producida por estafilococo 𝛽-hemolíticos, y se cree 

que el agente inhibidor estaba asociado con la presencia de la PLD. También se ejerció una 

inhibición comparable de la actividad hemolítica sobre la toxina α de Clostridium perfringens. A 
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esta prueba se le denominó CAMP inverso, o inhibición de CAMP. Aunque se presenta el 

mismo problema de la producción de PLD por C. ulcerans y no podría ser diferenciada (Soucek 

et al, 1962 y 1967). 

 

Tabla 1. Características bioquímicas de C. pseudotuberculosis utilizadas en el 

diagnóstico por pruebas bioquímicas (Dorella et al, 2006) 

Fermentación Hidrólisis 

Glucosa + Esculina  - 

Arabinosa d Hipurato - 

Xilosa - Urea  + 

Ramnosa - Tirosina  - 

Fructuosa + Caseína - 

Galactosa +  

Manosa + Fosfatasa  + 

Lactosa - Pirazinamidaza - 

Maltosa + Rojo de metilo + 

Sucrosa d Reducción de Nitrato d 

Trehalosa  - Catalasa + 

Rafinosa  - Oxidasa  - 

Salicín - Lipofilia  - 

Dextrín  d  

Almidón - 

+: más del 90% son positivas. d: 21-89% son positivas. -: más del 90% son negativos o resistentes  

 

Hay investigaciones que resaltan la importancia del diagnóstico serológico dado que detecta la 

enfermedad en estados subclínicos, uno de ellos es el diagnóstico por ELISA que permite la 

detección de animales infectados subclínicamente, pero se ha demostrado que la mayoría de 

los ensayos desarrollados para este fin carecen de una buena sensibilidad o especificidad 

(Brown, et al., 1987; Dercksen, 2000; Sutherland, et al., 1987). Binns en 2007 desarrolló una 

prueba de ELISA utilizando un sonicado de C. pseudotuberculosis, optimizado para la 

detección total de anticuerpos y la detección mediante anticuerpos monoclonales dirigidos a 

las cadenas ligeras de IgG específicas contra C. pseudotuberculosis. La prueba se evaluó en 

un panel de 150 sueros de referencia positivos y 103 sueros de referencia negativos. La 

sensibilidad de detección del anticuerpo total fue del 71% (intervalo de confianza del 95%), y la 

sensibilidad de la detección del anticuerpo IgG a C. pseudotuberculosis fue del 83% (76-89%). 

La sensibilidad del ensayo de anticuerpos IgG puede ser mayor debido a la mayor afinidad de 
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los anticuerpos de clase IgG en comparación con los anticuerpos IgM también detectados por 

el ELISA de anticuerpos total. 

Se han desarrollado otras técnicas de ELISA para detectar interferón gamma (IFN-γ), como un 

marcador de inmunidad mediada por células contra C. pseudotuberculosis. La prueba ELISA 

de IFN-γ parece ser más sensible que el ELISA de anticuerpos normales en la detección de la 

infección previa en cabras, y no parece verse afectada por la vacunación (Menzies et al, 2004). 

Otra prueba para el diagnóstico serológico es la inhibición de la hemólisis sinérgica (IHS) que 

mide la respuesta de IgG a la exotoxina en el suero del paciente; la prueba detecta la dilución 

mayor que puede prevenir la hemólisis de Rhodococus equi cuando se utilizan glóbulos rojos 

sensibilizados con exotoxina de R. equi. La reacción es interpretada a las 24H. Títulos de 

anticuerpos en suero equivalentes a 1:128 indican exposición y títulos 1:512 o mayores indican 

presencia de infección. El test IHS, ha sido utilizado en ovinos y caprinos para monitorear la 

prevalencia y exposición de animales y detectar infecciones subclínicas. El test tiene una 

sensibilidad del 98% para cabras y 96% para ovinos (Aleman y Spier, 2001; Brown y Olander, 

1987, Ruiz, et al. 1995). También existen otros métodos de diagnóstico basados en técnicas 

de inmunofluorescencia indirecta (Valencia et al., 1987) microaglutinación, inmunodifusión 

(Menzies y Muckle, 1989), dot blot, western blotting (Ter et al., 1992) y fijación de complemento 

(Shigidi, 1979). 

Para el diagnóstico molecular se ha desarrollado un ensayo de PCR basado en la detección 

del gen 16S rRNA para identificar aislados de C. pseudotuberculosis. Aunque este ensayo es 

útil para estimar la prevalencia de LC en los animales estudiados, presenta algunas 

limitaciones, una de ellas es depender del cultivo bacteriano, además se ha demostrado que 

no es lo suficientemente específico como para discernir entre C. pseudotuberculosis y 

Corynebacterium ulcerans (Cetinkaya et al, 2002).                                                                                                      

Para mejorar la detección de C. pseudotuberculosis por PCR, se desarrolló un ensayo de PCR 

múltiple (PCRm) en el que se adaptó un protocolo para extraer ADN bacteriano directamente 

de muestras clínicas. La amplificación de múltiples locus en una sola reacción a través de 

PCRm es una herramienta poderosa y ampliamente utilizada para la identificación rápida y 

específica de bacterias patógenas (Wadowsky et al, 1996; Halbert et al, 2005). Esta PCRm se 

diseñó para la detección de tres genes de C. pseudotuberculosis, el gen 16S rRNA, que es 

elegido para la mayoría de los estudios de taxonomía microbiana   (Cetinkaya et a., 2002; 

Khamis et al, 2004), el gen  rpoB, que codifica a la subunidad 𝛽 del ARN polimerasa y 

actualmente utilizado para estudiar relaciones filogenéticas en los géneros Corynebacterium y 

Mycobacterium (Khamis et al, 2004; Dorella et al, 2006) y el gen pld, que codifica la exotoxina 

PLD (McNamara et al., 1995). 

 

 

2.9 Prevención y control 

 

En los países donde la infección es endémica, se deben establecer medidas para controlar o 

para reducir los niveles de infección de los rebaños y entre los rebaños. La vigilancia es el 

principal método de control para prevenir la diseminación de la LC. Al momento de comprar 

ovejas se debería examinar cuidadosamente la presencia de abscesos en los nódulos linfáticos 

de la cabeza o en el cuerpo, animales sospechosos deben rechazarse (Lloyd, 1994). 
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Se debe examinar las ovejas antes de la esquila, idealmente las ovejas sospechosas deberían 

ser esquiladas separadas del resto del rebaño, aquellas que presenten abscesos deberían ser 

aisladas (Laven et al, 1997). Y más importante aún es mantener una buena higiene antes, 

durante y después de la esquila (Paton et al., 1988).  

 

El tratamiento con antibioterapia es complicado. In vitro, C. pseudotuberculosis es sensible a 

una amplia variedad de antibióticos, previenen el crecimiento y la multiplicación de bacterias 

(Muckle y Gyles, 1983). Sin embargo, in vivo, la LC es generalmente resistente a la terapia con 

antibióticos, probablemente debido a la encapsulación gruesa alrededor de las lesiones típicas 

y la naturaleza caseosa de la lesión (Williamson, 2001). La naturaleza intracelular del 

organismo en algunas partes también se proporciona cierta protección contra los antibióticos 

comúnmente empleados. Se ha sugerido el tratamiento quirúrgico de las lesiones externas 

como una alternativa al sacrificio en el caso de animales particularmente valiosos (Davis, 1990).  

 

Debido a la gran importancia de C. pseudotuberculosis en veterinaria y teniendo en cuenta la 

ineficacia de los antibióticos, se han desarrollado varias estrategias de vacunas, incluyendo el 

uso de bacterias atenuadas o inactivadas, fracciones de la pared celular, y las vacunas de ADN 

(Dorella et al., 2006). Las vacunas actuales se basan principalmente en la inactivación con 

formalina de la fosfolipasa D (Hodgson et al., 1999; Selvy et al., 2011). Sin embargo, no todas 

las vacunas disponibles para su uso en el ganado ovino tienen la misma eficacia en el ganado 

caprino (Windsor, 2011). Por ello existe la necesidad de una mejor caracterización de los 

factores de virulencia de Corynebacterium pseudotuberculosis y realizar comparaciones 

completas de los factores de virulencia de los distintos biotipos para el desarrollo de nuevas 

estrategias de vacunación, que sean capaces de proteger no sólo a los pequeños rumiantes, 

sino también a caballos y ganado bovino (Dorella et al., 2006).  

 

A pesar de que se ha demostrado de manera experimental que las vacunas reducen 

marcadamente tanto la proporción y el número de abscesos en los animales infectados, no 

tiene una eficacia absoluta (Lloyd, 1994). 

 

 

3.  OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar una Técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa múltiple para el diagnóstico de 

la linfadenitis caseosa, acoplada a dos protocolos de extracción de ADN y a una sensibilización 

térmica de paredes  celulares en muestras clínicas obtenidas de pequeños rumiantes. 

 

4.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Conocer la sensibilidad de la PCRm para el diagnóstico de LC en comparación con el 

diagnóstico bacteriológico, considerada la prueba de oro en el diagnóstico de la enfermedad. 

 

Conocer la concordancia que existe entre los resultados obtenidos en la PCRm utilizando los 

protocolos de extracción de ADN y el protocolo de sensibilización térmica, con respecto a los 

resultados obtenidos en el diagnóstico bacteriológico (Gold standard). 
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5.  JUSTIFICACIÓN 

 

La LC es una enfermedad muy común en nuestro país que ocasiona importantes pérdidas 

económicas. En la actualidad, no se ha logrado el control absoluto de la enfermedad en parte 

por las escasas medidas de bioseguridad establecidas en los rebaños. La existencia de otras 

bacterias piógenas que pueden ocasionar lesiones similares pueden confundir el diagnóstico 

clínico, o bien, exacerbar el cuadro clínico, por ello es importante establecer estrategias de 

diagnóstico de laboratorio rápidas y confiables que permitan que este sea oportuno para 

favorecer la implementación de medidas preventivas contra esta y otras lesiones piogénicas 

provocadas por patógenos como Corynebacterium xerosis, Bacillus licheniformis, Trueperella 

pyogenes y Staphylococcus aureus , tanto en pequeños rumiantes como en otras especies. 

 

6.  HIPÓTESIS 

La PCRm acoplada a un protocolo de extracción de ADN confiable puede otorgar mayor 

sensibilidad y rapidez para dar un resultado confiable en el diagnóstico de LC de los pequeños 

rumiantes, en comparación con el diagnóstico bacteriológico. 

 

7.  MATERIALES Y MÉTODOS 

 

7.1 Obtención de muestras  

Para la realización de este trabajo se analizaron un total de 50 muestras de exudado caseoso, 

20 de ovinos y 30 caprinos. Las muestras de ovinos corresponden distintos rebaños del estado 

de Chiapas y fueron recolectadas por médicos veterinarios del mismo estado y enviadas a 4°C 

al laboratorio de Enfermedades de los pequeños rumiantes del CENID Salud Animal del 

INIFAP.  Las muestras de caprinos fueron recolectadas en rebaños del estado de Guanajuato 

utilizando la metodología descrita por Trejo, en el libro de Enfermedades de las Cabras (Díaz 

et al, 2015). Todas ellas fueron colectadas durante el periodo de agosto del 2017 a mayo del 

2018 para confirmar el diagnóstico clínico de LC. 

 

 

7.2 Aislamiento bacteriológico y pruebas bioquímicas  

Las muestras se sembraron por dilución en agar sangre ovina al 5% y se dejaron incubar por 

48 horas a 37 °C. Se seleccionaron las colonias pequeñas de color blanco, rodeadas por una 

estrecha zona de hemólisis completa y de consistencia seca. Posteriormente se realizó tinción 

de Gram para la observación microscópica y fueron usadas las pruebas bioquímicas de 

fermentación de la glucosa, ureasa, catalasa, nitratos y prueba de CAMP y CAMP reversa para 

asegurar que el crecimiento en el cultivo correspondía a C. pseudotuberculosis (Belchior et al, 

2007). 

 

 

7.3 Establecimiento de protocolos para la obtención del ADN 

Para evaluar la capacidad de detección del ADN de C. pseudotuberculosis mediante la PCRm 

se establecieron tres protocolos. Para el primero de ellos (Protocolo 1), se tomaron los cultivos 

positivos a C. pseudotuberculosis y se les extrajo el ADN con el estuche comercial Quick g-

DNA Mini Prep (Zimo Research, EUA) siguiendo las indicaciones del fabricante (Anexo 1). El 
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segundo (Protocolo 2) consistió en una extracción de ADN con el mismo estuche comercial, 

pero esta vez, directamente de las muestras de exudado purulento sin previo aislamiento 

bacteriológico. El protocolo 3 consistió en una pre-sensibilización térmica de pared celular y no 

en una extracción de ADN propiamente, para ello se realizó una variante de la técnica descrita 

por Costa (et al. 2013) en la cual se tomó una asada del exudado purulento, la cual se hirvió 

en 500 μL de una suspensión de PBS 1x estéril durante 10 min. Posteriormente, la suspensión 

se centrifugó a 13,000 rpm durante 3 minutos y se usó 1 μL del sobrenadante en la reacción 

final para la PCRm. 

 

 

7.4 Detección de C. pseudotuberculosis mediante Reacción en Cadena de la 

Polimerasa Múltiple (PCRm)  

 

Para realizar la PCR múltiple se utilizó la premezcla Multiplex PCR Kit® (QUIAGEN, Alemania), 

los iniciadores para la amplificación de los fragmentos de genes de C. pseudotuberculosis 

fueron sintetizados de acuerdo a las características descritas por Pacheco et al. (2007) (Cuadro 

2). El volumen final para la reacción fue de 25 µL, constituido como se muestra en el cuadro 3. 

Las condiciones para la reacción fueron las siguientes: desnaturalización inicial a 95°C durante 

3 minutos, 40 ciclos con etapas de desnaturalización a 95°C por 60 segundos, hibridación a 

58°C durante 40 segundos y extensión a 68°C durante 90 segundos; por último se realizó una 

extensión final a 68°C durante 90 segundos (Cuadro 4). Como control positivo para la PCRm 

se utilizó el ADN de la cepa de C. pseudotuberculosis (ATCC® 19410). 

 

Los productos finales de la PCRm fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa 

al 2% preparado en una solución amortiguadora de Tris base 40 mM, ácido acético 20 mM y 

EDTA 1 mM (TAE 1X) mezclado con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich, Australia) a una 

concentración final de 0.5 µg/mL, se utilizó TAE 1X como amortiguador de corrida. El gel se 

visualizó en un lector de rayos UV corroborando así la presencia de genes específicos para 

género y especie de C. pseudotuberculosis   
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Tabla 2. Lista de iniciadores utilizados en este estudio 

Gen Iniciadores Sequencia (5’→3’) 
Tamaño del amplicón 

(pb) 

16S rRNA 
16S-F ACCGCACTTTAGTGTGTGTG 

816 

16S-R TCTCTACGCCGATCTTGTAT 

rpoB 

C2700F CGTATGAACATCGGCCAGGT 

446 

C3130R TCCATTTCGCCGAAGCGCTG 

pld 

PLD-F ATAAGCGTAAGCAGGGAGCA 

203 

    PLD-R2 ATCAGCGGTGATTGTCTTCCAGG 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Composición de reacción para la PCRm 

COMPONENTE Volumen/Reacción Concentración final 

2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix 12.5μL 1.5 mM Mg2+ 

16S-F 0.25μL 0.05 μM 

16S-R 0.25μL 0.05 μM 

C 2700 F 0.1μL 0.02 μM 

C 3130 R  0.1μL 0.02 μM 

PLD F 0.1μL 0.02 μM 

PLD R2 0.1μL 0.02 μM 

5x Q-Solution1 5μL 0.5x 

H2O libre de RNAsas 5.6μL - 

ADN Templado 1μL ≤1 μg ADN/Reacción 

Volumen final de reacción 25 μL  

1Para secuencias ricas en G+C  
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Tabla 4. Condiciones para llevar a cabo la PCRm 

Etapa de la reacción  Temperatura y tiempo  Ciclos 

Desnaturalización inicial 95ºC durante 3 min  

Desnaturalización 95°C durante 60 seg  

 

40  Hibridación 58 °C durante 40 seg 

Extensión 68 °C durante 90 seg 

Extensión final  68 °C durante 90 seg  

Incubación  4 °C  

 

 

7.5 Determinación de la sensibilidad de la PCRm 

 

Se utilizó la técnica descrita por Pacheco (2007), para ello se tomó una muestra de ADN 

obtenido de la cepa ATCC® 19410 de C. pseudotuberculosis con una concentración y calidad 

de ADN previamente determinada mediante espectrofotometría. Esta se ajustó a una 

concentración de 2000 pg/µL y se realizaron cuatro diluciones en base 10 seriadas con la 

solución de elusión provista por el fabricante de la prueba de extracción de ADN, cada solución 

contuvo una concentración final de ADN de 1000 pg, 100 pg, 10 pg y 1 pg, de esta manera se 

determinó el límite de detección de ADN en la PCRm. 

 

 

7.6 Análisis estadístico 

  

Mediante un cuadro de 2x2 (Jaramillo et al, 2010) se calculó para el diagnóstico bacteriológico 

y para cada uno de los protocolos realizados la sensibilidad, concordancia y la significancia 

estadística de los resultados de la PCRm acoplada a cada protocolo. 

 

 

7.6.1 Sensibilidad 

Se calculó con base a la siguiente fórmula (Álvarez y Pérez, 2008; Pita y Pértegas 2003). 

Sensibilidad =
𝑉𝑃

𝑉𝑃+𝐹𝑁
 

 

Donde: 

VP= Verdaderos Positivos                                                                                                        

FN= Falsos Negativos 
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7.6.2 Kappa de Cohen  

A través de ella se calculó la concordancia entre los resultados obtenidos en la PCRm acoplada 

a cada uno de los protocolos. Para conocer dicha concordancia se utilizó la fórmula descrita 

por Cohen (1960). 

K = 
𝑃𝑂 −𝑃𝐸

1 − 𝑃𝐸
 

 

Donde: 

PO= Porcentaje de acuerdo observado                                                                                                      

PE= Porcentaje de acuerdo esperado 

 

Los resultados obtenidos se interpretaron de acuerdo a los criterios descritos por  Hernández-

Nieto (2002), considerándose como una concordancia excelente a aquellos valores 

encontrados entre 0.76 y 1, como una concordancia satisfactoria valores entre 0.41 y 0.75 y 

concordancia insatisfactoria los valores encontrados entre 0.40 y -1 

 

7.6.3 Análisis de X2 

Para conocer si existía diferencias estadísticas entre los resultados obtenidos en la PCRm 

acoplada a cada protocolo se realizó un análisis de 𝜒2 utilizando un nivel de confianza del 95% 

(Mendivelso y Rodríguez, 2018) 

 

 Σ = 
(𝑓𝑜−𝑓𝑒)2

𝑓𝑒
  

 

Donde: 

fo= Valores observados                                                                                                                           

fe= Valores esperados  

 

8.  RESULTADOS 

 

Se analizó un total de 20 muestras de ovinos y 30 de caprinos. Las muestras fueron exudados 

colectados en bolsas plásticas obtenidos directamente de las lesiones. 

 

Las muestras se reportaban positivas al diagnóstico bacteriológico cuando las características 

de cultivo y bioquímicas coincidían con las descritas por Belchior et al, 2007. Mediante el 

diagnóstico bacteriológico se obtuvieron 39 resultados positivos (14 muestras de ovinos y 25 

de caprinos) y 11 resultados negativos (6 de ovinos y 5 de caprinos), los mismos resultados se 

obtuvieron para el diagnóstico de PCRm acoplada al protocolo 1. Los resultados negativos 

corresponden a la ausencia de crecimiento bacteriológico en ocho de las muestras analizadas 

y al crecimiento de colonias con características morfológicas y bioquímicas diferentes a C. 

pseudotuberculosis en tres más. 
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En el diagnóstico mediante PCRm acoplada al protocolo 2 se obtuvieron 46 resultados positivos 

(18 de ovinos y 28 de caprinos). Estos fueron considerados así cuando amplificaron las 

porciones de los genes 16S rRNA, rpoB y pld (figura 1);  cuatro de las muestras analizadas 

fueron negativas (2 de ovinos y 2 de caprinos), mismas que se consideraron negativas en el 

diagnóstico bacteriológico y en la PCRm acoplada al protocolo 1. Mediante la PCRm acoplada 

al protocolo 3, los resultados fueron negativos en las 50 muestras analizadas, debido a esto no 

se realizó análisis estadístico para el protocolo 3. 

 

En el cuadro 5 se resumen los resultados de las muestras que presentan diferencias entre la 

bacteriología y los obtenidos mediante las PCRm utilizando cada uno de los protocolos 

analizados. Siete de los resultados que son negativos al diagnóstico bacteriológico, resultaron 

positivos con la PCRm acoplada al protocolo 2. Dos muestras que resultaron positivas a 

bacteriología y PCRm con protocolo 1 fueron también positivas con la PCRm acoplada al 

protocolo 2 cuando se realizó una dilución del ADN previamente cuantificado. El límite de 

detección de ADN en la PCRm fue de  10 pg/μL 

 
Tabla 5. Resumen de los resultados que presentan discrepancia entre ellos  

No REGISTRO BACTERIOLOGÍA PCR CON EXTRACCIÓN 

ADN 

PCR DE 

MUESTRA SIN 

EXTRACCIÓN 

CULTIVO MUESTRA 

1 7028 Hn 297 Negativo (CI) Negativo Positivo Negativo 

2 6896 292 Negativo (CI) Negativo Positivo Negativo 

3 B003 292 Negativo (CI) Negativo Positivo Negativo 

4 6329 Positivo Positivo Positivo (Dil) Negativo 

5 6313 Negativo (SC) Negativo Positivo Negativo 

6 649 Negativo (SC) Negativo Positivo Negativo 

7 869 Negativo (SC) Negativo Positivo Negativo 

8 838 Negativo (SC) Negativo Positivo Negativo 

9 300771 Positivo Positivo Positivo (Dil) Negativo 

SC: Sin crecimiento bacteriológico   Dil: Dilusión de ADN 

CI: Crecimiento de colonias sin características morfológicas y tintoriales sugerentes a C. pseudotuberculosis. 
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Imagen 1. Perfil de 

amplificación de la PCRm 

para C. pseudotuberculosis 

de muestras de caprino y 

ovino. Carril 1. Marcador de 

100 pb, 2. Control negativo, 

3. Control positivo, 4-9 

Productos finales de la de 

muestras de caprino. 10-15 

Productos finales de la de 

muestras de ovino. La 

muestra del carril 14 se 

observa negativa.  

 

 

 

8.1 Análisis de cuadros 2 x 2 para obtención de la sensibilidad de las pruebas 

 

En los cuadros 7 y 8 se muestra los procedimientos para el cálculo de la sensibilidad de la 

PCRm acoplada los protocolos 1 y 2, para ello, se considera en las columnas la “condición”, 

que se refiere a la presencia o ausencia de signología sugerente de LC, es positiva cuando los 

animales presentaban abscesos y negativa cuando no. Por este motivo, las 50 muestras 

obtenidas se incluyen en la columna de condición positiva. En las filas se muestran los 

resultados a cada uno de los métodos de diagnóstico, ya sea una prueba con resultado positivo 

o resultado negativo.  

 

 

 8.1.1 Sensibilidad del diagnóstico por bacteriología (Gold Standar)  

Con el cuadro 6 se obtuvo la sensibilidad para el diagnóstico por bacteriología. Se observa que 

en 39 de las 50 muestras hay resultados positivos para C. pseudotuberculosis, los 11 restantes 

fueron negativos por este método de diagnóstico. Así, se obtiene una sensibilidad de 78%.  

  

 
Tabla 6. Cuadro 2 x 2 para los resultados obtenidos mediante bacteriología 

 Condición + 

(50) 

Condición - 

(0) 

TOTAL 

TEST + 39 0 39 

TEST -  11 0 11 

TOTAL  50 0 50 

 

Sensibilidad= VP/(VP+FN)= 39/(39+11)= 39/50= 0.78 x 100= 78 % 
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8.1.2 Sensibilidad del diagnóstico por PCRm acoplada al protocolo 1 

En el cuadro 7 se obtuvo la sensibilidad para el diagnóstico por PCRm con extracción de ADN 

a partir de cultivo bacteriano (Protocolo 1), los resultados que se obtuvieron fueron iguales al 

diagnóstico por aislamiento bacteriológico, debido a que la extracción de ADN, se realizó a 

partir de dicho cultivo. De las 11 muestras negativas, 3 presentan un crecimiento inespecífico, 

es decir, no se encontró ninguna colonia con las características de C. pseudotuberculosis,en 8 

muestras no hubo crecimiento alguno.  

 

 

Tabla 7. Cuadro 2 x 2 para los resultados obtenidos mediante la PCRm acoplada al 

Protocolo 1  

 Condición + 

(50) 

Condición - 

(0) 

TOTAL 

TEST + 39 0 39 

TEST -  11 0 11 

TOTAL  50 0 50 

 

Sensibilidad = VP/(VP+FN) = 39/ (39+11) = 39/50= 0.78 x 100= 78 % 

 

  

8.1.3 Sensibilidad del diagnóstico por PCRm acoplada al protocolo 2 

De la misma manera se obtuvo la sensibilidad  para el diagnóstico por PCRm acoplado al 

Protocolo 2 (Tabla 8). Se obtuvieron 46 resultados positivos mediante esta prueba, los 4 

resultados negativos concuerdan con muestras que también fueron negativas al diagnóstico 

bacteriológico y por PCRm acoplado al protocolo 1, estos resultados coincidieron con las 

muestras donde no hubo crecimiento bacteriano. La sensibilidad de la prueba fue de 92 %.  

 

 

Tabla 8. Cuadro 2 x 2 para los resultados obtenidos mediante la PCRm acoplada al 

Protocolo 2  

 Condición + 

(50) 

Condición - 

(0) 

TOTAL 

TEST + 46 0 39 

TEST -  4 0 11 

TOTAL  50 0 50 

 

Sensibilidad = VP/(VP+FN) = 46/(46+4)= 46/50= 0.92 x 100= 92 % 
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8.2 Análisis de cuadros 2 x 2 para la obtención de índice de Kappa de Kohen y X2 

 

 

8.2.1 Diagnóstico bacteriológico VS PCRm acoplada al Protocolo 1 (Tabla 9)  

Debido a que los resultados del diagnóstico bacteriológico y PCRm utilizando el protocolo 1 

fueron idénticos, la prueba de Kappa entre ambos métodos mostró una concordancia excelente 

(K=1).  

 

X2 es igual a 50, con un grado de libertad y una confianza de 0.95, por lo tanto, la asociación 

entre bacteriología y PCRm con protocolo 1 se considera que existe diferencia estadística 

significativa. 

 

 

Tabla 9. Cuadro 2 x 2 de Bacteriología VS PCRm acoplada al protocolo 1  

 Bacteriología + (39) Bacteriología - (11) TOTAL  

PCRm P1 + 39 0 39 

PCRm P1 - 0 11 11 

TOTAL  39 11 50 

 

 

 

8.2.2 Diagnóstico bacteriológico VS PCR acoplada al Protocolo 2 (Tabla 10) 

 

En el cálculo de la concordancia entre bacteriología contra la PCRm acoplada al Protocolo 2, 

se obtuvo una concordancia satisfactoria (K=0.47). 

 

X2 es igual a 15.4149, con un grado de libertad y una confianza de 0.95, por lo tanto, la 

asociación entre el diagnóstico bacteriológico y PCRm con protocolo 2 se considera que existe 

diferencia estadística significativa. 

 

Tabla 10. Cuadro 2 x 2 de Bacteriología VS PCRm acoplada al protocolo 2 

 Bacteriología + (39) Bacteriología  - (11) TOTAL  

PCRm P2 + 39 7 46 

PCRm P2 - 0 4 4 

TOTAL  39 11 50 
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9.  DISCUSIÓN 

 

Once de 50 muestras fueron negativas al diagnóstico bacteriológico (gold standard), de las 

cuales, cuatro presentaron resultados negativos para la PCRm acoplada a todos los protocolos 

evaluados, en donde no se observó crecimiento bacteriano y no hubo amplificación de los 

fragmentos de ADN de C. pseudotuberculosis, por estas razones, se consideran resultados 

verdaderamente negativos. Hernández (2005), Bek-Pederson (1997) y Pekelder (2000), 

mencionan que otras bacterias son capaces de producir linfadenopatía supurativa en los 

pequeños rumiantes, algunas de ellas son Corynebacterium xerosis, Bacillus licheniformis, 

Trueperella pyogenes, Staphylococcus aureus subsp. anaerobius. Descartando a 

Corynebacterium xerosis, el resto de las bacterias mencionadas no presentan la capa de ácidos 

micólicos, una característica común a otros miembros de la familia de los actinomicetos, que 

algunos autores sugieren, permite que sobrevivan durante períodos prolongados en el medio 

ambiente (West et al., 2002). Conociendo estas características, si se hubiera tratado de un 

proceso piogénico ocasionado por Corynebacterium xerosis, el resultado estaría reflejado en 

la amplificación del gen 16S rRNA en alguna de las muestras negativas, apoyando este hecho 

con la investigación realizada por Khamis en 2004, donde menciona que la secuencia del gen 

16S rRNA puede ser utilizado para la identificación de género Corynebacterium (Cetinkaya et 

al., 2002; Khamis et al., 2004) 

De las siete muestras negativas restantes, tres son pertenecientes a muestras de caprinos y 

como se observa en el cuadro 5, hubo un crecimiento inespecífico de colonias bacterianas de 

las que no se obtuvo una identificación específica. Burillo, et al (2006) mencionan que en 

ocasiones, los microorganismos que colonizan las heridas de la piel provienen del entorno 

ambiental, siendo estos partes de la microbiota propia del tegumento o de las mucosas, 

pudiéndose considerar como contaminantes al momento de la siembra de las muestras, 

dificultando el crecimiento y enmascarando la presencia de los verdaderos patógenos 

procedentes de las lesiones directas. Por esta razón, la valoración de los primoaislamientos es 

de trascendencia, ya que permite aumentar el éxito en el diagnóstico, sobre todo en aquellas 

muestras en que existe una descripción detallada de la historia clínica, considerada información 

de gran utilidad. Tomando en cuenta que las lesiones de LC en muchas ocasiones se 

encuentran expuestas, durante la toma de muestra no sólo se recupera al microorganismo 

causante de la lesión, sino también a los propios de la piel del animal y del medio ambiente con 

que tiene contacto, disminuyendo la precisión de un diagnóstico certero mediante métodos 

poco sensibles como es el aislamiento bacteriológico.  

Posterior al aislamiento y la observación macro y microscópica de las colonias, es necesario 

realizar pruebas bioquímicas como método confirmatorio del diagnóstico bacteriológico, para 

lo cual es necesario que se logre un aislamiento puro que garantice la obtención de resultados 

confiables. Una contaminación frecuente durante el cultivo bacteriológico es la que se presenta 

con el género Proteus, bacterias presentes en el suelo y en la materia orgánica (Manos y Belas, 

2006). Este género bacteriano exhibe un tipo de desplazamiento en medios sólidos conocido 

como fenómeno de “swarming”, que se caracteriza por la extensión de sus colonias sobre las 

placas de agar sangre, formando una película que obstaculiza el crecimiento de cualquier otro 

microorganismo. Aunque este fenómeno no es exclusivo de Proteus spp, es el género en que 

más se ha estudiado. Otras bacterias que lo presentan son Chromobacterium spp, 

Pseudomonas spp, Serratia spp, Vibrio parahaemolyticus, V. alginolyticus, Clostridium tetani, 
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C. novyi, C. septicum y Bacillus alvei, entre otros (Belas, 1992). Con base a lo anterior, una 

muestra contaminada con alguno de los microorganismos antes mencionados no permitiría el 

aislamiento de C. pseudotuberculosis de manera rápida y sencilla, resultando en una 

desventaja para la bacteriología como único método de diagnóstico, ya que aumentaría el 

tiempo en la emisión de un resultado, aunado a la baja sensibilidad que esta prueba tiene. 

Estas características pueden estar relacionadas con tres de las muestras de caprinos que se 

reportaron negativas al aislamiento de C. pseudotuberculosis y con crecimiento inespecífico 

observado en el cultivo, en donde hubo contaminación desde el primoaislamiento, además del 

crecimiento de múltiples bacterias con características muy diferentes a las de C. 

pseudotuberculosis. Cabe mencionar que estas mismas muestras fueron positivas a la PCRm 

con extracción de ADN mediante el protocolo 2, demostrando que la extracción de ADN 

directamente de las muestras clínicas puede favorecer a la sensibilidad en la confirmación del 

diagnóstico de LC.  

Igualmente, cuatro de las muestras que pertenecen a ovinos, fueron negativas al diagnóstico 

bacteriológico y a la PCRm mediante la extracción del ADN con el protocolo 1 debido a que no 

se observó crecimiento bacteriano de ningún tipo, a pesar de esto, fueron positivas a la PCRm 

mediante extracción de ADN con el protocolo 2, estos resultados fueron considerados falsos 

negativos.  

Bonini (2002) menciona que existen tres tipos de errores en el proceso de diagnóstico de una 

enfermedad, dos de ellos pueden estar muy relacionados con los resultados obtenidos en el 

presente estudio. Los pre-analíticos, asociados a la colecta y correcta conservación de 

muestras, influyen directamente en los resultados obtenidos durante la ejecución de la técnica 

diagnóstica. Siendo las muestras de ovinos recibidas directamente en el laboratorio, no es 

posible conocer los factores que pudieron contribuir a este error, aunque se pueden suponer 

los errores como en la técnica de toma de muestra, no usar el material adecuado para la 

recolección de la misma, la incorrecta conservación y el tiempo considerado para el envío de 

la muestra que asegure la viabilidad de los microorganismos asociados a la patología que se 

desea confirmar.  

Los errores de la fase analítica abarcan todos los procedimientos relacionados directamente 

con el procesamiento de la muestra, la realización de las pruebas solicitadas y la validación e 

interpretación de los resultados emitidos. Nutting (1996), Plebani y Carraro (1997) estiman que, 

en la fase analítica, la incidencia de errores asciende al 13% del total que se producen, aunque 

hay otros autores como Wiwanitkit (2001) y Boone (1993) que consideran una incidencia de 

4,35% y de 7% respectivamente. Los errores de la fase analítica pueden evitarse al tener un 

proceso estrictamente metódico, tal como fue realizado en este estudio, con los procedimientos 

anteriormente descritos y tomando en cuenta esto, se infiere que dentro de este estudio se 

redujeron los errores de esta fase, aun así, se deben considerar como errores comunes siempre 

y cuando se presenten en la frecuencia ya establecida.  

Plebani y Carraro (1997) mencionan que altas concentraciones de material genético en las 

muestras pueden provocar una inhibición sobre la PCR, ya que los cebadores y DNTP´s se 

agotan en los ciclos iniciales del termociclado o bien, puede también ocasionar la inhibición de 

la ADN polimerasa (Dittapongpitch, 2003; Altshuler, 2008). Se estima que la concentración 

máxima de ADN que debe ser utilizado por reacción es de 500 ng (Eguiarte et al. 2007). Por 

esta razón, se decidió hacer una dilución 1:4 en dos muestras que arrojaron un resultado 

negativo, posteriormente se volvió a realizar la PCRm, atribuyendo el primer resultado a una 
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inhibición por exceso de material genómico, ya que esas muestras presentaron 

concentraciones superiores a los 1000 ng. Los resultados que se presentaron en la segunda 

PCRm utilizando el ADN diluido, fueron positivos. De esta manera se comprobó que las altas 

concentraciones del ADN afectan directamente la confianza de los resultados de la prueba.  

Un factor importante en la técnica de PCR es el método de extracción del ADN, porque los 

inhibidores de las polimerasas de ADN pueden ser extraídos conjuntamente y la calidad y 

cantidad de la secuencia blanco condicionan los siguientes pasos de la técnica, así pues, un 

resultado negativo puede deberse a la ausencia de la secuencia blanco, pero también a la 

inhibición total de la amplificación (falso negativo) (Poma, 2012). En este estudio se intentó 

realizar la PCRm prescindiendo de la extracción de ADN (Protocolo 3), aumentando todas las 

posibilidades de la presencia de los inhibidores de las polimerasas de ADN que pudieran estar 

contenidas en la muestra, los resultados que se obtuvieron fueron negativos. Esta constancia 

en los resultados se puede atribuir a una inhibición de la PCR debido a las posibles altas 

concentraciones de contaminantes orgánicos e inorgánicos incluidos en la muestra. De estos, 

se han reportado una amplia variedad y son particularmente abundantes en muestras 

complejas como fluidos animales, alimentos, suelos orgánicos y muestras con altas 

concentraciones bacterianas (Moreira 1998, Queiroz 2001).  

Entre las sustancias inhibidoras de la PCR se encuentran los iones de hierro y calcio, los ácidos 

húmicos (Schriewer, 2011) y los taninos, cuyos grupos fenólicos libres se oxidan para formar 

quinonas que inactivan la polimerasa de ADN (Kontanis, 2006), el grupo hemo, la heparina, los 

anticuerpos, los lípidos (Kubista, 2006) y el tiocianato de guanidina, entre muchos otros. Como 

en cualquier reacción enzimática, la magnitud del impacto dependerá del tipo de inhibidor y de 

su concentración (Nolan, 2006). Dentro de una muestra de exudado purulento se van a 

encontrar múltiples restos celulares, tanto del patógeno como de huésped, y sin un proceso de 

eliminación de excesos de estos residuos, se puede producir una inhibición de la PCRm, una 

característica estructural de C. pseudotuberculosis es que posee una gran cantidad ácidos 

corimicólicos en su pared celular, la presencia de estos compuestos puede estar relacionados 

en la inhibición de la reacción cuando se utilizó el protocolo 3.  

Ilhan, 2013, realizó una comparación similar a la realizada en éste estudio, utilizando como 

muestras los linfonodos completos recuperados de cadáveres de ovinos para después extraer 

el ADN mediante el método fenol-cloroformo-alcohol isoamílico, la PCR usada en su estudio 

amplifica únicamente la porción del gen pld y al comparar los resultados de PCR con los 

obtenidos mediante la bacteriología, observó que existieron diferencias significativas con un 

análisis X2, siendo la PCR el método más eficiente. En el presente estudio se demostró 

mediante la prueba de X2 que existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos 

en bacteriología y los obtenidos mediante la PCRm usando el protocolo 2, asegurando además 

una buena cantidad y calidad de material genético para el diagnóstico. En los resultados de 

PCR, Ilhan obtiene una sensibilidad del 98.76% mientras que en este estudio se obtuvo una 

sensibilidad de 92%, esto puede deberse a que no se tuvo el control de la toma y el envío de 

las 20 muestras pertenecientes a ovinos, en donde se observa que en seis de ellas no hay 

crecimiento bacteriano al primoaislamiento o hay contaminación con otras bacterias no 

identificadas. 

El índice de Kappa obtenido entre la bacteriología y la PCRm acoplada al protocolo 1 fue de 1, 

referida como una concordancia perfecta. Para el diagnóstico bacteriológico y la PCRm 

acoplada al protocolo 2 fue de 0.47, estadísticamente considerada como una concordancia 
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satisfactoria (Hernández-Nieto, 2002; Landis y Koch, 1977). La diferencia de las concordancias 

obtenidas entre la bacteriología y los resultados de la PCRm con ADN obtenido en ambos 

protocolos es debido a que el protocolo de extracción 2 permitió la detección de 46 muestras 

positivas a LC, mientras que el aislamiento y el PCRm con extracción de ADN mediante el 

protocolo 1 solo lograron detectar a 39 de las 50 muestras analizadas. Al igual que lo 

previamente reportado por Pacheco (2007), el límite de detección obtenido en la PCRm 

utilizada en este trabajo fue de 0.001ng de ADN bacteriano.  

Cetinkaya en el 2002, diseñó una PCR para la identificación de C. pseudotuberculosis a partir 

de la amplificación de una porción del gen 16S rRNA y analizando un total 118 muestras de 

exudado purulento de ovejas y cabras, obtuvo 93 resultados positivos con la amplificación de 

la porción del gen 16S rRNA, y 96 positivas mediante, pruebas bioquímicas, CAMP y CAMP 

reversa. Las tres muestras que no fueron similares presentaron resultados negativos a la 

producción de PLD y a la reducción de urea, es decir se obtuvieron tres resultados falsos 

positivos para las pruebas bioquímicas y pruebas de CAMP y CAMP reversa, lo que disminuye 

la especificidad de la prueba. En contraste con los resultados de Cetinkaya, en el presente 

trabajo se obtuvieron 11 resultados negativos a la bacteriología, de los cuales 7 fueron positivos 

a la PCRm acoplada al protocolo 2. La similitudes se observan en la amplificación a 815 pb de 

la banda correspondiente al gen 16S rRNA para el 100% de los verdaderos positivos. A pesar 

de esto no se debe perder de vista que la amplificación de la porción del gen 16S rRNA, 

determinará sólo el género bacteriano. 

 

Khamis en 2004, localizó una región hipervariable del gen rpoB del género Corynebacterium, 

a partir de la cual desarrolló iniciadores específicos para este género. Alibi en 2015, mediante 

el mismo gen, realizó una identificación de diversas cepas de Corynebacterium incluidos todos 

los miembros de este género de importancia en medicina clínica, entre ellas C. 

pseudotuberculosis. Logrando ambos autores la amplificación de una banda de 446 pb para 

esta especie. Igualmente, en este estudio la amplificación de la banda correspondiente al gen 

rpoB es de 446 pb para el 100% de los resultados positivos a PCRm, sin importar el protocolo 

de extracción de ADN al cual sea acoplada. Por otro lado, el gen pld es el principal factor de 

virulencia de C. pseudotuberculosis, esta proteína también es producida por C. ulcerans, por lo 

que Pacheco en 2007 diseñó un iniciador específico para el gen de cada género. Al igual que 

en la investigación de Pacheco, la amplificación del gen pld resultó en una banda de 206 pb 

para todas las extracciones de ADN de ambos protocolos en cepas de C. pseudotuberculosis 

o exudados purulentos que contenían a esta bacteria.  

 

 

10.  CONCLUSIÓN 

 

Se demostró que la PCRm mediante la extracción de ADN a partir de muestras de exudado 

purulento (protocolo 2) es el más eficiente para el diagnóstico de la LC debido una su mayor 

sensibilidad y rapidez en la emisión de un diagnóstico, demostrando una mejor capacidad de 

detección del agente etiológico en comparación con la gold standar. 

Debido a que Corynebacterium pseudotuberculosis puede afectar a diferentes especies 

animales donde no es hasta el momento un problema común, se sugiere que la PCRm puede 

ser implementada como un método de diagnóstico más preciso en enfermedades como pigeon 

fever en los equinos, linfangitis ulcerativa en los bovinos y porcinos, así como la enfermedad 
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de la piel edematosa en búfalos, además de tener potencial para ser utilizada en modelos 

experimentales de investigación.  
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ANEXO 1. Método de extracción de ADN mediante kit Comercial Zimo Research Quick g-

DNA Mini Prep (Zimo Research, EUA).  

 

El método de extracción consiste en agregar 200 μL de PBS 1x, en un tubo Eppendorf en donde 

se agregó una asada de muestra o de cultivo, se centrifugó a 5000 rpm durante 10 minutos, 

con esto se formó una pastilla en el fondo del tubo, y se eliminó el sobrenadante. Se agregó 

500 μL de solución de lisis, se mezcló hasta deshacer la pastilla y se incubó durante 10 minutos 

a temperatura ambiente. Continúa con una centrifugación a 5000 rpm durante 10 minutos, 

nuevamente hubo una formación de una pastilla al fondo y el sobrenadante se transfirió a una 

columna con tubo colector, evitando estrictamente que la pastilla pase a la columna. 

Posteriormente se agregó 200 μL de solución de pre-lavado, se centrifuga a 10 000 gravedades 

durante un minuto, se agregó 500 μL de solución de lavado, se centrifuga a 10 000 gravedades 

durante tres minutos, la columna se cambia a un tubo Eppendorf estéril y se agrega 50 μL de 

solución de elución y se dejó incubar durante 15 minutos y se realizó una centrifugación a 8 

500 rpm durante un minuto. El ADN obtenido se dejó reposando a temperatura ambiente 

durante 15 minutos y se almacenó en congelación.  
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