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Concordancia entre pruebas de ELISA, PCR y aislamiento
bacteriano, para diagnoéstico de linfadenitis caseosa en pequeiios
rumiantes:

Resumen

La linfadenitis caseosa es una enfermedad causada por la bacteria Corynebacterium
pseudotuberculosis, afecta principalmente a ovinos y caprinos. Se manifiesta con la presencia
de abscesos en los linfonodos de los animales. Existen dos presentaciones, la cutdnea en
donde se observan los abscesos en los linfonodos superficiales; y la presentacion visceral en
donde los abscesos se presentan en linfonodos viscerales. Esta enfermedad se puede
diagnosticar de varias formas, por ejemplo, se puede hacer basado en cuadro clinico, sin
embargo, esta opcioén no permite saber con certeza si C. pseudotuberculosis es la causante de
las lesiones, o se trata de otras bacterias que también generan abscesos. Para tener esa certeza
se puede hacer uso de pruebas de laboratorio, la principal prueba utilizada es el cultivo para
el aislamiento bacteriano, esta es considerada la prueba de oro para el diagndstico de esta
enfermedad, sin embargo, tiene limitaciones, como el hecho de que no puede identificar
animales con la presentacion visceral, a menos de que se haga la necropsia y se obtengan
muestras de lesiones sugestivas, ademas de que el andlisis bacteriologico requiere de varios
dias para poder tener resultados. Otra prueba utilizada es la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), ésta es mas rdpida, y presenta muy buena sensibilidad y especificidad.
Como el aislamiento bacteriano también necesita del material purulento por lo que tampoco
se puede utilizar para detectar animales con la presentacion visceral. El ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), es otra prueba que se puede utilizar para el
diagndstico de linfadenitis caseosa, y a diferencia de las anteriores, utiliza muestras
sanguineas, lo que permitiria detectar animales con la presentacion visceral de la enfermedad.

En este trabajo se compard el aislamiento bacteriano con la prueba de ELISA, para
determinar el indice de concordancia. El calculo del indice, reveld un valor de 0.59, lo que
indica que hay un grado de acuerdo moderado y por lo tanto la prueba de ELISA tiene validez
diagnostica aceptable. La prueba de PCR, que se utilizé para identificar las colonias obtenidas
en el aislamiento bacteriano, en lugar de las pruebas bioquimicas, fue una alternativa
excelente para la identificacion de C. pseudotuberculosis. También se realizo el grado de
concordancia entre la prueba de ELISA y la presencia o ausencia de abscesos superficiales,
donde se obtuvo una indice kappa de 0.1225. Este grado bajo de acuerdo, se dio por un
numero alto de animales sin abscesos superficiales que dieron positivos a la ELISA, lo que
podria sugerir que estos animales pudiesen tener linfadenitis caseosa de tipo visceral, por lo
que no descarta a la prueba de ELISA, como alternativa de diagndstico.

! Este trabajo de tesis fue financiado por el proyecto: ““Estandarizacion y elaboracién de un paquete
tecnologico sobre técnicas de diagnodstico de las principales enfermedades de los pequeios
rumiantes”. No. De SIGI: 1434034757



Introduccion

El ganado ovino en México

En México, como en otras partes del mundo el sector productivo primario es primordial para
garantizar la seguridad alimentaria de la poblacidon, para conseguir ese objetivo son
necesarias las actividades agropecuarias y de entre ellas la ganaderia resulta pieza
fundamental ya que provee una gran variedad de productos que necesarios para la buena
alimentacion de la poblacion. En México los ganados ovino y caprino van abriéndose paso
entre los ganados tradicionales (bovino, porcino y avicola), en el caso de la carne la
produccion de ovino ha ido incrementando en los ltimos afios pasando de 55 mil toneladas
en 2010 a 64 mil en el afio 2019, los caprinos no tienen la misma tendencia puesto que aqui
la produccion ha sufrido una disminucion durante el mismo periodo, pasando de 44 mil
toneladas en 2010 a 40 mil toneladas en 2019, en cuanto la leche de cabra la produccion se
ha mantenido estable en los Gltimos afos siendo esta de 160 millones en promedio entre los

afios 2010 y 2019. (32)

Actualmente, el ganado ovino tiene un 0.3% de participacion nacional en la produccion
pecuaria, principalmente por la produccion de carne; los caprinos, por otro lado, participan
un 0.9% mayormente por la produccion de leche (0.7%). La produccion de carne de ovino
fue alrededor de 64 mil toneladas en 2019 lo que equivale a 4 804 millones de pesos. A
diferencia de la carne ovina, la produccion de carne caprina no ha tenido un crecimiento
sostenido, en diez afios en promedio de esta produccion ha sido de 41 toneladas por afio, en
2019 la produccion fue de 40 toneladas lo que represent6 un valor de 2 696 millones de pesos.
La produccion de leche ha tenido un valor en 2019 de 903 millones de pesos. Si bien los
ingresos generados por estos ganados no se comparan con los generados por la produccion
de otras especies, (el ganado vacuno genera 139 millones de pesos al afio, las aves 114
millones y el ganado porcino 73 millones al afio) su aportacioén es importante debido al tipo
de poblacion que se dedica a esta actividad, que son principalmente unidades productivas
familiares que provee no la totalidad de los ingresos de las familias, pero si una parte

importante de ellos. (32)

Uno de los rubros mas importantes para lograr tener una 6ptima produccion es el control

sanitario, evitar las enfermedades emergentes y controlar las existentes ha sido desde siempre



una preocupacion de los ganaderos. Las enfermedades infecciosas han acompafiado a la
humanidad desde el inicio de los tiempos, sin embargo, en los ultimos siglos se han ido
generando métodos de diagnostico y tratamiento para las enfermedades que mas estragos

generaban sin embargo todavia se sigue padeciendo de sus efectos.

La enfermedad
Tal es el caso de la linfadenitis caseosa (LC), una enfermedad conocida desde hace varios

siglos que es conocida también como pseudotuberculosis, apostema de los ovinos,
enfermedad de Preisz-Nocard. (2,3) Esta es una enfermedad de cursos cronico (de meses a
afios) caracterizada por la aparicion de granulomas (abscesos) en linfonodos. Afecta a ovinos
y caprinos domésticos, ferales y segiin algunos autores, silvestres. (1) Es causada por la
bacteria Corynebacterium pseudotuberculosis (C. pseudotuberculosis). Se reconocen dos
presentaciones, la superficial, que afecta los linfonodos retrofaringeos, parotideos, popliteos,
submandibulares, preescapulares, precrurales y mamarios, y la presentacion visceral. No se
caracteriza por causar gran mortandad, ya que tiene poco efecto en la salud general de los
animales, a menos que se generalice la enfermedad, su mayor efecto en la produccion es por
las pérdidas econdmicas que genera debido a los decomisos de canales carnicas, disminucion
en la produccion de leche, carne y lana, también se menciona que estd relacionado con el

sindrome de debilitamiento progresivo. (5, 7, 9, 28, 36, 37)

La LC esta presente en todos los continentes habitados, principalmente en paises que tienen
una gran produccion de pequeios rumiantes, como Australia, Nueva Zelanda, Reino Unido,
Los Paises Bajos, Estados Unidos, Argelia, Iran, Argentina, Espafia, Francia, Noruega, etc.
Se ha sugerido que esta enfermedad surgié Europa y fue distribuida por el mundo desde la
época colonial, por las principales potencias navales de la época, espafioles, britanicos y

holandeses, que llevaron su ganado caprino y ovino a los territorios que invadieron. (13, 28)

La prevalencia actual de esta enfermedad es baja, sin embargo, todavia a mediados del siglo
XX se decia que en paises como Australia tenia en sus diferentes regiones prevalencias de
entre 50 y 90%, en 1983 se empez6 a vacunar en ese pais y actualmente reportan que tienen
entre 20 y 30%. En otros paises donde la produccion ovina no tiene un peso tan grande como
en Australia, las prevalencias son bajas. En la zona norte de México, en las regiones aridas

de Durango y Coahuila donde se produce leche de cabra principalmente (ademas de carne de



ovino y caprino), se han reportado prevalencias de entre 2 y 5%, muy diferente a lo visto en
Australia. No esta bien definido el porqué de esta gran diferencia, podemos pensar que las
diferencias entre formas de diagnostico, la tecnificacion de los sistemas de produccion, los

climas tal vez puedan influir. (8, 26, 27, 33)

El agente
La bacteria Corynebacterium pseudotuberculosis es una bateria intracelular facultativa Gram

positiva. La enfermedad que provoca fue descrita por primera vez en 1888 por un veterinario
francés a partir de un caso de linfangitis ulcerativa. Fue descrita como el “bacilo Preiz-
Nocard”, fue hasta 1923 que se clasific6 dentro de la familia Corynebacterium con la especie
ovis, fue hasta mediados del siglo XX quedo clasificada de manera definitiva como C.

pseudotuberculosis. (5, 13, 28)

Se sabe que C. pseudotuberculosis genera dos enfermedades, la linfangitis ulcerosa que se
presenta en bovinos y equinos, y la linfadenitis caseosa que se presenta en ovinos, caprinos
y en algunas regiones se ha observado que también la presentan los camélidos. En México
encontramos dos biovariedades, C. pseudotuberculisos biovar ovis y C. pseudotuberculosis
biovar equi, clasificadas asi en 1988 con base en los huéspedes que prefieren, y por la
capacidad de reducir nitrato, la biovariedad C. pseudotuberculosis ovis siendo incapaz de
reducirlo y afectando principalmente a pequefios rumiantes. La capacidad de reducir el nitrato
se da por la expresion del gen narG presente en la biovariedad variedad C.

pseudotuberculosis equi. (7, 25)

C. pseudotuberculosis es parte de la familia Actinomycetaceae y parte del grupo CNMR, que
contiene bacterias relacionadas filogenéticamente entre si de los géneros Corynebacterium,
Nocardia, Mycobacterium y Rhodococcus. C. pseudotuberculosis es una bacteria Gram
positiva (aunque se indica que esta tincion llega a ser irregular), es pleomorfica, mayormente
se encuentran en forma de bastones (0.5-0.6 a 1.0-3.0 um), es un patdégeno intracelular
facultativo, no esporulada, sin capsula, fimbriada, no es 4cido alcohol resistente, posee una
pared celular quimiotipo IV (con acido meso-diaminopimélico), compuesta principalmente
por peptidoglicanos, arabinogalantdn y 4cidos micolicos (estos son similares a los de
Mycobacterium), acidos grasos celulares de cadena corta saturados e insaturados; suele

agruparse en forma de letras chinas. Junto con C. diphtereae y C. ulcerans, C.



pseudotuberculosis, puede albergar un bacteriéfago que induce la generacion de exotoxina
diftérica. C. pseudotuberculosis puede crecer en condiciones aerobias y anaerobias cuando
estd a 37 °C. En medios so6lidos forma colonias blanquecinas, secas y de consistencia friable.
En las primeras 24 h de incubacion se pueden observar pequefias colonias amarillentas bajas
que se hacen mas grandes y con las caracteristicas antes mencionadas a las 48h. Entre las 48
y 72 h puede observarse una tenue B-hemolisis, cuando se cultiva en agar sangre de carnero.
En medio liquido forma grumos debido a los acidos micolicos, estos se encuentran en el
exterior de la pared. Los acidos de Corynebacterium son los mas cortos del grupo CNMR,
con una longitud de 20 y 36 atomos de Ci4, en comparacion con los de Mycobacterium spp
con que son de 60 y 90 atomos de Ci4. El hipoclorito de calcio y la formalina pueden inactivar
esta bateria, sin embargo, son poco eficaces cuando hay gran cantidad de materia organica.
(5,13,37)

Factores de virulencia

Los factores de virulencia de C. pseudotuberculosis son varios, entre los cuales estd n los
glucolipidos y acidos micolicos en la pared, las exotoxinas fosfolipasa D (PLD) y la
esfingomielinasa, (las principales y mas estudiadas son los dcidos corinomicélicos y la PLD),
la PLD es una glicoproteina con una composicion similar al colageno, esta enzima es capaz
de hidrolizar una o mas enlaces éster en glicerofosfolipidos , el dafio que produce en la
membrana de las células del huésped se traduce en la necrosis del tejido. En las células
eucariotas las fosfolipasas colaboran con la trasmision de sefales y mantenimiento de la

membrana. (5)

La PLD interfiere con la quimiotaxis de neutréfilos, también hidroliza la esfingomielina, lo
que aumenta la permeabilidad de la membrana endotelial, también causa necrosis dérmica e

inflamacién. (13, 36)

Las membranas celulares de los mamiferos son mayormente lipoproteicas, lo que las hace
susceptibles a invasiones microbianas que han adaptado sus mecanismos de invasion a este
tipo de células, tal es el caso de C. pseudotuberculosis, en la bacteria la PLD ayuda a la
proteccion de integridad de la membrana. La PLD fue descubierta en 1940 y desde ese

entonces se ha encontrado en los aislamientos de las dos biovariedades conocidas. Cuando



se elimina el gen p/d se ha observado que la bacteria se vuelve incapaz de formar los abscesos.
(13)

El gen pld codifica una proteina de 31.4 kDa consistente con el tamafo de PLD, se trascribe
a partir de ARNm de aproximadamente 1.1 kilobases de longitud que aparece en una sola

copia en el genoma de C. pseudotuberculosis. (1)

Los acidos corinomicoélicos representan del 5-8% del peso de la célula bacteriana, estos dan
las caracteristicas de cultivo (colonias caseosas, pelicula en la superficie del caldo de cultivo)
también ayuda a resistir la accion de las células de defensa (neutréfilos, macrofagos) esto le
confiere la capacidad de ser un pardsito intracelular. Se ha relacionado que entre mayor
contenido de acidos corinomicoélicos es mayor la virulencia de la bacteria, también se sugiere
que estos permiten que C. pseudotuberculosis sobreviva por periodos prolongados en el

ambiente. (13, 28)

C. pseudotuberculosis puede sobrevivir en el ambiente por largo tiempo ayudado por las
bajas temperaturas, la humedad, y fomites. Se han encontrado bacterias viables hasta seis
meses en ambiente de granja y en el suelo se han encontrado hasta ocho meses después. La
enfermedad inicia cuando la bacteria entra en el organismo por medio de lesiones en la piel
0 por mucosas, algunos mencionan que incluso puede entrar a través de la piel intacta,
también se indica que algunos artropodos pueden participar de manera mecanica en la

trasmision de esta enfermedad. (4, 7, 13, 28, 35)

Cuando la via de entrada es la piel lesionada lo mas comin es que afecte linfonodos
superficiales, el mas cercano al lugar de la inoculacion. En paises con alta produccion de
ovinos, como Australia y Nueva Zelanda, se menciona que los linfonodos mas afectados son
los preescapulares y los popliteos, debido a la préctica de la esquila, en cabras se menciona
que los linfonodos afectados mas comunes son los submandibulares y los retrofaringeos.

Aunque en paises con una producciéon mas modesta estos patrones pueden variar. (4)

Cuando C. pseudotuberculosis entra en el organismo en los primeros momentos de la
infeccion cutdnea, muchos neutréfilos aparecen en la zona de inoculacion, tiempo después
(24 h) de este primer contacto, los neutrofilos ahora aparecen en el drenaje mas cercano al

sitio de inoculacion y a partir del tercer dia, la accion de los neutrofilos empieza a disminuir



y el nimero de macréfagos empieza a aumentar de manera drastica. Los macrdéfagos
fagocitan las bacterias y asi las transportan a los linfonodos cercanos, siendo este el principal

sitio de colonizacion. (13)

Los acidos micolicos y el PLD juegan aqui un papel muy importante, ya que hidrolizan la
lisofosfatidilcolina y esfingomielina de las membranas endoteliales de vasos sanguineos y
linfaticos. La desestabilizacion de la membrana celular provoca lisis celular aumentando la
permeabilidad vascular, generando edemas y facilitando la diseminacion de la bacteria, la
PLD inhibe la quimiotaxis de los neutrofilos, la degranulacion de células fagociticas y activa

el sistema del complemento por la via alterna. (2)

Las bacterias que son fagocitadas resisten a los fagolisosomas, gracias a la capa lipidica de

la célula bacteriana. Esta capa de dcidos micdlicos es piogénica pero no es inmunogénica. (3)

Patogénesis
Los abscesos se forman cuando hay una gran acumulacion de microorganismos, la fagocitosis

por parte de las células de defensa, y la degeneracion celular de las mismas que genera la
liberacion de enzimas lisosomales. Esto genera la separacion huésped-infeccion, mediante
capas de células mononucleares y tejidos fibrosos, esto hace que la lesion tenga una forma
acebollada caracteristica. Cuando los macrofagos capturan las bacterias y las llevan al
linfonodo, empiezan a formar microabscesos en la region cortical del linfonodo que drena el
sitio donde fue la inoculacion. A los pocos dias (1 semana aproximadamente) estos primeros
abscesos se van fusionando y debido a esta expansion y al aumento de tamafio se forman
abscesos mas grandes. Estos primeros piogranulomas contienen bacterias, detritus celulares,
una gran cantidad de eosinofilos que le dan el caracteristico color verdoso. Los monocitos y
macrofagos son las células dominantes en la lesion. Luego la lesion se encapsula lo que
disminuye la inflamacion. Si el absceso se revienta, el proceso vuelve a iniciar. El ciclo de
fagocitosis, multiplicacion en los macrofagos, degeneracion celular y la formacion de la capa

es la base para entender lo cronico de esta enfermedad. (4, 13, 28)

El contenido purulento va cambiando de aspecto de acuerdo con el tiempo que lleve la
enfermedad. En la presentacion crénica de la enfermedad, el contenido purulento se
solidifica, se hace mas blanquecino y el centro se calcifica, estos tienen menor cantidad de

bacterias, pero como se ha mencionado, estas pueden estar viables por mucho tiempo, los



abscesos que se forman pueden alcanzar tamafios de hasta 15 cm, pero lo mas comun es que

sean de 3-5 cm de circunferencia.

A partir de la cuarta semana postinfeccion se empiezan a detectar anticuerpos, el pico maximo
de estos lo encontramos en la decimoséptima semana, perdurando por lo menos veinte

semanas. (4, 5, 13)

El periodo de incubacion de la inoculacion, hasta la formacion de los abscesos es de 2-6
meses. El sistema inmune del huésped puede contener y eliminar infecciones tempranas, sin
embargo, en infecciones cronicas, la bacteria puede persistir en el huésped a pesar de la
respuesta humoral y mediada por células. Los huéspedes expuestos a una primoinfeccion
tienen proteccion a una segunda exposicion por varios meses, pero siguen siendo portadores
en los sitios de infeccion primarios por lo que el animal se considera infectado por el resto

de su vida. (35)

Se pueden encontrar bacterias viables en los abscesos varios afios después de la infeccion,

incluso se ha visto que pueden reactivar la infeccion.

Existen varias rutas de inoculacién experimental de la enfermedad (donde hay mucosas),
pero en la infeccion natural la principal ruta de infeccion es la cutdnea. En la forma visceral

los o6rganos mas afectados por la infeccion natural son los pulmones. (13)

Cuando se inocula la bacteria en sangre, se ha visto que los 6rganos mas afectados son los
pulmones y los rifiones, debido que se acumulan los émbolos bacterianos en los pequefios
sistemas vasculares de estos 6rganos. En los pulmones generan también bronconeumonias,
pleuritis que genera adherencias fibrinosas en la pared toracica o diafragma. Los linfonodos
mas afectados en las infecciones viscerales son los mediastinicos y bronquiales. (4,13, 28.

35)

Diagnostico de l1a enfermedad
El aislamiento bacteriano es el diagndstico definitivo para LC, éste se puede hacer a partir de

material purulento recuperado de los abscesos debridados, se puede tomar con puncién o por
medio de un hisopo. Es muy importante mantener medidas estrictas de higiene al momento
de tomar las muestras, pues se corre el riego de contaminar el ambiente y asi diseminar mas

la bacteria, ademds de contaminar la muestra con organismos saprofitos que nos dan



resultados equivocados principalmente (falsos negativos) ya que C. pseudotuberculosis es
mas sensible que las bacterias que normalmente encontramos en la piel, por esto, es
recomendable desinfectar y realizar la tricotomia de la zona de donde se obtendra el material

purulento.

El medio que se utiliza para sembrar esta bacteria es el agar sangre, suplementado con 5% de
sangre de carnero sin fibrina, en el cual se hace un sembrado inicial y se deja crecer de 24-
48h a 37 °C. Las colonias observadas son blanquecinas, secas, y con una ligera beta hemolisis
alrededor. Las colonias tomadas de estos cultivos son tefiidas con tinciones de Gram y
algunos autores recomiendan Ziehl-Neelsen. Se pueden realizar pruebas bioquimicas o

utilizar kits comerciales para identificacion bacteriana

Este diagndstico es econdomico, pero requiere de habilidad para recolectar las muestras y asi
evitar contaminacion que afecte nuestro resultado. Es un método algo tardado y que requiere
de un laboratorio de bacteriologia; ademas de ser el método mas difundido y actualmente el
definitivo; sin embargo, al requerir de material purulento, no es util para detectar las formas
viscerales ni para enfermedades en etapas tempranas, animales recuperados o con la infeccion

subclinica. (5, 13, 16, 17, 20, 23, 28)

Se han desarrollado varias pruebas serologicas para el diagnoéstico de LC como las pruebas
de aglutinacion en tubo, fijacion del complemento, hemoaglutinacion indirecta, precipitacion
por difusion en gel, inhibicion de antihemolisina, inhibicion de la hemolisina. Estas pruebas
han tenido resultados controversiales entre médicos e investigadores, ya que por si mismas
no son confiables puesto que arrojan falsos positivos y negativos, dependen de la evolucion
de la enfermedad. En paises donde se vacuna contra LC estas pruebas no distinguen entre
anticuerpos vacunales y de campo. La inmunidad materna también arroja resultados falsos
positivos. Para que estas pruebas funcionen de mejor manera se deben elaborar planes donde

se corran mas de una prueba, y detectar un cambio en el titulo de anticuerpos. (17)

La prueba de analisis de inmunoensayo de adsorcion ligado a enzimas (ELISA) ha
demostrado tener los mejores resultados para el diagndstico de LC. Para realizar estas
pruebas se pueden utilizar células bacterianas, toxinas y proteinas secretadas por C.

pseudotuberculosis. Se ha observado que la prueba de ELISA-I basada en PLD ha



demostrado sensibilidad y especificidad de 93.5% 100% respectivamente. La ELISA para
detectar INF y en cambio tiene sensibilidad y especifidad e 91% y 98%. (3)

Las pruebas serologicas que tienen como antigeno la PLD, se basan en la deteccion de la
respuesta humoral puesto que va dirigido a la IgG del hospedador, mientras que tienen INF

Y, se basan en la deteccion de la respuesta celular.

Para la prueba se han utilizado varias preparaciones de antigenos, como los de la pared, la

PLD cruda, sobrenadante celular y exotoxina recombinante.

En general, la prueba funciona de buena manera, aunque algunos autores indican que en
cabras es mas efectiva. Las variaciones de especificidad son debido a las reacciones cruzadas
con especies bacterianas relacionadas. Es recomendable no depender de un solo antigeno
para el diagnostico, ya que uno solo no es suficiente para detectar todos los casos de LC. (13,

23)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de biologia molecular cuyo
fundamento es detectar y amplificar fragmentos especificos de ADN. Las pruebas de PCR
detectan de manera directa el material genético de C. pseudotuberculosis. Las muestras
requeridas pueden ser el material purulento de los abscesos, o las colonias aisladas de cultivos
bacterianos. En algunos trabajos se menciona que se puede realizar la prueba a muestras de
sangre, sin embargo, los resultados no han sido del todo positivos, ya que se ha visto un gran
numero de falsos negativos. La PCR, es la prueba mas rapida y especifica de la que se dispone
en la actualidad. Se han desarrollado pruebas simples que detectan el gen rpoB y pruebas
multiples que amplifica los genes 16S rDNA, rpoB y pld . La PCR simple tiene la desventaja
de no poder diferenciar entre C. pseudotuberculosis y C. ulcerans, la PCR multiple si puede

hacerlo ya que toma encuentra varios genes a al a vez.

Justificacion

El diagnostico preciso de la linfadenitis caseosa causada por C. pseudotuberculosis es
fundamental para establecer un control sanitario de la enfermedad. Las pruebas utilizadas
actualmente tienen ventajas y limitaciones que se deben tener en cuenta al momento de elegir.
Para este trabajo se realizaron tres pruebas diagnodsticas porque son las que mas comunmente

se utilizan, en primer lugar, el aislamiento bacteriano, ya que esta es la prueba de referencia
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que nos permite identificar directamente a C. pseudotuberculosis, organismo responsable de
esta enfermedad. También se llevo a cabo la prueba de ELISA, una prueba serologica que
detecta la presencia de anticuerpos especificos contra el agente causal presentes en el suero
de los animales infectados. Es una prueba sencilla y que permite procesar varias muestras
diferentes a la vez, sin embargo, suele presentar varios falsos positivos o falsos negativos,
ademas de depender mucho del tipo de antigeno que se esté utilizando. La prueba PCR tiene
buena sensibilidad y especificidad (mas del 90% segun varios autores) ademas de ser rapida,

aunque el costo es mas elevado y no puede ser utilizada como prueba tamiz.

Las pruebas de concordancia brindan fiabilidad y validez a los métodos de diagnostico, una
prueba con una concordancia alta indica que los resultados obtenidos entre dos pruebas son
similares, si una de esas pruebas es confiable, la otra también sera confiable, por otra parte,
si la concordancia es baja los resultados son diferentes o contradictorios lo que genera

incertidumbre en el diagnostico.

Hipotesis

Si en la prueba de ELISA se utiliza como base antigénica componentes estructurales
obtenidos de Corynebacterium pseudotuberculosis, entonces, esta prueba tendra una
concordancia alta con respecto al aislamiento bacteriano, por lo que representaria una
alternativa para el diagnostico de laboratorio de la linfadenitis caseosa en ovinos y caprinos.
La prueba de PCR también tendra un buen grado de acuerdo con la prueba de aislamiento

bacteriano, por lo que representa una opcion para el diagnostico de la enfermedad.

Objetivos

General

Determinar el nivel de concordancia entre la prueba de ELISA y la PCR respecto al
aislamiento bacteriano, considerada prueba de oro para el diagnostico de la linfadenitis

caseosa en rebafios de ovinos y caprinos en la zona centro de México.

Especificos
e (olectar muestras de suero sanguineo y exudado purulento de animales con

diagnostico clinico de linfadenitis caseosa en unidades de produccidn ovina en la zona
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central de México. Asi mismo, se tomaran muestras de sangre de animales
clinicamente sanos, para realizar los estudios comparativos.

e Realizar pruebas de ELISA a las muestras de suero sanguineo.

e Realizar el andlisis bacteriologico encaminado al aislamiento de C.
pseudotuberculosis a partir de muestras de exudado purulento.

e Identificar los aislados a través de la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa.

e Calcular el indice de concordancia kappa entre las pruebas de ELISA y el aislamiento

bacteriano.

Materiales y Métodos

Este trabajo se inici6 en diciembre de 2019 con la busqueda de unidades de produccion de
ovinos y caprinos con casos sugestivos a la linfadenitis caseosa causada por Corynebacterium
pseudotuberculosis. En enero de 2020 se empezaron a recolectar muestras de sangre y
contenido purulento obtenido de animales con lesiones que eran compatibles con las
generadas por esta bacteria. Los animales se ubicaron en unidades de produccion de varios

estados del centro de México (Estado de México, Hidalgo, Puebla y Tlaxcala).

La estrategia de muestreo estuvo basada en la deteccion clinica de la enfermedad (presencia
de abscesos superficiales). En los animales con lesiones se tomaron muestras del exudado
contenido en los abscesos y de sangre. De esta misma unidad de produccion, se tomaron
muestras de animales sin abscesos (clinicamente sanos) en un numero similar de los

detectados con abscesos.

El disefio de muestreo se describe a continuacion en el cuadro 1:

Cuadro 1: Disefio para la toma de muestras en el diagnéstico de linfadenitis caseosa.

Cuadro clinico de animales Muestras tomadas Pruebas realizadas

-Aislamiento bacteriano
-Exudado purulento

Positivo (+) -Confirmacién con PCR
Abscesos superficiales .
-Suero Sanguineo -ELISA
Negativo (-) )
-Suero Sanguineo -ELISA

Sin abscesos superficiales
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Las muestras de sangre se recolectaron de la vena yugular de los animales en tubos sellados
al vacio sin aditivo (tapa roja), para obtener el suero sanguineo necesario para realizar las
pruebas de ELISA indirecta. Las muestras de exudado purulento se obtuvieron al desbridar
los abscesos. Previa desinfeccion de la piel con yodo al 2%, se procedié a hacer una incision
de entre 2 y3 cm de donde sali6 el material purulento, se tomd una muestra con un hisopo
evitando tocar los bordes de la incision para no contaminar la muestra y se colocaron en tubos

con medio de transporte Stuart (Fig.1)

Figura 1l

P | ==
Absceso en testiculo de ovino y desbridacién de absceso superficial. El absceso superficial en el
testiculo de un ovino es un signo sugestivo de linfadenitis caseosa(a). Desbridacion de absceso y
toma de muestra de exudado purulento con hisopo (b). Muestra obtenida colocada en tubo con
medio de transporte Stuart (c)

Las muestras fueron transportadas en refrigeracion al Laboratorio de Diagndstico del CENID
Salud Animal e Inocuidad del INIFAP. Los sueros fueron separados por centrifugacion y
almacenados en congelacion a -20 °C hasta su uso. Los hisopos para analisis bacterioldgico
fueron procesados al momento de su llegada al laboratorio, aproximadamente entre 10 y 24

horas después de hacer sido obtenidos.

En total se colectaron muestras de 29 animales aparentemente sanos de donde se obtuvieron

29 sueros, mientras que de los animales con signos clinicos se obtuvieron igual niimero de
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muestras, de los cuales se obtuvieron 29 muestras de exudado purulento y 29 muestras de

Sucro.

Aislamiento Bacteriano

Para el aislamiento bacteriano, las muestras de exudado se sembraron en agar sangre con
técnica americana y se incubaron en una estufa bacteriologica a 37°C de 24 a 48h. Pasado
este tiempo se recolectaron las colonias que cumplian con las caracteristicas morfoldgicas
que se mencionan para C. pseudotuberculosis, que son colonias blanquecinas, secas y de

consistencia friable. (Fig.2) (4)

Figura 2

a) b)

Colonias aisladas de C. psudotuberculosis en agar sangre (a), Cultivo de bacterias obtenidos de aislados
secundarios en donde se observan colonias blanquecinas y secas. (b)Vista al microscopio de las colonias
obtenidas en los cultivos bacterianos, tefiidos con Gram, se observa el acomodo en letras chinas y la
coloracién morada caracteristica de las bacterias Gram positivas.

Dichas colonias fueron resembradas en un nuevo agar sangre bajo las mismas condiciones

de incubacion con el fin de purificar los aislados, a los que posteriormente se les fijo en un
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portaobjetos, se les realizo la tincion de Gram (Anexo 1) y finalmente fueron observados al

microscopio para una primera identificacion.

Debido a que no se realizaron pruebas bioquimicas para la identificacion bacteriana y aunado
a que varias de las muestras de exudado, no se les pudo realizar la prueba de PCR
directamente, la prueba de PCR fue utilizada como confirmacion de los aislamientos

bacterianos y corroborar que correspondian a Corynebacterium pseudotuberculosis.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa PCR
Como ya se menciond, la prueba de PCR solo se realiz6 para la identificacion de las bacterias

obtenidas en el aislamiento bacteriano.

Se realizO PCR multiplex que amplifica fragmentos de tres genes que permiten la
identificacion de C. pseudotuberculosis, lo cual se describe en el cuadro 2, de acuerdo a la

prueba disefiada por Pacheco y colaboradores en el afio 2006. (6)

Cuadro 2. Iniciadores utilizados en el PCR multiplex para la deteccion de ADN de C.

pseudotuberculosis.

Secuencia Fragmento
Gen de de .
N o Interpretacion
deteccion | amplificacion
(pb)
Fw 5’ -ACCGCACTTTAGTGTGTGTG-3’ Gen 16Sr 816 Identifica el género
Rv 5>-TCTCTACGCCGATCTTGTAT-3’ RNA Corynebacterium spp
Fw 5’-ATAAGCGTAAGCAGGGAGCA-3’
Identifica la especie
Rvl 5>-ATCAGCGGTGATTGTCTTCC-3’ pld 203 )
pseudotuberculosis
Rv25’-ATCAGCGGTGATTGTCTTCCAGG-3’
Fw 5’-CGTATGAACATCGGCCAGGT-3’ .
Identifica el género
Rv 5’-TCCATTTCGCCGAAGCGCTG-3’ rpoB 446 )
Corynebacterium spp

Se amplificaron tres fragmentos de genes presentes en el genoma de C. pseudotuberculosis, de acuerdo con
la prueba disefiada por Pachecho y colaboradores. El gen 16S se utiliza para la identificacion del género
Corynebacterium, lo mismo que el gen rpoB; Mientras que el gen pld identifica la especie
pseudotuberculosis.

Los aislamientos sugestivos de ser C. pseudotuberculosis fueron sub-cultivados durante 48h

a 37°. Las colonias obtenidas fueron cosechadas y utilizadas para la extraccion de ADN.
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La extraccion del material genético se realizo con el kit comercial “ZR Fungal/Bacterial DNA

™ «

MiniPrep (Zymo research, EUA) de fabricaciéon estadounidense, siguiendo las

indicaciones dadas por el fabricante. (Anexo 1)

Los iniciadores utilizados fueron proporcionados por el Laboratorio de Diagnostico del
CENID SAI, INIFAP, puesto que son los que utilizan de manera regular y que han sido
probados en trabajos previos. Estos fueron utilizados de acuerdo a lo que propone Pacheco y

colaboradores. (24)

En el cuadro 3 se muestra la mezcla de reaccion utilizada para la deteccion de ADN de C.
pseudotuberculosis. Esta mezcla es la utilizada en el Laboratorio de Diagnostico del CENID Salud

Animal e Inocuidad del INIFAP

Cuadro 3: Mezcla utilizada para la
realizacién de la prueba de PCR (uL)
Master mix 6.25
16S F 0.25
16SR 0.25
C700F 0.10
C3130R 0.10
PLD F 0.10
PLDR 0.10
ADN 1.00
H20 16.85
Total 25.00
Se agregaron 2 mM de cada uno de los
iniciadores, y aproximadamente 10 ng de ADN
extraido de C. pseudotuberculosis

Las condiciones del termociclador con las que se hizo la amplificacion del ADN fueron las

siguientes.
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Cuadro 4: Condiciones utilizadas en el termociclador para realizar la prueba de PCR
Proceso Condiciones Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 C°/ 3 minutos 1
Desnaturalizacion 95 C°/ 1 minutos 40
Alineamiento 56 C° /40 segundos 40
Extension 68 C° /90 segundos 40
Extension final 68 C°/ 7 minutos 1

Los fragmentos de amplificacion fueron visualizados en geles de agarosa al 2% resaltados
con un colorante fluorescente de acidos nucleicos (Gel StarTM. Lonza Rockland, Inc.) y con

ayuda de luz ultravioleta

Ensayo De Inmunoabsorcion Ligado A Enzimas ELISA
Se utilizé un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) para detectar anticuerpos
contra antigenos de C. psudotuberculosis, en animales con signos de la enfermedad y de

forma comparativa en animales sin manifestaciones clinicas.

Las muestras recolectadas se centrifugaron a 3000 rpm por 5 minutos, el suero obtenido se

congeld a -20°C hasta el momento de su uso.

Para realizar la prueba se sensibiliz6 una placa de poliestireno con fondo plano (96F without
LID SH microwell plate Nunc BATCH 049004) con una mezcla de extractos de antigeno
crudos obtenidos por sonicacion de acuerdo a lo descrito por Pérez en 2017 (5) de una cepa
de campo denominada “Robus” caracterizada en el laboratorio del CENID-Microbiologia
Animal y que se obtuvo a partir de un carnero proveniente de Tlaxcala, en el centro de
Meéxico, y de la cepa comercial de referencia 18410 de American Type Culture Collection
(ATCC), de Atlanta, Estados Unidos, que proporcioné el laboratorio de microbiologia de la
FES-Cuautitlan. Se hizo una dilucién de los antigenos 1:80, utilizando buffer de carbonatos.
(5.3% Na2CO3, pH 9.6). y la concentracion de proteina fue de 1.2 pg/uL. Posteriormente la

placa fue bloqueada para evitar reacciones inespecificas con leche semidescremada al 3%.

En la placa sensibilizada y bloqueada se colocaron los sueros problema, diluyéndolos 1:20

en buffer de carbonatos. Asi mismo, se utilizaron sueros control positivo y control negativo.
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Como antiglobulina se utilizd la Anti-IgG-ovina conjugada con peroxidasa (Peroxidase-
conjugated AffiniPure Rabbit AntiSheep IgG (H+L) code: 313-035-003) y se incubaron a

37°C por una hora.

Finalmente, se colocd ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfoénico)), como
revelador y se dejoé incubar a temperatura ambiente y en obscuridad por 5 minutos para
posteriormente leer la placa a 405 nm en el espectrofotometro utilizando el programa Gene -

5.

Modelo estadistico
Para el diagnostico de linfadenitis caseosa se considera al aislamiento bacteriano como la

prueba de oro por lo cual la ELISA-I se compar6 con esta prueba.

La férmula utilizada para calcular el indice k es la siguiente:

_Po—Pe
" 1-—Pe

Donde Po es la proporcion observada y se calcula con la féormula:

(a+d)
0=
n

Y la Pe, que es la proporcidn esperada, a su vez se calcula con la formula:

_ (et +su)

Pe
n2

Para realizar los célculos, se acomodaron los datos en cuadros como el presentado en el

cuadro 5, para comparar los datos obtenidos en la prueba de ELISA.

Cuadro 5: Ejemplo de cuadro donde se ordenan los datos para llevar a cabo los calculos
para obtener la indice kappa.
Prueba B
() Q)
Prueba A (+) a b r=a+b
) C d s=c+d
t=a+c u=b+d n=a+b+c+d
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Los valores de k obtenidos se compararon con una tabla de valores establecida por Landis y

Koch en 1977(2), dicha tabla se presenta en el Cuadro 6,

Cuadro 6: Rangos del indice k, para determinar la concordancia. (6)

Indice k Grado de acuerdo
<0.00 Sin acuerdo

0.00-0.20 Insignificante

0.21-0.40 Mediano

0.41-0.60 Moderado

0.61-0.80 Sustancial

0.81-1.00 Casi perfecto

Con los datos disponibles también se calcul6 la sensibilidad y especificidad de la prueba de

PCR y ELISA-I. Para dichos célculos se acomodaron los datos en una tabla de 2x2, como la

del Cuadro 7.

Cuadro 7: Tabla de 2x2 para acomodar los datos para el calculo de la especificidad y la

sensibilidad de acuerdo con la tabla de Vizcaino (34)

Enfermedad
+ -
+ a b atb
Prueba
- c d c+d
atc b+d

a= Verdaderos positivos; b=discordancias, c=discordancias, d=verdaderos negativos
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La sensibilidad se obtuvo con las siguientes formulas:

a
sensibilidad =
a-+c

Para la especificidad se utilizo la formula:

d

Ficidad =
especificida b d

Resultados

De los animales con signos clinicos se obtuvieron 29 muestras de tejido purulento a las que
se le hizo el aislamiento bacteriano, la confirmacion con PCR. Y la prueba de ELISA. En el

cuadro 8 se muestran los resultados
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Cuadro 8:; Casos de animales enfermos

‘ ) Aislamiento PCR ELISA
1 A13113 P P N
2 927 P P N
3 515 P P N
4 2396 P P P
5 50 P P P
6 52 P P N
7 2139 P P P
8 K316 P P P
9 220031011 N N P
10 3481 P P P
11 4983 P P P
12 4484 P P P
13 2584 P P P
14 496 P P )
15 8644 P P P
16 3247 N N P
17 3253 P P P
18 3378 N N P
19 3349 P P P
20 3243 N N N
21 2898 P P P
22 18 P P P
23 19 P P P
24 14 P P P
25 12 P P P
26 2 N N P
27 9 N N N
28 22 P P N
29 SINID N N N

(P): Resultado positivo, (N): resultado negativo, (NP): muestra no

procesada
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Figura 3

Casos de animales enfermos

25 23 23

21
20
15
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5

0
Aislamiento PCR ELISA

M Positivos 23 23 21
M Negativos 6 6 8

M Positivos M Negativos

Resultados positivos y negativos del aislamiento bacteriano, PCR y ELISA

De las 29 pruebas de aislamiento bacteriano, 24 tuvieron crecimiento de colonias con
caracteristicas sugerentes de C. pseudotuberculosis (blanquecinas, secas, con ligera beta
hemolisis), las otras 5 colonias no tuvieron dichas caracteristicas. Las colonias se cosecharon,
se les realizo un frotis y se tifieron con tincion de Gram. Las 29 muestras fueron Gram (+).
Se hizo la identificacion bacteriana con la prueba de PCR, donde se comprobd que 24
colonias eran de C. pseudotuberculosis, mientras que las restantes resultaron negativas, ya
no se identifico el género al cual pertenecian dichas colonias. En el cuadro 9 se muestran

estos resultados.
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816 16s rRNA
s — 446 rpoB

<203 pld

Figura 2. Interpretacion de los resultados obtenidos en la PCR multiplex para la deteccion de
Corynebacterium pseudotuberculosis. Carril 1: marcadores de tamafio molecular; carriles 2-6.
Corynebaterium sp; carriles 7 y 8: C. ulcerans; Carriles 9 y 11: C. pseutotuberculosis; carril 10:
Control negativo.

Cuadro 9. Resultados del analisis bacteriolégico de
muestras obtenidas a partir exudados de animales PCR C.
clinicamente enfermos de linfadenitis caseosa y su pseudotuberculosis
identificacion por PCR
Aislados sugestivos de C. 24 24
pseudotuberculosis
Aislados de otras bacterias 5 5
Total 29 29

La prueba de ELISA se realizé a 29 muestras de animales con signos clinicos en donde se
obtuvieron 21 resultados positivos y 8 negativos. Estos datos fueron comparados con los
resultados obtenidos en el aislamiento bacteriano de donde se obtuvo el indice de

concordancia kappa. (k)
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Figura 2

Aislamiento Bacteriano

Negativos

17%

m Positivos

Positivos

= Negativos

PCR

24

m Positivos = Negativos

Proporcidn de resultados positivos y negativos del aislamiento bacteriano y los resultados
de la prueba de PCR. Los resultados de PCR confirman que las colonias obtenidas en el

aislamiento bacteriano son de Corynebacterium pseudotuberculosis

Cuadro 10: comparacion de resultados de la prueba de ELISA y el Aislamiento Bacteriano

Aislamiento
Bacteriano

ELISA
) ¢
*) 17 6 23
) 4 2 6
Total 21 8 29

El valor del indice K obtenido fue de 0.5910 que segln la tabla se Landis & Koch de 1977

(2) hay un grado de acuerdo moderado como puede observarse en el cuadro 6.
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Cuadro 11: Casos de animales sanos

‘ ID AISLAMIENTO PCR ELISA
1 Al13112 NP NP N
2 Al1311 NP NP P
3 Al3114 NP NP P
4 J270 NP NP P
5 6224 NP NP P
6 T002 NP NP P
7 H757 NP NP N
8 H022 NP NP N
9 2664 NP NP P
10 3454 NP NP N
11 3473 NP NP P
12 2579 NP NP P
13 8330 NP NP P
14 3893 NP NP P
15 3484 NP NP N
16 3447AM NP NP P
17 ILEGIBLEB NP NP P
18 ILEGIBLE NP NP N
19 3324 NP NP P
20 3234 NP NP P
21 3250AM NP NP P
22 2704 NP NP N
23 3245 NP NP P
24 Al4 NP NP P
25 Al5 NP NP P
26 Al7 NP NP P
27 Al8 NP NP P
28 Al9 NP NP P
29 A20 NP NP P

(P): Resultado positivo, (N): resultado negativo, (NP): muestra no procesada
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La comparacion entre los resultados de la prueba ELISA y los del diagnéstico basado en

cuadro clinico se hizo con los datos presentados en el cuadro 12.

Cuadro 12: comparacion de resultados de la prueba de ELISA 'y el Cuadro Clinico
ELISA
(+) )
Cuadro Clinico | (+) Con abscesos 21 8 29
(-) Sin abscesos 22 7 29
43 15 58

El indice K obtenido en este caso fue de 0.1225, un valor que indica que hay un grado de

acuerdo insignificante como se observa en el cuadro 6.

La sensibilidad de la prueba de ELISA versus aislamiento, fue de 80%, mientras que la

especificidad fue de 75%. Cuadro 10.

La sensibilidad de la prueba de ELISA versus cuadro clinico fue de 48%, mientras que la

especificidad de 46%. Cuadro 12.

Discusion

El disefio original del trabajo tuvo que ser modificado derivado de los efectos de la pandemia
en México originada por el virus SARS-Cov2 en el afio 2020. Por lo que solo se realizaron
las pruebas de concordancia entre la prueba de ELISA y el Aislamiento Bacteriano (prueba
de oro), mientras que, la prueba de PCR tnicamente se utiliz6 para identificacion bacteriana;
dicha prueba, ha demostrado que ha tenido excelentes resultados al identificar C.
pseudotuberculosis, a partir de muestras obtenidas en campo, como lo sefialan Cetinkaya y
colaboradores en 2002 (10), Fontaine en 2007 (13) y Kumar en 2013 (20). Este ultimo, ha
reportado un indice k& de 0.8898, siendo este casi perfecto seglin el cuadro de Landis & Koch.
(2). En este trabajo se demostrd que la prueba de PCR es buena para identificar la bacteria
ya que, de las 24 colonias sospechosas al aislamiento bacteriano, todas correspondian a C.
pseudotuberculosis. Estos resultados nos dan indicios de que esta prueba puede ser una
alternativa para el diagnostico de la LC, tal como lo han sefialado los autores antes citados;

pero, se necesita realizar de forma directa dicha técnica a partir de muestras obtenidas en
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campo, como lo demostré Quiroga en 2020 (30) quien obtuvo los siguientes resultados el
indice £ de 1 y la sensibilidad de 78%, sin embargo, es imperativo realizar un trabajo

complementario a este que pueda demostrar dicha afirmacion.

La concordancia de la prueba ELISA, en primera instancia, se realizd entre los animales
donde se realiz6 el aislamiento de C. pseudotuberculosis y los animales con resultados
negativos al cultivo. Es evidente que el ELISA es una buena alternativa de diagndstico en
unidades de produccion, donde la enfermedad est4 establecida, porque no requiere de una
muestra de material purulento proveniente de los abscesos en la presentacion clinica de la
enfermedad y tendria la capacidad de detectar animales con la forma visceral o asintomaticos.
Esta ventaja, también la tendria por encima de la prueba de PCR, que también requiere del
material purulento. Oreiby en 2014 (19) menciona que se han realizado pruebas de PCR a

partir de muestras de sangre, sin embargo, los resultados de estas han sido poco satisfactorios.

Cetinkaya (10) menciona que las pruebas serologicas presentan algunos problemas al
momento de ser usadas para el control de la linfadenitis caseosa, debido a que estas suelen
arrojar una cantidad elevada de falsos positivos o falsos negativos. Esto hay que tomarlo en
cuenta al momento de decidir si se usa o no esta prueba para el control de la enfermedad;

ademas, sin descartar, que podria estar identificando animales con la presentacion visceral.

En este trabajo, cuando se compararon los resultados del ELISA con los obtenidos con la
prueba de oro (el aislamiento bacteriano) se obtuvo un indice £ de 0.5910 que en base a lo
establecido en la tabla de Landis & Koch (2) hay un grado de acuerdo moderado pero
aceptable. Corona (12) obtuvo en un indice k£ de 0.57 con una sensibilidad de 85.71% el
indice k£ es muy similar a obtenido en este trabajo debido a que se utilizd el mismo modelo
de la prueba de ELISA. Por otro lado, Baird y Fontaine en 2007 (13) reportan que la
sensibilidad de la prueba de ELISA es de 86.3%,

Cuando se compararon los resultados de ELISA con los resultados de diagndstico con cuadro
clinico se observo que el indice k era menor al obtenido en la comparacion con aislamiento
bacteriano, alcanzando apenas un 0.1225 de grado de concordancia, teniendo un acuerdo
insignificante. En la tabla 13 observamos que hay casi 50% de discordancias, también se
observa que 22 casos resultaron positivos a la prueba de ELISA y negativos al diagndstico

basado en cuadro clinico, esto quiere decir que 22 animales que eran aparentemente sanos
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resultaron positivos a nuestra prueba de ELISA. Como se ha mencionado antes, esto se puede
dar cuando existe una presentacion visceral de la enfermedad. Riveiro y colaboradores (30)
en 2013 hicieron un estudio para analizar el diagnostico subclinico de la linfadenitis caseosa
con la prueba de ELISA, y encontraron que en la region norte de Brasil 71% de animales

asintomaticos a los que se les hizo la prueba de ELISA resultaron positivos a la enfermedad.

Fontaine menciona que los resultados de las pruebas serologicas se ven afectados, en lugares
donde la vacunacién es comun como es el caso de los Paises Bajos (13), Australia (35) o
Brasil (17) debido a los anticuerpos vacunales. En México no es comun esta practica de
manera masiva, debido a que no hay vacunas comerciales contra C. pseudotuberculosis, sin
embargo, algunos productores utilizan autovacunas, como la disefiada en el Centro Nacional

de Investigacion disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad del INIFAP. (21)

Binns (6) menciona que las pruebas de ELISA que utilizan como base antigénica
componentes de la bacteria obtenidos por sonicacion han presentado buenos resultados, la
mayoria de autores coinciden en que la especificidad para esta técnica es de mas del 90%;
sin embargo, el autor antes citado, encontr6 que los métodos que detectan anticuerpos totales
tienen sensibilidad del 71%, mientras que los que se basaron solamente en la deteccion de
anticuerpos IgG mostraron una sensibilidad del 83%, esto quiere decir que las pruebas que
solo detectan anticuerpos IgG son mas eficaces que las que determinan anticuerpos totales.
En el mismo trabajo, se obtuvieron mejores resultados cuando se hicieron varias diluciones
en vez de una; en el presente estudio, no se hicieron muchas diluciones, situacion que podria
causar una baja sensibilidad y especificidad, lo que puede reflejarse en el bajo grado de
concordancia con la prueba de oro. Oreiby (23) menciona que el uso de anticuerpos totales
presenta problemas debido a que se detecta la IgM, y este anticuerpo tiene reaccion cruzada
con muchas bacterias relacionadas antigénicamente; otro factor que puede influir en la
sensibilidad es el estado inmunitario de los animales, por lo que es preferible utilizar la IgG
para las pruebas de ELISA, debido a que este anticuerpo es contra la exotoxina PLD, ademas
de que la IgG se presenta en infecciones de larga duracién como es el caso de la linfadenitis

cascosa.

Es importante mencionar que se recomienda hacer la prueba de ELISA en animales mayores

de seis meses, ya que antes de esa edad todavia cuentan con anticuerpos maternos. En este
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trabajo no se pudo determinar las edades de la mayoria de los animales, sin embargo, la

mayoria de ellos eran mayores de 12 meses de edad.

Chirino (11) menciona que una de las limitantes de las pruebas serologicas es la deteccion de
falsos positivos y falsos negativos, ademas de que no distinguen a los animales recuperados
expuestos de los animales aun enfermos, sin embargo, también se pueden considerar como
seropositivos aquellos que no tienen la presentacion cutanea, pero que si podrian tener la
forma visceral, tal como lo mencionan Riveiro y colaboradores en su trabajo en 2013, lo que
se confirma con nuestro trabajo donde encontramos animales seropositivos sin presentacion

del cuadro clinico.

Otros autores reportan sensibilidad del 93.5% (17) o 79% (35) y la especificidad de mas del
95%, y como ya se menciono antes, nosotros obtuvimos un 25% de especificidad, por lo que
se podria pensar que el disefio de nuestra prueba de ELISA ha sido deficiente; sin embargo,
este resultado podria complementarse con el seguimiento de los animales con dicho resultado
hasta el sacrificio, donde se determinaria si tenian o no la enfermedad visceral y asi poder

tener un panorama mas amplio sobre la efectividad de las pruebas serologicas.

Conclusion

La prueba de ELISA demostré6 un comportamiento aceptable, con una sensibilidad que

alcanzan aproximadamente el 80%.

La sensibilidad y especificidad de la prueba de ELISA respecto a cuadro clinico resulto ser
bajo, sin embargo, no se descarta como prueba diagnostica, debido a la alta posibilidad de
que esté detectando animales con la presentacion visceral de la enfermedad, ya que se trabajo

en unidades de produccion donde la enfermedad estaba establecida.

El grado de acuerdo entre las pruebas de ELISA y el aislamiento bacteriano que se obtuvo

fue de 0.5910, lo que indica que es moderado, por lo que la prueba tiene validez diagndstica.

Por otra parte, la técnica de PCR mostr6 resultados muy buenos para la identificacion de

colonias bacterianas sugestivas de ser C. pseudotuberculosis.
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Anexos I

A.- Tincion de Gram

La tincion de Gram es una técnica de laboratorio que permite diferenciar las bacterias segin
la estructura de su pared celular. Los pasos detallados para realizar la tincion de Gram son
los siguientes:

1. Preparar un frotis bacteriano sobre un portaobjetos limpio y seco, extendiendo una gota de
cultivo con un asa de inoculacion.

2. Fijar el frotis al calor, pasando el portaobjetos por la llama de un mechero varias veces.

3. Cubrir el frotis con cristal violeta, que es el colorante primario, y dejar actuar durante un
minuto.

4. Lavar el exceso de colorante con agua corriente y secar con papel absorbente.
5. Cubrir el frotis con Lugol, que es el mordiente, y dejar actuar durante un minuto.
6. Lavar el exceso de Lugol con agua corriente y secar con papel absorbente.

7. Decolorar el frotis con alcohol-acetona, que es el agente decolorante, aplicando unas gotas
hasta que el color violeta desaparezca.

8. Lavar el exceso de alcohol-acetona con agua corriente y secar con papel absorbente.

9. Cubrir el frotis con safranina, que es el colorante secundario, y dejar actuar durante un
minuto.

10. Lavar el exceso de safranina con agua corriente y secar con papel absorbente.

11. Observar el frotis al microscopio optico con el objetivo de inmersion.

El resultado de la tincion de Gram depende del tipo de bacteria: las grampositivas se tifien
de violeta y las gramnegativas se tifien de rosa

Tincién de Gram

Paso y reactivo Tiempo

Tincién con Cristal violeta 1min

Lavado con agua

Fijacion con Lugol 1 min

Decolorar con alcohol

Tincién con safranina 1 min

Lavar con agua
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B.- Protocolo de extraccion de ADN

Instrucciones del fabricante en inglés

ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep ™

Catalog No. 06005

Potocol

For optimal performance, add beta mercaptoethanol (user supplied) to the Fungal/Bacterial

DNA Binding Buffer to a final dilution of 0.5% (v/v) i.e., 500 pl per 100ml

1.

Add 50-100 mg (wet weight) fungal or bacterial cells that have been resuspended in
up to 200ul of water or isotonic buffer (e.g. PBS) or up to 200mg of tissue to ZR
BashingBead™ Lysis Tube. Add 750 pl Lysis Solution to the tube.
Secure in bead fitted whith a 2 ml tube holder assembly (e.g. Disruptor Genie™) and
process at maximum speed for 5 minutes
i. Processing times may be as little as 40 seconds using high-speed cell
disrupters (e.g. the portable Xpedition™ Sample Processor page 5.
FastPrep©-24, or similar). See manufacturer’s literature for operating
information.
Centrifuge the ZR BashinBead™ Lysis Tube in a microcentrifuge at 10,000 x g for 1
minute
Transfer up to 400 ul supernat to a Zymo-Spin™ IV Spin Filter (Orange top) in a
Collection tube an centrifuge at 7 000 rpm (~7 000xg) for 1 minute
1. Snap off the base of the Zymo-Spin IV™ spin Filter prior the use

. Add 1,200 pl of Fungal/bacteria DNA Binding Buffer to the filtrate in the Collection

tube from Step 4

Transfer 800 pl of the mixture from Step 5 to a Zymo-Spin™ IIC Column in a
Colleton Tube and centrifuge at 10,000 x g for 1 minute

Discard the Flow through from the Collection Tube and repeat Step 6

Add 200 ul DNA Pre-Wash Buffer to the Zymo-Spin™ IIColumn in a new Collection

Tube and centrifuge an 10,000 x g for 1 minute
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9. Add 500 ul Fungal/Bacterial DNA Wash Buffer to the Zymo-Spin™ IIC Column and
centrifuge at 10,000 x g for 1 minute

10. Transfer the Zymo-Spin™ IIC Column to clean 1.5 ml microcentrifuge tube and add
100 pl (25 pl minimum) DNA Elution Buffer directly to the columna matrix
Centrifuge ant 10,000 x g for 30 seconds to elute the DNA

Ultra pure DNA is now ready for use in your experiments.
Instrucciones del fabricante traducidas al espaiiol.
ZR ADN fungico/bacteriano MiniPrep TM
N.° de catalogo 06005
Potocolo

Para un rendimiento Optimo, agregue beta mercaptoetanol (suministrado por el usuario) al
Buffer de union de ADN fngico/bacteriano hasta una dilucién final de 0,5 % (v/v), es decir,

500 pl por 100 ml

1. Agregue de 50 a 100 mg (peso humedo) de células fingicas o bacterianas que se hayan
resuspendido en hasta 200 pl de agua o buffer isotonico (p. €j., PBS) o hasta 200 mg de tejido
al tubo de lisis ZR BashingBead™. Agregue 750 pul de solucién de lisis al tubo.

2. Fijar en perla equipada con un soporte para tubos de 2 ml (p. €j., Disruptor Genie™) y

procesar a maxima velocidad durante 5 minutos

1. Los tiempos de procesamiento pueden ser de tan solo 40 segundos con disruptores celulares
de alta velocidad (p. €j., el procesador de muestras portatil Xpedition™ pagina 5. FastPrep©-
24, o similar). Consulte la documentacion del fabricante para obtener informacion sobre el

funcionamiento.

3. Centrifugue el ZR BashinBead™ Lysis Tube en una microcentrifuga a 10 000 x g durante

1 minuto.

4. Transfiera hasta 400 pul de sobrenadante a un filtro giratorio Zymo-Spin™ IV (tapa naranja)

en un tubo de recoleccion y centrifugue a 7 000 rpm (~7 000xg) durante 1 minuto
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1. Quite la base del filtro giratorio Zymo-Spin [IV™ antes del uso

5. Agregue 1200 pl de buffer de union de ADN de hongos/bacterias al filtrado en el tubo de

recoleccion del paso 4

6. Transfiera 800 ul de la mezcla del Paso 5 a una columna Zymo-Spin™ IIC en un tubo

Colleton y centrifugue a 10 000 x g durante 1 minuto.
7. Deseche el flujo del tubo de recoleccion y repita el paso 6

8. Agregue 200 ul de buffer de prelavado de ADN a la columna Zymo-Spin™ II en un tubo

de recoleccion nuevo y centrifugue a 10 000 x g durante 1 minuto.

9. Agregue 500 pl de buffer de lavado de ADN bacteriano/fingico a la columna Zymo-Spin™
IIC y centrifugue a 10 000 x g durante 1 minuto.

10. Transfiera la columna Zymo-Spin™ IIC para limpiar el tubo de microcentrifuga de 1,5
ml y agregue 100 pl (25 pl como minimo) de buffer de elucion de ADN directamente a la

matriz de la columna. Centrifugar a 10.000 x g durante 30 segundos para eluir el ADN.

El ADN ultra puro ahora esta listo para usar en sus experimentos.
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