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RESUMEN

La linfadenitis caseosa ocasionada por Corynebacterium pseudotuberculosis biovar
ovis constituye una enfermedad persistente en las unidades de produccion ovinas 'y
caprinas en diversas regiones de México y del mundo. La importancia de la
enfermedad radica en las pérdidas econdmicas que ocasiona en la produccion de
carne, lana y de pieles; ademas del potencial zoondtico en las personas vinculadas
a la produccion ovina y caprina. Los casos clinicos de linfadenitis ocurren
fundamentalmente en animales adultos; sin embargo, recientemente se observan
casos en animales jovenes. La presente tesis tiene como objetivo realizar la
caracterizacion molecular de C. pseudotuberculosis a partir de aislamientos
provenientes de casos clinicos de linfadenitis caseosa en corderos del estado de
Jalisco, México. Se aisl6 e identifico a C. pseudotuberculosis biovar ovis en las 19
muestras de lesiones abscedativas de corderos. El 68.4% de los corderos con
lesiones abscedativas presentaron condicién corporal de 2.5. El tipo de exudado
caseoso fue el que predomind (73.7%) y el linfonodo retrofaringeo fue el mas
afectado (52.7%). Hubo una correlacion del 100% entre las pruebas bioquimicas y

PCR multiplex para la identificacion de C. pseudotuberculosis biovar ovis.

PALABRAS CLAVE: Corynebacterium pseudotuberculosis, linfadenitis caseosa,

corderos, ovinos, PCR.



ABSTRACT

Caseous lymphadenitis caused by Corynebacterium pseudotuberculosis Biovar ovis
is a persistent disease in sheep and goat production units in various regions of
Mexico and the world. The importance of the disease lies in the economic losses it
causes in the production of meat, wool and skins; in addition to the zoonotic potential
in people linked to sheep and goat production. Clinical cases of lymphadenitis occur
mainly in adult animals; however, cases have recently been observed in young
animals. The objective of this thesis is to carry out the molecular characterization of
C. pseudotuberculosis from isolated clinical cases of caseous lymphadenitis in
lambs from the state of Jalisco, Mexico. C. pseudotuberculosis biovar ovis was
isolated and identified in the 19 abscessive lesion samples from lambs. Close to
68.4% of the lambs with abscessive lesions presented a body condition score of 2.5.
The type of seropurulent exudate was the one that predominated (73.7%) and the
retropharyngeal lymph node was the most affected (52.7%). There was a 100%
correlation between biochemical tests and multiplex PCR for the identification of C.

pseudotuberculosis biovar ovis.

KEYWORDS: Corynebacterium pseudotuberculosis, Caseous lymphadenitis,
lambs, Sheep, PCR.



|. INTRODUCCION
En México las unidades de produccién ovinas y caprinas se ven afectadas por
diversas enfermedades que limitan la eficiencia productiva; dentro de éstas,
linfadenitis caseosa causada por la bacteria Corynebacterium pseudotuberculosis
(C. pseudotuberculosis) biovar ovis provoca abscesos en linfonodos subcutaneos

y/o viscerales (Mahmood et al., 2015).

Linfadenitis caseosa (LCA), causa dafios a la ganaderia a nivel mundial, con
pérdidas de rendimiento en el rebafio, con menor ganancia de peso y decomiso de
visceras afectadas (Windsor, 2011), disminucién de la produccion de lana (Paton et
al., 1994), carne (Collet et al., 1994) y leche (Schreuder et al., 1990), asi como
desérdenes reproductivos (Odhah et al., 2017; Faeza et al., 2019). C.
pseudotuberculosis tiene un impacto econémico que afecta principalmente a los
pequefios rumiantes (Windsor, 2011; Smith, 2015) y es considerado un
microorganismo patégeno de importancia zoonadtica (Bastos et al., 2012; Burkovski,
2018).

C. pseudotuberculosis es un agente de distribucién mundial; sin embargo, es una
enfermedad poco notificada. Se identifican como factores de riesgo para la
presentacion de LCA, el tipo de explotacion, los protocolos de manejo y control

establecidos en las unidades de produccién (Paton et al.,1996).

Se ha reportado la prevalencia de LCA en Oceania, en Australia (Windsor, 2014) y
Nueva Zelanda (Valero et al., 1992); en Europa, en Francia (Pepin et al., 1988),
Reino Unido (Ruiz et al., 2007); Asia, en China (Gao et al., 2018); y América, en
paises como Argentina (Gonzalez et al., 1991), Brasil (de Farias et al., 2019),
Canada (Debien et al., 2013), Estados Unidos (Williamson, 2001), Paraguay
(Szwako et al., 2014) y Venezuela (Delgado et al., 2015).

En México, se ha descrito LCA con una prevalencia del 1.75 % en los municipios de
Mapimi y 4.69 % en el municipio de Tlahualilo, en el estado de Durango (Carrillo et
al., 2005). En el estado de México en el municipio de Xalatlaco, se encontré que el
5.4% de los exudados nasales de ovejas analizadas presentaron Corynebacterium

spp. (Ochoa et al., 1996). En el 2015 se realiz6 la identificacion de 57 aislamientos
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de C. pseudotuberculosis de un total de 160 muestras procedentes del Estado de
Jalisco. Las cepas se identificaron mediante bacteriologia miniaturizada API
Coryne, pruebas bioquimicas y PCR, obteniéndose una frecuencia del 33% (Varela
et al., 2018).

En la actualidad, el diagnéstico de C. pseudotuberculosis se puede realizar
mediante diferentes métodos, como el aislamiento bacteriologico a partir de medios
de cultivo convencionales, la identificacion mediante pruebas bioquimicas para el
establecimiento del perfil enzimatico y la capacidad para utilizar diversas fuentes de
carbohidratos. También a través de técnicas seroldgicas para la deteccion de
anticuerpos especificos anti-exotoxina PLD (Osman et al., 2018), mediante la
prueba de ELISA (Menzies et al., 2004), y la técnica molecular de PCR multiplex
que proporciona una herramienta confiable, eficaz y rapida para identificar a C.
pseudotuberculosis (Pacheco et al., 2007). Recientemente se establecié un PCR
Quadruplex, donde se amplifican segmentos de los genes ARN16S, rpoB, pld y un
segmento del gen narG (nitrato reductasa), que permite la diferenciacién entre las

cepas biovar equi y biovar ovis (Almeida et al., 2017).

En México se han realizado varios estudios sobre linfadenitis caseosa
especialmente en ovinos y caprinos. La enfermedad clinica se presenta
principalmente en animales adultos; sin embargo, recientemente se ha reportado la
presencia de abscesos subcutdneos en corderos. Por esta razn, se propone
realizar la caracterizacion mediante el uso de pruebas bacteriologicas y PCR de C.
pseudotuberculosis a partir de cuadros clinicos en corderos de unidades de

produccion del estado de Jalisco, México.



Il. REVISION DE LITERATURA

C. pseudotuberculosis en una bacteria patdégena, intracelular y altamente
contagiosa, causando una variedad de enfermedades como linfadenitis en caballos,
linfangitis ulcerativa en bovinos (Baird & Fontaine, 2007), linfadenitis caseosa en
ovinos y caprinos (Ruiz et al., 2011; Varela et al., 2018), asi también afecta a
antilopes (Clark et al., 1972), camellos (Tejedor et al., 2004), dromedarios (Tejedor
et al., 2000), alpacas (Sprake & Gold, 2012), llamas (Lopes et al., 2012) y cerdos
(Oliveira et al., 2014). En animales en vida silvestre se ha reportado en berrendos
(Clark et al., 1972), alces (Kelly et al., 2012), 6rix arabe (Tarello & Theneyan, 2008)

y ocasionalmente causa linfadenitis en humanos (Join-Lambert et al., 2006).

Por su capacidad de reduccién de nitratos, C. pseudotuberculosis ha sido clasificada
en dos biovares, ovis y equi. Cepas aisladas de ovinos y caprinos, que usualmente
son nitrato reductasa negativo han sido clasificadas como biovar ovis; mientras que
cepas aisladas de equinos y bovinos que usualmente son nitrato reductasa positiva
han sido clasificadas como biovar equi (Oliveira et al., 2016).

2.1 Caracteristicas bioquimicas

C. pseudotubeculosis es un patdégeno intracelular facultativo que presenta formas
pleomorficas, tales como cocoide y de bacilo filamentoso (Paton et al., 1994), varia
de tamafio de 0,5 um a 0,6 um de amplitud y 1,0 um a 3,0 um de longitud, presenta
buen crecimiento a 37°C a un pH de 7,0 a 7,2. Tiene la capacidad de crecer en
anaerobiosis, no forma esporas, no tiene capsula y es no movil; sin embargo, si

tiene fimbrias.

Cuando se emplea el medio agar sangre el crecimiento a las 24 horas es limitado
con formacion de colonias pequefias de color blanco. Posteriormente a las 48-72h
de incubacion el crecimiento es abundante con formacién de colonias mas grandes,

gue toman una coloracion blanca grisacea, las colonias son secas, quebradizas y



se puede visualizar la hemolisis. En medio liquido se observa el desarrollo de un
deposito granular en el fondo, mientras que en la superficie se observa la formacion

de una pelicula (Dorella et al., 2006).

Las reacciones bioquimicas de los aislamientos de C. pseudotubeculosis varian
considerablemente, principalmente en su habilidad fermentadora. Todas las cepas
producen acido, pero no gas a partir de diferentes fuentes de carbono, incluyendo
glucosa, fructosa, maltosa, manosa y sucrosa. La bacteria es fosfolipasa D y

catalasa positiva, oxidasa negativa y es 3-hemolitica.

Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas de Corynebacterium pseudotubeculosis

Carbohidrato Reaccion Hidrolisis Reaccion
Glucosa + Esculina -
Arabinosa Variable Hipurato -
Xilosa - Urea +
Ramnosa - Tirosina -
Fructosa + Caseina -
Galactosa + Fosfatasa +
Manosa + Pirazinamidasa -
Lactosa - Rojo de metilo +
Maltosa + Reduccion de nitrato Variable
Sacarosa Variable Catalasa +
Trehalosa - Oxidasa -
Rafinosa - Lipofilismo -
Salicina -
Dextrina Variable
Almidoén -

Tomado y modificado de (Dorella et al., 2006).



2.2 Historiay Taxonomia

En 1888 el bacteriologo francés Edward Nocard aislé un microorganismo inusual a
partir de un caso de linfangitis en una vaca. Tres afios después el bacteriélogo
bulgaro Hugo von Preisz identificé una bacteria similar a partir de abscesos renales
en ovejas. Como resultado de estos descubrimientos relacionados, al
microorganismo se le denomino bacillo de “Preisz-Nocard”. A partir de ahi se le

otorg6 el nombre de Bacillus pseudotuberculosis.

En la primera edicion del Manual Bergey de 1923 el organismo se coloco en el
género Corynebacterium que habia sido creado originalmente como una categoria
para el patogeno humano C. diphtheriae, y fue renombrado como C. ovis; sin
embargo, al observar que este patdgeno se aislaba de lesiones purulentas de otras
especies se decidi6 nuevamente cambiarlo a su nombre original, quedando la
nomenclatura de C. pseudotuberculosis en 1948 hasta la fecha (Brown & Olander,
1987; Baird & Fontaine, 2007).

Actualmente, C. pseudotuberculosis pertenece al philum Actinobacteria, clase
Actinobacteria, orden Actinomycetales, suborden Corynebacterineae, familia
Corynebacteriaceae, género Corynebacterium (Stackebrandt et al., 1997; Von
graevenitz & Bernard, 2006; Bernard & Funke, 2012).

El género Corynebacterium abarca un numero diverso de especies y cepas de
relevancia biotecnolégica, veterinaria y médica. Actualmente incluye mas de 110
especies (Tabla 2) (Oliveira et al., 2017). El género Corynebacterium en conjunto
con Mycobaterium, Nocardia y Rhodococcus conforman el grupo de bacterias
CMNR, los cuales comparten algunas caracteristicas en comun, como la
organizacién de la pared celular, compuesta principalmente por peptidoglicanos,
arabinogalactanos, acidos micoélicos, y una proporcion de guanina y citocina en el
genoma (G + C = 47 — 74%) (Dorella et al., 2006; de Sa et al., 2011). El agente es
destruido rapidamente por los rayos del sol y a temperaturas de 58°C por 10
minutos, asi también con los desinfectantes de uso habitual. C. pseudotuberculosis

puede sobrevivir hasta 8 meses en el suelo y en fémites de corrales como



superficies de madera, paja y heno por una, tres y ocho semanas respectivamente

en condiciones humedas y frias (Tadich et al., 2005).

Tabla 2. Taxonomia, patogénesis y requerimientos de Corynebacterium spp.

Taxonomia

C. accolens

C. amycolatum
C. bovis
C. callunae
C. casei
C. diphtheriae
C. freneyi

C. glutamicum

C. jeikeium

C. mastitidis

C. pseudotoberculosis

C. pyruviciproducens

C. renale

C. ulcerans

Patogénesis

Osteomielitis pélvica, mastitis

granulomatosa
Endocarditis, sepsis
Hiperqueratosis, mastitis
No patogénico, produccién de aminoacido
No patogénico, produccion de alimentos
Difteria
Bacteremia

No patogénico, produccion de alimentos y

aminoéacidos
Infecciones nosocomiales
Mastitis subclinica
Linfadenitis caseosa

No patogénico, produccion de ovoalbimina

y acido piravico
Cistitis, pielonefritis

Difteria faringea

Requerimientos de oxigeno

Facultativo

Aerébico

Aerébico

Aerobico

Facultativo

Aerobico

Anaeroébico

Facultativo

Facultativo

Facultativo

Facultativo

Facultativo

Tomado y modificado de (Oliveira et al., 2017)



2.3 Signos clinicos

La LCA se presenta en dos formas, una de ellas externa, también conocida como
superficial o cutanea que se caracteriza por la formacién de piogranulomas en los
linfonodos superficiales palpables o en tejido subcutaneo, como son el
retrofaringeo, parotideo, submandibular, preescapular, precrural testicular o
linfonodos mamarios. Los abscesos son redondos, con capsula fibrosa e
inflamacion, pérdida de pelo en la zona lesionada y la ruptura de estos conlleva a la
liberacion del contenido purulento. En la manifestacion visceral, tiene lugar la
formacion de mdltiples abscesos en linfonodos internos, asi como en pulmones,
higado y rifilones, causando deterioro en la condicion organica del animal hacia el
desarrollo de un curso crénico. En algunos casos clinicos los linfonodos internos
necroticos encapsulados pueden ser compatibles con un desarrollo “aparentemente
normal” asintomatico (Odhah et al., 2017; Odhah et al., 2019).

Es posible que en un animal se observen ambas presentaciones clinicas, aunque
es una enfermedad comun en los rebafios de ovinos y caprinos, suele pasar
desapercibida debido a la falta de signos clinicos aparentes en la forma visceral.
Esta causa un sindrome de desgaste crénico que suele llamarse “sindrome de la
oveja flaca” que causan el deterioro en la condicion organica del animal hacia

estados caquécticos (Estevao et al., 2007).

El biovar ovis afecta principalmente a ovejas y cabras, causando abscesos
superficiales y viscerales, mientras que el biovar equi infecta principalmente a
caballos causando linfangitis ulcerante de las extremidades distales, abscesos
ventrales del térax, abdomen, y forunculosis (Connor et al., 2000; Connor et al.,
2007).

Se han hecho experimentos en caprinos, en el cual inocularon por via intravenosa
1 millén de UFC de una cepa de C. pseudotuberculosis aislada de una cabra, en la
cual se presentaron signos en los animales como fiebre, reaccion inflamatoria,
dificultad para respirar, anorexia, atonia ruminal. Asi también en la inspeccion post

mortem se mostraron abscesos en pulmones, rifiones e higado (Holstad et al.,1988).



Otros autores realizaron un estudio histopatol6gico en ovejas infectadas con acidos
corynomicolicos, donde se observé la formacién de lesiones como congestion,
degeneracion y necrosis en los érganos reproductivos (Jesse et al., 2020). Estos
acidos corynomicdlicos son uno de los factores de virulencia externos mas
estudiados y constituyen la primera barrera de proteccion que presenta la bacteria
(Burkoski, 2013). Ademas, provoca lesiones dermo-necroticas y, en dosis mas altas,
es letal para varias especies diferentes de animales domésticos y de laboratorio
(Egen et al., 1989; Songer et al., 1997). Debido a la funcion de los genes
relacionados con la patogenicidad en el genoma de C. pseudotuberculosis, la
caracterizacion de estas secuencias genéticas relacionadas con la enfermedad es

de vital importancia (Aradjo et al., 2020).

2.4 Transmisioén

Los animales infectados con LCA en su forma superficial pueden diseminar el
patdgeno al ambiente a través de la ruptura o fistulacion de los abscesos y llegar a
otras ovejas y cabras principalmente por la contaminacién de heridas superficiales
(Aleman & Spier, 2001). La infeccidon comienza con el ingreso de la bacteria a través
de lesiones generadas en el manejo de los animales, como la esquila y en menor
medida cortes de cola, marcaje y castraciones (Cheuquepan et al., 2008). El
microorganismo se propaga rapidamente a los linfonodos en donde se desarrollan
piogranulomas microscopicos que aumentan de tamafo y forman abscesos (Baird
& Fontaine, 2007).

Aunque C. pseudotuberculosis no puede replicarse en el ambiente, tiene la
capacidad de sobrevivir durante varias semanas en él, de este modo mediante el
alimento contaminado, las condiciones de humedad y las bajas temperaturas,
contribuyen para que este microrganismo tenga la posibilidad de propagarse dentro
de un rebafio (Augustine & Renshaw, 1986; Rizvi et al., 1997).

2.5 Diagnoéstico

Para llegar al diagnéstico de la enfermedad es importante llevar a cabo el examen

externo general del animal afectado, considerando la anamnesis. La forma mas



sencilla de diagnosticar la presencia de LCA en un rebafio, es el examen post
mortem (Pinochet, 1992).

Es fundamental conocer la historia clinica, asi como la observacion del hato para
poder entender el comportamiento de los animales en grupo, posteriormente el
examen fisico que incluye palpacion de linfonodos superficiales aumentados de
tamanfo, las caracteristicas macroscopicas de los exudados, signos clinicos como
fiebre o pérdida de peso, y datos epidemioldgicos como la prevalencia local, la edad,

sexo, raza del ovino (Estevao et al., 2006).

2.5.1 Diagnostico diferencial
En primer lugar se sospecha de C. pseudotuberculosis cuando se visualizan
animales con un adelgazamiento progresivo que tiende a la cronicidad o se
observan abscesos cutaneos en linfonodos; sin embargo, se debe considerar que
pueden ser ocasionadas por diferentes especies de microorganismos patdgenos,
como Staphylococcus coagulasa negativo, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Yersinia pseudotuberculosis, Actinobacillus lignieresis,
Arcanobacterium pyogenes y S. aureus entre otros, aunque C. pseudotuberculosis

se destaca por su mayor frecuencia en ovinos y caprinos (Gascoigne et al., 2020).

En cuanto a causas no ocasionadas por agentes patdgenos esta la formacion de
mucocele que es menos comdn en ovinos, pero puede ser relevante cabras. Otros
diferenciales incluyen trauma, hematomas o quistes dérmicos (Gascoigne et al.,
2020).

Para el aislamiento del microorganismo se requiere la siembra de las muestras a
evaluar en medios de cultivos como agar sangre para la obtencion de colonias
aisladas y puras. El crecimiento de la bacteria en agar sangre de 24 a 48 horas
permite la formacion de colonias pequefas alcanzando 3 mm de diametro, blancas,
secas Yy rodeadas de una 3-hemdlisis tenue (Bastos et al., 2012). La observacion de
la bacteria mediante la técnica de tincién de Gram y Ziehl Neelsen se realiza para
el diagnostico diferencial entre bacilos acido alcohol resistentes (Chirino et al.,

2006). En la tincion de Gram se pueden reconocer formas cocobacilares de color



violeta, para una clasificacion de la bacteria como Gram positiva (Literak et al., 1999;
Chirino et al., 2006). Posteriormente se realiza la identificacion de C.
pseudotuberculosis mediante pruebas bioquimicas convencionales (Dorella et al.,
2006; D"Afonseca et al., 2008).

Otras pruebas son las inmunoenzimaticas como la ELISA, que utilizan como
antigeno cultivos bacterianos, toxinas y proteinas secretadas de C.
pseudotuberculosis, como la fosfolipasa D corinebacterial (PLD) (Dercksen et al.,
2000; Binns et al., 2007), son empleados en los programas de control y erradicacion
de la LCA. Existen varios trabajos que evaltan la sensibilidad y especificidad del
ELISA indirecto, muchos de estos son protocolos estandarizados en sus
laboratorios por lo cual los valores pueden variar. Por ejemplo, en una investigacion
se encontré una sensibilidad de 96.6% y una especificidad de 98.4% empleando
proteinas recombinantes (PLD y CP49) (Barral et al., 2019). Los resultados positivos
de la prueba de ELISA deben ser interpretados como exposicion a la toxina, ya que

puede indicar infeccion activa.

Los anticuerpos frente a la toxina comienzan a detectarse a partir de la cuarta
semana post-infeccién alcanzando un pico maximo en la decimoséptima semana y
perdurando por lo menos veintisiete semanas (Belchior et al., 2006). Los titulos de
anticuerpos calostrales usualmente desaparecen entre los 3 a 6 meses de edad,
por lo cual, las pruebas serolégicas en animales menores a 6 meses deben ser

interpretadas con precaucion (Aiello & Mays, 2000).

Otra técnica para detectar LCA es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
y constituye una alternativa en comparacién con los métodos de diagndstico
convencionales, con la ventaja de ser mas rapida y especifica (Cetinkaya et al.,
2002). La PCR multiplex basada en la amplificacion de los genes 16S rRNA, rpoB y
pld, tiene una sensibilidad diagndstica del 94.6% para aislamientos de C.
pseudotuberculosis (Pacheco et al., 2007). El 16S rDNA como secuencia codificante
de la subunidad RNA ribosomal 16S, se ha utilizado en ensayos previos tanto para
el diagnéstico como para el andlisis filogenético del género Corynebacterium
(Khamis et al., 2005).
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El gen 16S rRNA es el componente de la subunidad menor (30s) de los ribosomas
procariotas, y permite la union de la secuencia lider de los ARNm (secuencia de
Shine-Dalgarno) para el inicio de la traduccion de los genes. La secuencia de este
gen se encuentra altamente conservada y presenta bajas tasas de evolucion, se
utiliza para la reconstruccion de filogenia. El uso de este gen ha tenido una enorme
repercusion en taxonomia bacteriana, dando lugar al sistema de clasificacién
vigente y permitiendo la identificacion rapida y precisa de las bacterias (Cetinkaya
et al., 2002). Este gen permite diferenciar a C. diphtheriae de C. pseudotuberculosis
presentando una similitud en un 97.8%, lo que indica que estas especies tiene una

estrecha relacion, pero son diferentes (Pascual et al., 1995).

El gen rpoB corresponde a la subunidad 3 de la RNA polimerasa, y su secuencia
codificante se ha utlizado para estudios filogenéticos de algunos géneros
bacterianos (Dorella et al., 2006; D"Afonseca et al., 2008). A través de su secuencia
también se han identificado especies del género Corynebacterium (Khamis et al.,
2004; Khamis et al., 2005). El gen rpoB codifica para la subunidad beta de la RNA
polimerasa (Khamis et al., 2004) y la amplificacién de un fragmento de 434 a 452
pb permite la identificacibn a nivel de especie ya que presenta un elevado
polimorfismo. El mayor grado de semejanza de esta secuencia parcial entre dos
especies ha sido de 95,9% frente a un 99,7% de la secuencia completa de 16S
RNAr (Khamis et al., 2005).

El gen pld es un blanco de amplificacion en ensayos de PCR para discriminar entre
aislados de C. pseudotuberculosis y C. ulcerans, especies genotipicamente muy
relacionadas (Pacheco et al., 2007). Ademas, la PCR basada en genes pld es mas
fiable que las basadas en genes rpoB para el diagnostico de C. pseudotuberculosis
(Nabih et al., 2018).

Cada técnica tiene sus ventajas y desventajas; por ejemplo, aunque el estandar de
oro para el aislamiento de LCA es el aislamiento del agente causal a partir de los
abscesos no siempre es posible recolectar las muestras ya que so6lo se pueden

recolectar cuando se trata de la presentacion clinica cutanea, de igual manera, el
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PCR puede verse afectado por enzimas u otros materiales que puedan alterar la
reaccion o degradar el ADN (Barral et al., 2019).

2.5.2 PCR Multiplex

Se desarrollé un ensayo de PCR multiplex (mPCR) hecho por (Pacheco et al., 2007)
dirigido a tres genes de C. pseudotuberculosis: el gen 16S rRNA, rpoB y pld. Este
método ha permitido la identificacion eficiente del aislamiento de esta bacteria que
habia sido reconocida previamente mediante pruebas bioquimicas.

Esta mPCR permiti6 la identificacion especifica de aislados de C.
pseudotuberculosis en cultivo y la deteccion directa en muestras de pus de animales

afectados por LCA.

2.6. Epidemiologia
Linfadenitis caseosa esta presente en la mayoria de las zonas geogréficas definidas
por la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE); sin embargo, es poco
comunicada y la prevalencia en pequefios rumiantes es subestimada debido a la
falta de notificacion en muchos paises (lvanovi¢ et al., 2009). La diseminacién de
este patégeno en todo el mundo probablemente se produjo a través de la
importacion de animales infectados (Baird & Fontaine, 2007). C. pseudotuberculosis
ha sido identificada en grandes criaderos de ovejas y cabras en diferentes paises
del mundo como Argelia (Chikhaoui & Khoudja, 2013), Argentina (Gallardo et al.,
2019), Australia (Windsor, 2014), Brasil (Oliveira et al., 2016), Canada (Corbeil et
al., 2016), Chile (Tadich et al., 2005), China (Zhou et al.,2016), Egipto (Al-Gaabary
et al.,2009), Espafia (Chavez et al., 2016), Estados Unidos (Sprake & Gold, 2012),
Hungria (Sellyei et al., 2017), Israel (Yeruham et al., 2003), Japdén (Chikamatsu et
al.,1989), Nueva Zelanda (Valero et al.,1992), Paraguay (Szwako et al., 2014),
Reino Unido (Connor et al., 2000), Sudéfrica (Hassan et al., 2012), Turquia (llhan,
2013) y Venezuela (Primera et al., 2016), siendo la LCA una de las enfermedades

gue mas afecta a las unidades de produccién ovina y caprina.

Existen evidencias de LCA y su prevalencia en México en los estados de Durango

(Carrillo et al., 2005), en municipios de Mapimi y Tlahualilo, en Jalisco (Guerrero et
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al., 2018) en municipios como Zapotlanejo, Zapopan, Tlaquepaque, Tepatitlan,
Acatic y Tlajomulco, asi como también en el estado de México (Ochoa et al.,1996)
hallaron que el 5,4% de los exudados nasales que analizaron en ovejas
trashumantes en Xalatlaco presentaron Corynebacterium spp., asi como (Barrientos
et al.,1996) en ese mismo pais aislaron C. pseudotuberculosis en el 65% de los

casos que estudiaron con lesiones en los linfonodos (Songer et al., 1988).

La propagacion de C. pseudotuberculosis a otros paises resalta la importancia de
mejorar la compresion de esta bacteria (Parise et al., 2018). La frecuencia de
presentacion de la enfermedad en cada region o pais depende principalmente del
tipo de unidad de produccion. La infeccién es mas frecuente en paises tropicales y
subtropicales. La prevalencia es menor en animales de sistemas de produccion
extensivos, a diferencia del sistema intensivo donde la infeccion se manifiesta desde

edades tempranas (Fontaine & Baird, 2008).

En México se ha encontrado en diferentes especies, por ejemplo, recientemente se
encontré C. pseudotuberculosis biovar equi en equinos de nuestro pais con
abscesos musculares (Mufioz-Bucio et al., 2017). Mientras que (Varela et al., 2018)
reportaron la identificacion de 57 aislamientos mediante pruebas bacteriolégicas y
la amplificacion de genes 16S rRNA, asi como genes involucrados en virulencia y
patogenicidad: Fag B, Fag C, Fag D y hsp60.

Se han estudiado algunas cepas de C. pseudotuberculosis como la cepa MEX1
(NZ_CP017711.1) aislada en la region de Tlaxcala y la cepa MEX29
(NZ_CP016826.1) en de Rio Frio de Juérez, estado de México. Por otra parte, la
cepa MEX25 (NZ_CP013697.1) y MEX9 (NZ_CP014543.1) en la regién de
Guanajuato (Parise et al., 2018).

2.7 Factores de virulencia

Los estudios realizados se han centrado principalmente en tres factores de
virulencia conocidos e identificados como fosfolipasa D (PLD), acidos corymicélicos

y operon Fag ABCD.

13



La fosfolipasa D (Songer, 1997; Sa et al., 2013), exotoxina PLD que cataliza la
disociacion de la esfingomielina y el aumento de la permeabilidad vascular. Esto da
como resultado la propagacion (Hodgson et al., 1994; Corréa et al.,, 2018) y
supervivencia de C. pseudotuberculosis dentro de las células del hospedero (Baird
and Fontaine, 2007). Aunque no se ha observado que la exotoxina PLD sea
directamente hemolitica, se ha visto que es capaz de producir hemolisis sinérgica
(Gyles et al., 2008). Se ha informado que la expresion de PLD puede verse afectada
por factores ambientales como la temperatura, el pH y la osmolaridad (Ruiz et al.,
2011). Ademas, la resistencia a diversos cambios ambientales puede estar
asociada a la capacidad de supervivencia y persistencia de las bacterias patégenas
en el hospedero (Pinto et al., 2014).

Los &cidos corynomicdlicos, son moléculas que forman parte de la estructura de la
pared celular (Ruiz et al.,, 2011). La estructura lipidica formada por los &cidos
corynomicélicos actia como una barrera, con permeabilidad selectiva, mediada por

proteinas integrales de membranas llamadas porinas (Schiffler et al., 2007).

Por ultimo, el operon Fag ABCD, que codifica para una proteina de membrana
integral (FagA), un transportador de enterobactina de hierro (FagB), la proteina de
la membrana citoplasmatica que se une a ATP (FagC) y la proteina de union (FagD),

gue participan en la absorcion de hierro (Sa et al., 2013; Li et al., 2018).

La alta prevalencia de C. pseudotuberculosis en ovejas y cabras ha hecho que los
estudios sobre las formas de detectar sus factores de virulencia sean cada vez mas
importantes. Los avances en gendmica han permitido el descubrimiento de nuevos
genes, especialmente los relacionados con la patogenicidad y el estilo de vida del

microorganismo.

2.8 Importancia econémica

Las principales pérdidas econOmicas atribuidas a la infeccion por C.
pseudotuberculosis generan un impacto negativo en la produccion de lana, leche,
asi como también disminucién del peso y rendimiento reproductivo del animal, a

nivel de rastro causa decomiso de carcasas y visceras (Belchior et al., 2009); de
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igual modo la reduccion del valor de las pieles debido a las cicatrices, el costo de
los medicamentos y mano de obra necesarios para tratar la enfermedad (Carrillo et
al., 2005, Sa et al., 2011). Linfadenitis caseosa es una enfermedad que causa
pérdidas financieras en la produccion ovina principalmente en paises que tienen
una gran produccion de esta especie, como lo son Australia (Stanford et al., 1998)
con pérdida en la produccion de lana de 17 millones de dolares (Paton et al., 1994),
Nueva Zelanda (Valero et al., 1992, Estados Unidos (Williamson et al., 2001),
Canadéa (Paton et al., 1994), Brasil (de Farias et al., 2019), Espafna (Villalonga,
2013), Reino unido (Gascoigne et al., 2020).

Aunque se sabe que LCA afecta la industria ovina y caprina, no hay muchos
estudios donde se analice con detalle las pérdidas econdmicas ocasionadas (Baird
and Fontaine 2007; Gascoigne et al. 2020).

2.9 Tratamiento y vacunacion

Aunque se sabe que C. pseudotuberculosis en general es sensible a diferentes
antibiéticos incluyendo la penicilina, el hecho de que forme abscesos hace dificil
que el farmaco pueda penetrar para eliminar al microorganismo, ademas de sumarle
los costos para tratar a un rebafio completo hace que el tratamiento antimicrobiano
sea prohibitivo. En un estudio se realiz el tratamiento a varios ovinos drenando los
abscesos y aplicando rifamicina y oxitetraciclina durante un periodo de 10 dias
mejorando las lesiones macroscopicas pero la eliminacién del microorganismo no
fue demostrada (Senturk & Temizel, 2006).

En cuanto a las vacunas que existen comercialmente para tratar esta enfermedad
existen varias disponibles en algunos paises, la mayoria de estas esta formulada
como toxoides y tienen la proteina PLD inactivada en asociacion con antigenos

contra patégenos de género Clostridium (de Pinho et al., 2021) (Tabla 3).
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Tabla 3. Vacunas comerciales contra la Linfadenitis caseosa

Nombre comercial
Glanvac®3

Glanvac®6

Glanvac®3 B12

Glanvac®3 vaccine (for
goats)

Glanvac®3S B12

Glanvac®6 (for goats)

Glanvac®6S

Glanvac®6 B12

Glanvac®6

Caseous D-T

Linfovac

Case-Bac

Biodectin

CL Bacterin Vaccine

Empresa

Zoetis

Zoetis

Zoetis

Zoetis

Zoetis

Zoetis

Zoetis

Zoetis

Zoetis

Labovet Produtos
Veterinarios

Colorado Serum Co.

Vencofarma Lab.

Fort Dodge LTD

Texas Vet Labs

CP: C. pseudotuberculosis

Uso en/Pais
Ovinos y cabras /
Sudéafrica
Ovinos / Nueva
Zelandia

Ovinos / Australia

Ovinos y cabras /
Australia

Ovinos / Australia

Ovinos y cabras /
Australia

Ovinos / Australia

Ovinos / Australia

Ovinos y cabras/
Brasil
Ovinos / EUA,
Canada
QOvinos / EUA,
Canada
Ovinos y cabras /
Brasil
Ovinos/Diferentes
paises
Cabras / EUA

Composicion

Toxoide CP% asociado con 2 toxoides clostridiales

Toxoide CP asociado con 5 toxoides clostridiales y
bacterinas
Toxoide CP asociado con 2 toxoides clostridiales +
vitamina B12

Toxoide CP asociado con 2 toxoides clostridiales

Toxoide CP asociado con 2 toxoides clostridiales +
selenio + vitamina B12
Toxoide CP asociado con 5 toxoides clostridiales y
bacterinas
Toxoide CP asociado con 2 toxoides clostridiales y
bacterinas + selenio
Toxoide CP asociado con 5 toxoides clostridiales +
vitamina B12
Toxoide CP asociado con 5 toxoides clostridiales y
bacterinas
Combinacién de 3 antigenos, C. perfringens tipo D,
C. tetani y CP

Suspension de CP vivo atenuado
Cultivo completo destoxificado y purificado de CP
Toxoide CP asociado con antigenos clostridiales +

endectocida

Bacterina CP

Tomado y modificado de (de Pinho et al., 2021).
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[1l. JUSTIFICACION

La produccién ovina y caprina juega un papel importante a nivel mundial; por lo cual
cada afio la demanda del mercado de los productos se incrementa
substancialmente. En México se contempla la producciéon y consumo a nivel

regional, especialmente para la venta de barbacoa y de cortes.

Diversas enfermedades limitan la produccion ovina y caprina en México; tal es el

caso de la linfadenitis caseosa.

Linfadenitis caseosa es importante por las pérdidas econémicas que ocasiona
principalmente en la produccién de carne, leche, lana y en la salud publica por su

importancia zoonotica.

LCA es una enfermedad que tiende a un estadio cronico se observa en animales
adultos; sin embargo, recientemente y con mayor frecuencia también se ha
observado en animales jovenes que son los que se emplean principalmente para la

venta en canal.

Al ser una enfermedad de amplia distribucion, que no tiene un tratamiento que sea
satisfactorio por la lesiébn abscedativa; resulta de especial relevancia conocer las
caracteristicas de este microorganismo en animales jovenes. Asimismo, como
afecta a las unidades de produccion tanto ovina como caprina, para establecer

medidas de prevencién y control; dentro de estas, la vacunacion.

El siguiente trabajo busca poner en evidencia a C. pseudotuberculosis a partir de
aislamientos en casos clinicos de linfadenitis caseosa en corderos, en unidades de

produccion del estado de Jalisco, México.

17



IV. HIPOTESIS.

Existe la presencia de Corynebacterium pseudotuberculosis en muestras de

lesiones abscedativas superficiales en corderos del estado de Jalisco, México.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar la presencia de Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis en
muestras obtenidas de casos clinicos de lesiones abscedativas superficiales en

corderos del estado de Jalisco, México.
Objetivos especificos:

1. Obtener muestras de lesiones abscedativas superficiales provenientes de
corderos del Estado de Jalisco, México.

2. Realizar el aislamiento e identificacion de Corynebacterium pseudotuberculosis
biovar ovis mediante pruebas bacteriolégicas y bioquimicas provenientes de

lesiones abscedativas superficiales de corderos.

3. ldentificar mediante la técnica de PCR multiplex a Corynebacterium

pseudotuberculosis biovar ovis.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Poblacion ovina.
El padron de ganado ovino explotado en sistemas intensivos del Estado de Jalisco,
integrado en la Unién Ganadera, la Asociacion de Productores de Ovinos y los
GGAVATTS de la entidad y en colaboracion con la Secretaria de Desarrollo
Agropecuario del Estado de Jalisco, registran una poblacién ovina de 35,000
cabezas de ovinos encastados principalmente con la raza Pelifolk. Las unidades de
produccion ovina bajo sistemas intensivos, se caracteriza por incluir o complementar
la alimentacion con un suplemento a base de minerales y dietas concentradas ricas
en energia y proteina. Se tienen antecedentes clinicos, aproximadamente de un
20% de la poblacion ovina explotada en la zona, con presencia de abscesos
multiples de tamafio variable en animales adultos y recientemente se ha descrito la

presencia de abscesos en animales jévenes (< 6 meses de edad).

6.2. Método de muestreo.
Se realiz6 un muestreo por conveniencia para incluir en el estudio a los corderos
gue presentaron abscesos subcutaneos, cuya edad esté en el rango de tres a seis
meses. En unidades de produccion ovina de los municipios de Arandas, El grullo,
El salto, San Juan de los lagos, Villa corona, Zapopan y Zapotlanejo Jalisco, México.

6.3. Diagndstico clinico de linfadenitis caseosa en corderos.
Se realizé un diagnéstico de situacion, inspeccionando clinicamente a los corderos
entre tres y seis meses de edad, para determinar la presencia de animales con
linfadenitis caseosa. Se considero como animal sospechoso (posible positivo) a
todo cordero que presente lesiones abscedativas en linfonodos superficiales de la
region pre-clural, preescapular, parotideos, submaxilares, retromamarios e
inguinales. La inspeccion se realiz6 con apoyo de un Médico Veterinario Zootecnista
previamente capacitado para identificar las lesiones; se registr0 el niamero y

distribucion de lesiones abscedativas encontradas en el animal y se elaboré un
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cuestionario individual en referencia a la unidad de produccion, localizacion del

absceso, tipo de exudado encontrado, edad, raza, sexo y condicidn corporal.

6.4. Toma de muestras bioldgicas.

De los animales identificados con lesiones clinicas compatibles con linfadenitis
caseosa ovina, se realizd la toma de muestra a través de puncidn con jeringa,
utiizando medidas de bioseguridad (guantes, cubreboca, gafas) y previa
desinfeccién del area de puncidon. Las muestras bioldgicas se refrigeraron y se
enviaron al laboratorio para su andlisis. En el laboratorio las muestras se procesaron
en el laboratorio por no mas de 72 horas desde la toma de muestra. Las pruebas de
identificacion bacterioldgicas, bioguimicas y la PCR se realizaron en el area de
Bacteriologia del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal,
CIESA, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Autbnoma del
Estado de México, Km 15.5 Carretera Toluca Atlacomulco, Toluca, Estado de
México, C.P.50090, México.

6.5. Aislamiento de Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis

Se sembr6 por duplicado en agar sangre, incubando los medios a 37°C por 24-48
horas, en condiciones anaerdbicas. Posteriormente se observd el crecimiento de
colonias de color crema y rodeadas de una zona de hemdlisis incompleta. A los
aislamientos se les realiz6 la tincibn de Gram para identificar a bacterias en forma
de bacilos Gram positivos cortos y curvos. Las colonias puras y aisladas se
cultivaron en medio liquido Infusién Cerebro-Corazéon (BHI) 37g/L, durante un
periodo de incubacion de 48 a 72 h a 37°C para posteriormente realizar la extraccion
de ADN.

6.6. Pruebas bioquimicas
Las colonias bacterianas ya purificadas fueron sometidas a pruebas bioquimicas
como la catalasa, urea y reduccion de nitratos a nitritos de las muestras de corderos
sospechosos de ser C. pseudotuberculosis. Considerando que el biovar ovis no

reduce los nitratos a nitritos a diferencia del biovar equi.
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6.7. Extraccion de ADN

Se centrifugaron 2mL de cultivo de las cepas de C. pseudotuberculosis obtenidas
en medio BHI, a 10,000 g x 2 min para colectar el pellet de células y se eliminé el
sobrenadante. La extraccion del ADN se llevo a cabo mediante el kit comercial FAST
ID Genomic DNA Extraction (FANSA, EUA).

Al sedimento con la muestra de ADN se afiadié 1mL de buffer de lisis con Proteinasa
K (20mg/mL). Luego se mezcl6 vigorosamente por vortex y se incub6 a 65°C por 30
min. Posteriormente se centrifugé a 10,000 g x 5 min y se depositaron 500uL del
sobrenadante en un tubo de micro-centrifuga nuevo. Se adicionaron 500uL de buffer
de union gendmico y se centrifugd a 10,000 g x 5 min. El sobrenadante se afiadi6 a
una columna de unién de ADN y se centrifug6 a 10,000 g x 2 min. Se lavé la columna
con 650uL de buffer de lavado y tres veces con etanol al 75%. La elusion final se

realizé con 100uL de 1x TE y se conservo a -20°C.

6.8. Determinacion de la pureza del ADN

Para determinar la pureza del ADN de cada muestra se realiz6 mediante la medicion
de su absorbancia con la utilizacion de un equipo espectrofotometro UV-VIS de
barrido espectral (NanoDrop, ThermoFisher, USA) empleando un volumen de
muestra de 1-2 ul en el pedestal, posteriormente se procedio a realizar la lectura de
acuerdo con las indicaciones de fabricante, el cual tuvo una concentracion entre ~30
a 80 ng/ul y la relacion 260/280 un valor entre 1.8 a 2.0.

La relacion 260/280 recomendada debe estar entre 1.8 y 2.0. Si la relacién es
inferior, eso podria indicar la presencia de proteinas u otros contaminantes que

absorben a 280 nm.

6.9. Identificacion de los aislados de Corynebacterium pseudotuberculosis
mediante PCR

La identificacién de los aislamientos de campo de C. pseudotuberculosis se realizd
mediante la amplificacién de fragmentos de tres genes especificos: 16s rRNA, rpoB
y pld. La técnica de PCR multiplex siguio el protocolo establecido por Pacheco et al.
(2007) (Tabla 4), en un volumen final de 25ul conteniendo 12.5 ul 2X Quiagen
Multiplex PCR Master Mix, 1yl de cada cebador (100pmol/uL) y 2ul de DNA
(30ng/uL). El programa de la reaccion se llevo a cabo en un termociclador (Techne
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TC 512 Prime, USA) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial de
95°C por 3 min, 40 ciclos de 95°C por 1 min, 58°C por 40s y 68°C por 1 min 30s; y
una extension final de 68°C por 7 min. Como control negativo se incluyé una
reaccion con todos los componentes y agua libre de nucleasas en lugar de la
muestra de ADN, mientras que como control positivo se empled una cepa control
(C. pseudotuberculosis ATCC 43926).

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados para la identificacion por PCR de los

aislamientos de Corynebacterium pseudotuberculosis.

Gen Cebadores | Secuencias pb Producto
16s-F ACCGCACTTTAGTGTGTGTG 20

16s RNAr 816pb
16s-R TCTCTACGCCGATCTTGTAT 20
rpoB-F CGTATGAACATCGGCCAGGT 20

rpoB 446pb
rpoB-R TCCATTTCGCCGAAGCGCTG 20
Pld-F ATAAGCGTAAGCAGGGAGCA 20

pld 203pb
Pld-R ATCAGCGGTGATTGTCTTCCAGG 23

6.10. Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en geles de 1.5% de agarosa permitid la visualizacion de los
fragmentos amplificados de ADN (16S rRNA, pld,y rpoB). Los geles se sometieron
a una corriente eléctrica durante 45 min a 110V usando una fuente de poder
(AAHoefer, USA) para la separacion de las moléculas de ADN. Los geles se tifieron
con bromuro de etidio y se visualiz6 los fragmentos de ADN utilizando luz UV en un
fotodocumentador. Se emplearon marcadores de peso molecular de 100pb Plus
DNA Ladder™ (Invitrogen, USA) y de 1Kb O GeneRuler (Fermentas, USA).

6.11. Analisis de Datos
La informacion obtenida y su analisis descriptivo de los resultados fueron
presentados en forma de cuadros, graficas de frecuencias; asi como imagenes.
Para el procesamiento de la informacion se utilizdo Microsoft®Excel and Microsoft®
Word (Microsoft Office, USA).
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VII. LIMITE DE ESPACIO

Las muestras de casos clinicos de linfadenitis caseosa se obtuvieron de unidades
de produccién ovina de los municipios de Arandas, El Grullo, El salto, San Juan de

los lagos, Villa corona, Zapopan y Zapotlanejo Jalisco, México.

En estudio bacteriologico, bioquimico y molecular se realiz6 en el Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA), FMVZ-UAEMEX. Km

15.5 Carretera Toluca- Atlacomulco, Toluca, Estado de México.

La redaccién de protocolo y tesis se hizo en el Centro Universitario UAEM
Amecameca, Carretera Amecameca Km 2.5, Centro, Amecameca de Juarez,

Estado de México.
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VIII. LIMITE DE TIEMPO

Tabla 5. Cronograma de actividades desarrolladas en el Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados en Salud Animal.

Mes Actividad Area de

Trabajo
Mayo, 2022 Registro de protocolo

Mayo, 2022 Toma de muestras de abscesos en corderos
provenientes de casos clinicos de linfadenitis
caseosa de los municipios de Arandas, El
Grullo, El salto, San Juan de los lagos, Villa
corona, Zapopan Yy Zapotlanejo, Jalisco. Area de
México. lavado
Recepcién de muestras de abscesos de

. _ Area de
corderos provenientes del estado de Jalisco.

Capacitacion en las técnicas a emplear de investigacion
microbiologia y biologia molecular.

Mayo, 2022 Realizacion de medios de cultivo Agar sangre
y pruebas de esterilidad.
Siembra de la bacteria para su crecimiento y
purificacion.
Identificacion de Corynebacterium
pseudotuberculosis mediante pruebas de
microbiologia y bioquimicas.

Junio, 2022 Identificacion de C. pseudotuberculosis
mediante el método de PCR multiplex.
Visualizacion en un fotodocumentador.

Julio, 2022 Redaccién de tesis
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IX. RESULTADOS

9.1. Diagnéstico clinico de linfadenitis caseosa en corderos

En la Tabla 6 se presenta el nimero de muestras de lesiones abscedativas

superficiales en corderos de los municipios de Arandas (5.2%), El grullo (21%), El
Salto (15.8%), San Juan de los lagos (31.6%), Villa corona (10.6%), Zapopan
(5.2%), Zapotlanejo (10.6%), Jalisco, México. Todas pertenecen a corderos de la

raza pelifolk, de un rango de edad de tres a seis meses; 16 fueron hembras (84.2%)

y 3 machos (15.8%), los cuales en su mayoria presentan condicion corporal de 2.5

(68.4%), el tipo de exudado caseoso predomino (73.7%) y el linfonodo retrofaringeo

fue el més afectado (52.7%).

Tabla 6. Muestras de lesiones abscedativas superficiales en corderos del Estado
de Jalisco, México; para la identificacion microbioldgica, bioquimicay PCR multiplex

de Corynebacterium pseudotuberculosis.

SEXO LINFONDDO TIPD DE EXUDADD CONDICION EDAD (MESES)
AFECTADD CORPORAL
2 = = 8 =35 2 5|5 &8 S =
= 5 S EE2E £ 8 3 B
ARANDAS ARANDAS { 15921 | { | |
EL GRULLO EL AGUACATE 4 | 2| 4 2 2 3 | 3 | {3
EL SALTO EL SALTO 3 158 2 | 1 | 3 2 | 2 1
SAN JUAN DE § | 3B
LOS LAGDS EL SAUZ a1 4 | | 4 | | 3 1121 3 2
VILLACORDONA | ESTIPAC 2 106 1 | 2 | | 2 2
APOPAN | TESISTAN |y 59| 1 | 1 |
ZAPDTLANEJD | LAPURISIMA | 2 |1DB| 2 2 | | | | 2
TOTAL 19 (100 16 | 3 10 B 3 14 3 2 13 412 3|5 /[2|18
E oN =] ~ [Tr] oa ~ oa (Tr] ~ (=] o
g = S E g § 5| U g8 = =2 ® 5o @ 8=85%
[ ]
(=
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9.2. Identificacion bacterioldgica:
En la figura 1-A se observa la presencia de colonias en el medio agar sangre, 24
horas posterior a su siembra, de un tamafio de 1mm de longitud, de un color blanco
grisaceo. A las 72 horas las colonias fueron mas grandes y cambio a color blanco,

secas y rodeadas por una zona de beta hemoalisis.

En la figura 1-B se observa en la tincion de Gram, bacterias las cuales de tifien de

color morado, presentan una morfologia de cocos, bacilo y cocobacilo empalizadas.
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Figuras 1-A y 1-B; A) Morfologia de Corynebacterium pseudotuberculosis,
crecimiento de colonias en agar sangre. B) Corynebacterium
pseudotuberculosis tenido con tincion de Gram con objetivo 100X.
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9.3. Pruebas bioquimicas:
Las pruebas de catalasa y urea fueron positivas en los aislados de C.
pseudotuberculosis (Figura 2 A 'y B). La prueba de reduccion de nitratos a nitritos
fue negativa (Figura 2 C); lo que diferencia al biovar ovis del biovar equi, el cual es

positivo.

C

Figura 2. (A, B y C). A. Catalasa positiva,
presencia de burbujas. B. Urea positiva. C. Prueba
de reduccidén de nitratos a nitritos negativa.

En la tabla 7 se consignan un total de 19 muestras, las cuales dieron positivo a las
pruebas de catalasa y urea. La prueba de reduccion de nitratos a nitritos fue

negativa, correspondiente al biovar ovis a diferencia del biovar equi (positivo).

9.4. Determinacion de la pureza del ADN
Se determiné el grado de pureza del ADN de las muestras las cuales tuvieron una
concentracion aceptable para realizar el PCR. El ADN extraido con el kit comercial,
el cual tuvo una concentracion entre ~30 a 80 ng/ul y la relaciébn 260/280 tuvo un

valor entre 1.8 a 2.0, lo cual indica que se encontrd en los rangos Optimos de pureza.

Figura 3. Nivel de pureza de ADN de las muestras de abscesos en corderos.
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Tabla 7. Aislados obtenidos a partir de lesiones abscedativas superficiales en
corderos de los municipios del Estado de Jalisco, México; para la identificacion
bioquimica y variacion de los genes en el PCR multiplex de Corynebacterium
pseudotuberculosis.

[72] _ —_
g2 = 2
3 s g %85 8
K S 25 e gg &
= 5 sg & 53 B
~ =
° 2E : ° 3
= o o}
San Juan de los El Sauz + + - + +
lagos
2J) San Juan de los El Sauz + + - + + +
lagos
3J San Juan de los El sauz + + - + + +
lagos
5J San Juan de los El sauz + + - + + +
lagos
6J San Juan de los El sauz + + - + + +
lagos
7J San Juan de los El Sauz + + - + + +
lagos
8J Villa corona Estipac + + - + + +
9J Villa corona Estipac + + - + + +
32 Zapopan Tesistan + + - + + +
42) El salto El salto + + - + + +
51J El salto El salto + + . + + +
52J El salto El salto + + - + + +
55J El grullo El aguacate + + - + + +
55A El grullo El aguacate + + - + + +
57A El grullo El aguacate + + - + + +
57J El grullo El aguacate + + - + + +
60J Zapotlanejo Purisima + + - + + +
7J Zapotlanejo Purisima + + - + + +
38-55-J Arandas Arandas + + . + + +
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9.5. Identificacion de los aislados de Corynebacterium pseudotuberculosis
mediante PCR

Los 19 aislamientos que fueron identificados mediante pruebas bioquimicas se
confirmaron mediante la técnica de PCR multiplex, se logré amplificar correctamente
los fragmentos de los tres genes 16s (816pb), pld (203pb), rpoB (446pb) en los

aislamientos obtenidos de lesiones abscedativas en ovinas.

En la figura 3 se observa que todos los aislamientos amplificaron los fragmentos
correspondientes a los genes de acuerdo con la metodologia establecida y segun
el peso molecular esperado. Los controles tanto positivo como negativo también
dieron los resultados esperados.

MW  ATCC 2] 6J 7J 32 38-55-3 57J --

1000 pb )

100 pb )

Figura 4. Identificacion de PCR de Corynebacterium pseudotuberculosis
biovar ovis (n=19). MW, marcador de peso molecular (Promega); segundo
carril (control positivo C. pseudotuberculosis ATCC 43926); 16s+; C.
pseudotuberculosis rpoB+ y C. pseudotuberculosis pld+, tercer carril:
muestra 2J, cuarto carril muestra 6J, quinto carril muestra 7J (San Juan de
los lagos), sexto carril muestra 32J (Zapopan), séptimo 38-55J (Arandas) y
ultimo carril control negativo.
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X. DISCUSION

En el presente trabajo se aislo e identifico a C. pseudotuberculosis biovar ovis,
agente causal de la linfadenitis caseosa (LCA), que afecta principalmente a los
pequefios rumiantes (Odhah et al., 2018; Faeza et al., 2019), en las 19 muestras de
lesiones abscedativas cutaneas de corderos provenientes de las unidades de

produccion pecuarias de Jalisco.

Actualmente en México, hay poca informacion sobre la infeccion natural de LCA en
corderos, siendo este trabajo un referente importante en virtud de que se observa
incremento del padecimiento en ovinos y caprinos menores a un afio, por lo que se
destaca que los corderos examinados fueron de un rango de edad entre 3y 6
meses, lo cual difiere con lo establecido en otros reportes en donde se considera
que la enfermedad es més prevalente en animales adultos de un afio en adelante
(Al-Gaabary et al., 2009; Fikre & Abraha, 2014).

El microorganismo fue detectado en todas las unidades de produccién muestreadas
de siete municipios del estado de Jalisco. Los resultados obtenidos coinciden con
trabajos previos que indican que LCA se distribuye en varios rebafios de ovinos y
caprinos de esta entidad federativa, por ejemplo un estudio realizado en 2013
encontré LCA en 33% de muestras de ovinos, el estudio incluyé los municipios de
Tlaquepaque, Tlajomulco, Tepatitlan, Zapopan Acatic y Zapotlanejo (Valdivia,
2013); mientras que otro estudio realizado dos afios después logré identificar
mediante PCR 60 aislamientos de C. pseudotuberculosis biovariedad ovis en
instalaciones ovinas y caprinas en estos mismos municipios, aunque las localidades

fueron diferentes (Hernandez, 2015).

En este estudio se encontr6 C. pseudotuberculosis biovar ovis en diferentes
municipios a los ya reportados, lo que podria indicar que la enfermedad esta
distribuida en otras localidades aun no estudiadas. Al menos en dos municipios que
se incluyeron en el muestreo han reportado previamente la presencia de C.
pseudotuberculosis en ovinos: Zapopan y Zapotlanejo (Hernandez, 2015; Valdivia,

2013). A pesar de su descripcién en esta region del pais, los estudios previos se
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han centrado en la deteccion del patégeno y se ha sugerido el ampliar el estudio
epidemiologico, sin embargo, no se han emitido recomendaciones o se le ha dado
seguimiento para incluir actividades encaminadas a ayudar a los productores a
controlar la diseminacion de la enfermedad. Consideramos necesario profundizar
en las medidas para controlar los factores de riesgo en las unidades de produccion
ovinas y realizar campafas informativas para ayudar a disminuir la enfermedad, ya

gue hasta el momento se siguen presentando casos de LCA.

Otros estudios realizados en el pais incluyen el Estado de México, en el municipio
de Xalatlaco en donde hallaron que el 5.4 % de los exudados nasales de ovejas
presentaron Corynebacterium spp. (Ochoa et al., 1996), mientras que Barrientos et
al., (1996) aislaron a Corynebacterium spp. en el 65% de los casos con lesiones en
nodulos linfaticos. Estas investigaciones previas indican que C. pseudotuberculosis
se encuentra a lo largo del pais en diferentes estados. Sin embargo, se carece de
informacion con respecto a otras entidades federativas, por lo que no se puede

determinar a nivel nacional su frecuencia en ovinos y caprinos.

En México los estudios realizados para aislar C. pseudotuberculosis han sido
realizados solamente con abscesos cutdneos. En la Tabla 7 se observa que los
abscesos asociados a LCA se localizaron en los linfonodos retrofaringeos,
submandibulares y parotideos; lo cual coincide con un estudio reciente en Espafia
en ovinos sacrificados por cuestiones humanitarias en el que encontraron que el
72.79% de los animales examinados presentaban LCA visceral, mientras que solo
el 21.77% presentaban la forma superficial y el linfonodo mas afectado fue el
retrofaringeo (Ruiz et al., 2020), a diferencia de un estudio en Etiopia que mostraron
que los abscesos se encontraban a nivel superficial en los linfonodos preescapular

y prefemoral tanto en ovinos como en cabras (Abebe & Sisay Tessema, 2015).

Entre los pocos estudios que reporten LCA en corderos, esta una investigacion que
informo sobre la presencia de LCA a lo largo de tres afios (2013-2015) en las islas
Malvinas, con una frecuencia menor al 1% (Listos et al., 2016); sin embargo, en
Etiopia se encontré que existe un mayor riesgo de contraer LCA en animales recién

nacidos y que es posible observar signos clinicos a los 6 meses de edad, esto difiere
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de la mayoria de publicaciones que indican que a mayor edad aumenta el riesgo de
contraer LCA y es algo que se identifico en los 19 animales empleados en este

trabajo.

Otro aspecto para destacar es la informacion respecto al sexo de los animales con
LCA. En un estudio realizado en Iraq se encontré que la LCA es mas predominante
en hembras (10.6%) que en machos (0.85%) (Issa et al., 2021). En este trabajo, se
observd una similitud en cuanto a la distribucion del sexo, donde hubo un mayor

namero de hembras (16 animales) en comparacion con los machos (3 ejemplares).

Ademas de los factores de riesgos conocidos, otro problema que observamos y que
pudiera contribuir a la persistencia de la enfermedad es la carencia de inmunogenos
disponibles en el pais; mientras que en otros paises ya esta establecida la aplicacion
de dos dosis en animales jévenes y una vacunacion anual (Lacasta et al., 2015). El
desarrollo de bacterinas podria ayudar a disminuir su presencia en las unidades de
produccion ovina. En México se han realizado estudios con modelos murinos y
también con una vacuna experimental en ovinos en los estado de Veracruz, Puebla
y Yucatan (Ibarra Zazueta et al., 2016; Murguia-Olmedo & Morales-Alvarez, 2017),
sin embargo no se ha realizado estudios a mayor escala ni se ha planteado la venta
de un bioldgico contra esta enfermedad. Los aislamientos obtenidos de corderos en
el estado de Jalisco pudieran tener potencial para ser empleados en el desarrollo
de vacunas para prevenir la LCA.

En el futuro, deben de investigarse los factores que predisponen al incremento de
la frecuencia de LCA en corderos y cabritos ya que no se ha esclarecido el rol de
estos especificamente en las unidades de produccion estudiadas; al mismo tiempo,
se debe hacer énfasis en la limpieza y desinfeccion, la mejora de las instalaciones
de corrales, comederos y bebederos, ademas de eliminar a los animales enfermos,

ya que por el momento se carece de medidas de vacunacion.

Se ha descrito a C. pseudotuberculosis como el principal patdgeno de LCA en
diversas regiones del mundo (Latif et al., 2015). Nuestro trabajo se centrd en el
aislamiento e identificacién de C. pseudotuberculosis; sin embargo, varias especies

bacterianas pueden afectar los linfonodos en los pequefios rumiantes generando
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abscesos (Dorneles et al., 2014). En un estudio bacteriolégico realizado a partir de
linfonodos con abscesos en ovinos se observd que C. pseudotuberculosis
constituye el 43,7% de los microorganismos aislados, seguido de estreptococos y-
hemoliticos 8,6% y Trueperella pyogenes 6,1% (Zamprogna et al., 2021). La
correcta identificacion de C. pseudotuberculosis es indispensable ya que se trata de
un proceso cronico y persistente a diferencia de otros agentes causales que pueden

ser transitorios o con menor diseminacion dentro del rebano.
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Xl. CONCLUSIONES

1. En este trabajo se aislo e identifico a C. pseudotuberculosis biovar ovis en
las 19 muestras de lesiones abscedativas de corderos provenientes de
municipios del estado de Jalisco, México.

2. De las lesiones abscedativas en corderos de la raza Pelifolk, presentaron
condicion corporal de 2.5 (68.4%), el tipo de exudado caseoso fue el que
predomino (73.7%) y el linfonodo retrofaringeo fue el méas afectado (52.7%).

3. Hubo una correlacion del 100% entre las pruebas bioquimicas y PCR

multiplex para la identificacion de C. pseudotuberculosis biovar ovis.
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XIl. SUGERENCIAS

1. Capacitacién a los productores de las unidades de produccion ovinas y
caprinas acerca de la importancia de C. pseudotuberculosis causante de
Linfadenitis caseosa, las repercusiones que tiene y su impacto en la salud
publica, asi como recomendaciones para llevar a cabo buenas practicas de
higiene en las instalaciones, separacion de los animales por etapa fisioldgica,
la obtencién de un control y registro de los corderos recién nacidos.

2. Recolectar muestras de sangre para el desarrollo de pruebas de
serodiagnastico.

3. Inspeccionar otras unidades de produccién en otros municipios para saber si

existe la enfermedad.
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