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Abstract

Caseous lymphadenitis (CL) or pseudotuberculosis is a pyogenic disease, caused by
Corynebacterium pseudotuberculosis, affecting mainly small ruminants, although it has
also been described in deer, cows, horses, pigs, and humans. Despite its worldwide
distribution and its economic impact on sheep and goat production, its real prevalence
and distribution are underestimated in countries where CL it is not considered a notifiable
disease. The present work is the first seroprevalence study in CL carried out in Alto
Alentejo, the main livestock region of Portugal, with the aim of (1) assessing the validity
and usefulness of various serological and molecular diagnostic techniques, (2) conducting
a cross-sectional survey of the seroprevalence of C. pseudotuberculosis in small
ruminants, (3) conducting a preliminary study of the risk factors associated with
seropositivity and (4) describing the clinical cases found. To meet this aim, serum samples
were taken from 756 animals in 82 farms, as well as abscess and pus samples from 58
animals with skin and visceral pyogranulomatous lesions. Prior to the study and to
improve the sensitivity of multiplex PCR for the identification of C. pseudotuberculosis
from purulent samples, the validity of this test was determined after including a dilution
(1:10) of the DNA samples. The results obtained showed no improvement in their
diagnostic validity, so we consider that the dilution should only be applied in highly
purulent lesions that are negative to the classical protocol. The comparison of the direct
ELISA test (ELITEST CLA # CK105A®) with the multiplex PCR (reference test) showed
a diagnostic sensitivity and specificity of 100% and 76.1%, respectively, with a
Probability Ratio of 4.78 for positive results and greater than 100 for negative ones. On
this basis, the ELISA would offer 100% certainty in discarding CL, regardless of the pre-
test probability, but the credibility of positive results would only be > 80% when the real
prevalence in the group was > 46%.

The epidemiological study of C. pseudotuberculosis infection reflected a seroprevalence
at the farm level (dispersion) of 75.4% (95% CI [66.4% -84.5%]), with 16.7% of affected
small ruminants (95% CI [14.1% -19.4%]), finding significantly greater susceptibility in
the caprine species (PR 4.0 95% CI [3.31-4.84]), in dairy animals (PR 2.91 95% CI [2.49
-3.42]) and in those raised in a non-extensive production regime (PR 4.19 95% CI [3.67-
4.79]) and / or in medium and large farms. Finally, the pathological study confirmed the
importance of the visceral form of the disease, especially in sheep species.

The results found in this thesis confirm an actual problem and point out the importance
of CL in small ruminants in Portugal, as also the usefulness of the direct ELISA technique
in the detection of subclinical cases and as a screening test in disease control programs.

Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis; caseous lymphadenitis; sheep; goats;
PCR; ELISA; seroprevalence; risk factors; Portugal.
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Resumen

La Linfadenitis caseosa (LC) o pseudotuberculosis es una enfermedad pidégena, causada
por Corynebacterium pseudotuberculosis, que afecta principalmente a pequefios
rumiantes, si bien también se ha descrito en ciervos, vacas, caballos, cerdos y humanos.
A pesar de su distribucién mundial y su impacto econémico en la produccién ovina y
caprina, su prevalencia real y distribucién estdn subestimadas en aquellos paises donde
no se considera una enfermedad de declaracién obligatoria. El presente trabajo es el
primer estudio de seroprevalencia de LC realizado en el Alto Alentejo, principal regién
ganadera de Portugal, con el objetivo de (1) evaluar la validez y utilidad de diversas
técnicas de diagndstico serolégico y molecular, (2) realizar una encuesta transversal de la
seroprevalencia de C. pseudotuberculosis en los pequefios rumiantes, (3) realizar un
estudio preliminar de los factores de riesgo asociados a la seropositividad y (4) describir
los casos clinicos encontrados. Para ello, se tomaron muestras de suero a 756 animales
procedentes de 82 explotaciones, asi como muestras de abscesos y pus a 58 animales con
lesiones piogranulomatosas cutdneas y viscerales. A fin de mejorar la sensibilidad de la
PCR multiple para la identificacion de C. pseudotuberculosis a partir de muestras
purulentas, previamente al estudio se determino la validez de esta prueba tras incluir una
dilucién (1:10) de las muestras de ADN. Los resultados obtenidos no mostraron ninguna
mejora en su validez diagndstica, por lo que consideramos que la dilucién sélo deberia
aplicarse en lesiones muy purulentas que resulten negativas al protocolo clasico. Por su
parte, la comparacién del test ELISA directo (ELITEST CLA # CK105A®) con la PCR
multiple (prueba de referencia) mostré una sensibilidad y especificidad diagndsticas del
100% y el 76,1%, respectivamente, con una Razén de Probabilidad de 4,78 para los
resultados positivos y superior a 100 para los negativos. En base ello, el ELISA ofreceria
una certeza del 100% al descartar la LC, independientemente de la probabilidad pre-
prueba, pero la credibilidad de los resultados positivos solo seria > 80% cuando la
prevalencia real en el colectivo fuese > 46%.

El estudio epidemioldgico de la infeccion por C. pseudotuberculosis reflejé una
seroprevalencia a nivel de granja (dispersion) del 75,4% (1C95% [66,4%-84,5%]), con un
16,7% de la cabaifia ovina y caprina afectada (IC95% [14,1%-19,4%]), encontrando una
susceptibilidad significativamente mayor en la especie caprina (RP 4,0 IC95% [3,31-
4,84]), en los animales de aptitud lechera (RP 2,91 IC95% [2,49-3,42]) y en aquellos
criados en régimen de produccion no extensivo (RP 4,19 1C95% [3,67-4,79]) y/o en
granjas de mediano y gran tamafio. Finalmente, el estudio patoldgico confirmé la
importancia de la forma visceral, especialmente en la especie ovina.

Los resultados hallados en esta Tesis confirman la importancia sanitaria de la Linfadenitis
caseosa en los pequefios rumiantes en Portugal, asi como la utilidad de la técnica ELISA
directa en la deteccion de casos subclinicos y como prueba de cribado en programas de
lucha.

Palabras clave: Corynebacterium pseudotuberculosis; linfadenitis caseosa; ovino;
caprino; PCR; ELISA; seroprevalencia; factores de riesgo; Portugal.
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CAPITULO 1.

INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

La infeccién por Corynebacterium pseudotuberculosis (también denominado C. ovis) es
la causa de Linfadenitis Caseosa (LC), un proceso infeccioso muy contagioso de curso
crénico y caquectizante que afecta principalmente a ovejas y cabras. La bacteria
Corynebacterium pseudotuberculosis ademds de afectar a pequefios rumiantes, también
se encontrd en infecciones ocasionales en ganado vacuno, caballos, rumiantes salvajes,
bufalos, cerdos y hombre (Clark et al., 1972; Stauber et al., 1973; Shpigel et al., 1993;
Bartolomé et al., 1995; Peel et al., 1997; Join-Lambert et al., 2006; Baird y Fontaine,
2007; Paton, 2010; Rocha, 2011; Torres et al., 2013; Colom-Cadena et al., 2014; Oliveira
et al., 2014; Guedes et al., 2015; Heggelund et al., 2015; Matos et al., 2015; Spier y
Azevedo, 2016). Se caracteriza por la formacion de abscesos en uno o mds nddulos
linfaticos (Paton, 2010; Aquino de S4 et al., 2013). Menos frecuentemente, puede resultar
en neumonia, hepatitis, mastitis, artritis, orquitis, abortos, nacimientos prematuros,
infertilidad y mortalidad perinatal en estas especies (Paton, 2010; Mendonga, 2012; Latif
et al., 2015; Costa; 2016; Latif et al., 2016; Mahmood et al., 2016).

Con el tiempo esta enfermedad ha recibido diferentes nombres, “pseudotuberculosis”,
“apostema de los ovinos” y “enfermedad de Preisz-Nocard” pero el nombre cientifico
preferido es Linfadenitis caseosa (Cabi.org , 2019). La LC fue descrita por primera vez
en el afio 1888 por el veterinario francés Edmond Isidore Etienne Nocard, quien recuper6
la bacteria de un caso de linfangitis bovina (Belchior et al., 2006), un poco més tarde en
Hungria por Preisz y Guinard con aislamiento del Corynebacterium en una lesién renal
en ovinos (1891) y por Nocard nuevamente y 5 afios més tarde en equinos (1896)
(Hosseinzadeh et al., 1996; Baird y Fontaine, 2007). A partir de 1896 lo bacteriélogo
hiingaro Preisz y el veterinario francés Nocard hicieron un cuidadoso estudio sobre el
bacilo, razon por la cual por afos se denominé “bacilo de Preisz-Nocard” (Belchior et al.,
2006; Baird y Fontaine, 2007). Presumiblemente la enfermedad se ha difundido
globalmente por ovejas exportadas por los colonos del siglo XVIII (Baird y Fontaine,
2007) y desde su reconocimiento, ha sido notificada en Australia, Nueva Zelanda, Africa
del Sur, Oriente Medio, América del Norte y América del Sur, y la mayoria de los paises

del norte y sur de Europa (Dercksen et al., 2000; Fointaine y Baird, 2008; O’Reilly et al.,



2008; Windsor, 2011; Zavoshti et al., 2012). En Portugal la enfermedad se describi6 por
primera vez en 1968 por el Profesor Jacinto Ferreira y el mismo autor refiere el

tratamiento quirdrgico de la Linfadenitis en caballos, en 1957 (Ferreira, 1968).

Se considera una de las enfermedades de las ovejas y cabras mds importantes, en términos
econdmicos, en Estados Unidos, Canadd, Brasil y Australia, paises donde la enfermedad
es endémica y presenta altas tasas de prevalencia (Cetinkaya et al., 2002; Paton et al.,
2003; Pavan et al., 2012; Debien et al., 2013; Windsor, 2011; Windsor, 2014; Latif et al.,
2016; Mahmood et al., 2016; de Farias et al., 2019). Las pérdidas econémicas provocadas
por la LC derivan del aumento de las horas de trabajo en la inspeccién de canales
afectadas, en la limpieza y desinfeccion de material y equipamiento infectado (material
empleado para esquilar, identificacion animal, ...), de la elevada tasa de decomisos de
drganos, piezas y canales completas en matadero, la muerte de los animales afectados por
la forma sistémica, la disminucién de la produccién de leche y lana, la infertilidad y
disminucion del rendimiento reproductivo resultante del “Sindrome de la oveja flaca"
(Stanford et al., 1998; Cetinkaya et al., 2002; Baird y Fontaine, 2007; Al-Gaabary et al.,
2010; Chikhaoui y Khoudja, 2013; Latif et al., 2016; Mahmood et al., 2016). Las pérdidas
son particularmente graves en las fincas de ovejas, y especialmente evidentes en pequeiios
productores (Aquino de S4 et al., 2013). La LC se considera actualmente como una
enfermedad “iceberg” (Gascoigne et al., 2020), o sea, se caracteriza por un inicio
insidioso y lento con efectos a largo plazo limitando el rendimiento productivo en una
proporcion elevada de animales, los cuales suelen exhibir sintomatologia a cualquier

momento de la infeccidn.

En Europa, hasta hace unos afios, existia muy poco interés en la LC, si bien, en los ultimos
aflos se ha observado una preocupacion creciente por parte de varios paises debido al
impacto econdémico que supone esta enfermedad en la industria ganadera de los pequefios
rumiantes (Windsor, 2011; Smith, 2015). Aunque la enfermedad ha sido reportada en
paises anteriormente libres de la LC, probablemente debido a la importacion de animales
infectados, son muchas las regiones de Europa, como Portugal, en las que se desconoce

la prevalencia, factores de riesgo e importancia econdmica de la Linfadenitis caseosa.

La situacidn sanitaria de los rebafios de pequefios rumiantes en Portugal ha mejorado a lo
largo de los afios, con respecto a enfermedades animales sujetas a acciones oficiales de

control o erradicacién. Sin embargo, los esfuerzos de control de enfermedades no



sometidas a declaracion obligatoria, como la LC, son pequefios y se limitan a los

realizados por organizaciones ganaderas y criadores de razas puras y autdctonas.

En base a ello, en este trabajo de tesis doctoral se plante una validacién de una prueba
ELISA comercial para la detecciéon de animales portadores asintomadticos, a fin de
aplicarla al estudio epidemioldgico de la LC en la regién del Alto Alentejo (Portugal) y,

a largo plazo, en los programas nacionales de control y erradicacion.

La actual prevalencia de Linfadenitis caseosa en pequefios rumiantes esta subestimada,
por el hecho de que no se trata de una enfermedad de notificaciéon oficial en muchos
paises, como Portugal y Espaiia, y también porque los propietarios de las fincas no estan
informados de su impacto econémico, no recurriendo a apoyo veterinario en los casos de
los abscesos superficiales. Sin embargo, se trata de una enfermedad con importantes

implicaciones no s6lo econdmicas, sino también sanitarias.

- Sanitaria: se trata de una zoonosis que afecta a personas con mucho contacto con
pequeios rumiantes (profesional u ocupacional), en las cuales la infeccidn se hace a través
de heridas abiertas e inhalacion de polvo contaminado (esquiladores, matarifes,
veterinarios, investigadores, etc.). También puede producirse el contagio por la ingestion
de leche, situacién mds frecuente en paises en desarrollo y donde no exista un control
sanitario de los productos de origen animal. La infeccién en el hombre es rara, dando
normalmente lugar a una linfoadenitis con un curso largo y recurrente, con la posibilidad
de convertirse en una enfermedad grave que requiera hospitalizacion, terapia antibidtica

prolongada e incluso cirugia.

- Econémica: siendo una enfermedad crénica e insidiosa con posibilidad de presencia de
animales asintomaticos, la estimativa de sus dafios econdomicos no es facil de realizar.

Este dano econdmico deriva principalmente de los siguientes puntos:

e Por ser una enfermedad de dificil diagndstico es cominmente un hallazgo de
matadero, lo que obliga al decomiso de las canales, o de necropsia, determinando
restricciones en el comercio de esas canales.

e Es responsable por un acortamiento de la vida ttil de los animales enfermos y
disminucién de los indices productivos, provocando también un retraso en la edad de
alcanzar la madurez sexual y manifestaciones de mortalidad perinatal con abortos

esporddicos.



e Laineficacia del tratamiento antibidtico se debe a las caracteristicas de la lesion y la
dificultad para llegar al interior del absceso, lo que obliga al sacrificio de los animales
enfermos.

e Al no existir procedimientos adecuados de inmunizacidn, el comercio de animales en
vida se ve limitado: el intercambio comercial puede encontrarse restringido tanto en
el ambito internacional como dentro de un mismo pais.

e La LC puede originar pérdidas econdmicas graves en criadores de ovejas de raza
seleccionada y con pedigree, aumentando la posibilitad de diseminacién de la
enfermedad entre los colectivos comerciales de reproductores, conduciendo a un

decomiso de corderos en matadero atin mds grande.

La verdadera prevalencia de la infeccion en ovejas en los paises europeos no se ha
estimado, parcialmente debido a la no existencia de una prueba de diagndstico fiable para
la deteccion de la infeccion en animales vivos. Pero hay datos de algunos paises en que

se verifica el aumento del nimero de casos en las anteriores décadas (Fig. 1).
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Figura 1: Gréfica representativa del nimero de explotaciones de ovejas con diagndstico de LC en
Reino Unido. Adaptado de “Veterinary Diagnosis Analysis (VIDA): diagnosis of caseous

lymphadenitis in UK sheep flocks” (Sargison, 2008).

Muchos estudios confirman la importancia sanitaria y econdmica de esta enfermedad. En
una encuesta a gran escala realizada en matadero, en Tanzania (Mellau et al., 2010), con
el objetivo de determinar la prevalencia de enfermedades que afectan al pulmén

conduciendo al decomiso de organos y canales, se registré una prevalencia de abscesos
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pulmonares muy elevada, principalmente en ovinos y caprinos (Tabla 1). Siendo la LC
una de las principales causas de abscesos pulmonares en estas 2 especies, se puede
concluir que existe una pérdida econdmica sobre la produccién de pequeios rumiantes y
que es importante desarrollar programas de control y erradicacién, con el objetivo de

disminuir su prevalencia.

Tabla 1: Nimero (%) de pulmones decomisados debido a afecciones pulmonares en bovinos,

ovinos y caprinos (Adaptado de Mellau et al., 2010).

Numero (%) de pulmones decomisados

Bovinos (n=15.245) | Ovinos (n=4768) Caprinos (n=3192)

Abscesos 1249 (8,2) 681 (14,3) 512 (16,0)

En los dltimos 20 afios ha habido un aumento de la inversion de las autoridades oficiales
de los paises desarrollados en programas de control y erradicacion de la enfermedad,
especialmente en paises donde la producciéon de ganado ovino y caprino es importante
para la economia del pafs. Estos programas deben basarse en el conocimiento de la
prevalencia y los factores asociados a la aparicién de la enfermedad, la aplicacion de
métodos de diagnoéstico rdpidos y fiables, y la implementacion de medidas de lucha

eficaces (Thrusfield y Christley, 2018).

La investigacion desarrollada en este trabajo de Tesis aportard, por primera vez,
informacién amplia y relevante sobre la epidemiologia y el diagndstico de la infeccion

por C. pseudotuberculosis en el ganado ovino y caprino de Portugal.
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CAPITULO II.

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Sector ovino y caprino en Espaiia y Portugal

La industria de los pequefios rumiantes ya sea en el sector cdrnico o lacteo, es muy
importante en muchos paises, y en paises en desarrollo suele ser la parte que mads
contribuye a la economia agraria nacional. En estos paises la especie caprina ha sido
descrita como la vaca del pobre (Poor man’s cow), debido a su inmensa contribucién a la
economia de los pueblos mas desfavorecidos. Las ovejas y las cabras, por ejemplo,
constituyen la base principal de la produccion de carne en la India (Pal y Chakravarty,

2020).

En el contexto europeo, y a pesar de que el desarrollo de los paises permite a la poblacién
utilizar otros productos, la explotaciéon de pequefios rumiantes sigue siendo de enorme
importancia, especialmente en las zonas més rurales, propias de los paises de la peninsula

Ibérica.

El sector ovino y caprino representa en Espafia el 12% de la Produccién Final Ganadera,
si se tiene en cuenta el conjunto del subsector carnico y el lacteo. Con un censo ovino que
en los ultimos cinco afios se encuentra estabilizado alrededor de los 16 millones de
cabezas, Espafia es el segundo pais en importancia de la Unién Europea (UE), tras el
Reino Unido (desde enero de 2020 ya no pertenece a la UE) (Fig. 2). Igualmente, y tras
el censo de Grecia, Espafia es el segundo pais comunitario en censo de ganado caprino
con unos 2.5 millones de animales (Estadistica ESPANA, 2016). Debido al caricter
extensivo de una parte importante del sector y a que es una actividad que se asocia a
aquellas zonas donde no existen otras alternativas econdmicas, este sector tiene un papel
primordial en la vertebracion del territorio, en la conservacién del entorno y en la
generacion de empleo en zonas rurales. En los ultimos afios se ha puesto de manifiesto la
capacidad de éste para adaptarse a los nuevos condicionantes de los mercados,
aumentando el comercio con paises terceros, asi como promocionando y valorizando la

calidad de los productos obtenidos en Espafia (Wwww.mapa.gob.es).
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Portugal continental tiene un total de 2 millones de ovejas y 380 mil cabras, mientras que
en las islas el nimero de ovejas es de 3 mil en Madeira y 4 mil en las Azores (Estadistica
Portugal, 2014). Las cifras del 2018 de la FAO (Food and Agriculture Organization of
the United Nations - Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacidn) sitiian a Portugal entre los 10 paises con mayor produccién de pequefios

rumiantes de la Unién Europea (considerando el Reino Unido) (Fig. 2).
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Figura 2: Grafica representativa de la produccién de ovinos y caprinos (en nimero total de

animales) en los principales paises productores de pequefios rumiantes de la Unién Europea
(FAOStat, 2018).

Cabe sefialar que en 2013 la produccion total (toneladas de carne) fue mucho menor que
en anos anteriores, cuando Portugal produjo el doble. Estos registros también muestran
una reduccion global de la produccién de carne de ovino en los dltimos 10 afos de registro

existente, concretamente en Portugal y Espafia (Fig. 3) (FAOStat, 2013).

El Alentejo es la region del pais con el mayor nimero de cabras y ovejas, con un total de
aproximadamente 97.000 cabras y mds de 1 millén de ovejas (la mitad de la poblacién
ovina nacional y una cuarta parte de la poblacién caprina nacional se encuentra en el
Alentejo) (Fig. 4 y 5, respectivamente). En esta region de Portugal, el 80% de las ovejas

son de aptitud carnica y el 20% de aptitud lactica (Estadistica PORTUGAL, 2014).
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Figura 3: Grafica representativa de la reduccién de la produccidn de carne de ovino (en toneladas)

en los dltimos 10 afios de registro existente, en Portugal y Espafia (FAOStat, 2013).
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Figura 4: Gréfica representativa del total de cabras en 2014 en las principales regiones agricolas

de Portugal (Estadistica PORTUGAL, 2014).
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[Categoria (efetive ovino): Total]

1100

880

§ 880
x

S 440

)

0

2014

Periodo de referéncia dos dados

Entre Dourc e Minho Tras-oce-hontes m Beira Litoral = Beira
Interior m Ribatejo e Deste m Alentejo m Algarve B Acores
= Madeira

Figura 5: Gréfica representativa del nimero total de ovinos en 2014 en las principales regiones

agricolas de Portugal (Estadistica PORTUGAL, 2014).

La region de Alentejo es el principal productor de leche de cabra y el segundo productor

de leche de oveja del pais (Fig. 6 y 7, respectivamente) (Estadistica PORTUGAL, 2014).
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Figura 6: Gréfica representativa de la produccién de leche de cabra en 5 regiones agricolas de

Portugal, entre 2010 y 2014 (Estadistica PORTUGAL, 2014).
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Figura 7: Gréfica representativa de la produccién de leche de oveja en 5 regiones agricolas de

Portugal, entre 2010 y 2014 (Estadistica PORTUGAL, 2014).

La produccién de pequeiios rumiantes lecheros y cdrnicos en el Alto Alentejo representa
una parte importante de la produccién ganadera en la region y en el pais, con un total de

250.000 ovejas y 25.000 cabras (Estadistica PORTUGAL, 20009).

La produccién anual de carne, cordero certificado (Borrego do Nordeste Alentejano 1G-
Indicacién Geogrifica), en la region en estudio, es de 128 toneladas, siendo la segunda
region certificada mds grande en la produccion de esta carne en Portugal. En cuanto a la
produccion de queso de oveja, el Alto Alentejo es la regién con mayor produccién de
queso certificado en el pais, registrando el queso Nisa DOP (Denominacién de Origen

Protegida) una produccién anual de 120,3 toneladas.

En Portugal, en los tltimos afos se ha producido un abandono de la actividad por parte
de pequefios y medianos productores de ovejas y cabras, debido a la baja rentabilidad y
pequena dimension de la explotacion, reduccién del apoyo a la produccion, nuevos
requisitos sanitarios, edad avanzada de los ganaderos y reducido interés de los jovenes
agricultores en el sector agrario (Estadistica PORTUGAL, 2011; Rente, 2014; Matos,
2015a). De hecho, al contrario de lo que ocurre en todo el mundo, se ha observado un

desinterés por la cria de ovejas y cabras, con la consecuente disminucién del nimero de
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explotaciones y animales (FAOStat, 2015; Cabo et al., 2017). Sin embargo, la poblacién
nacional de pequefios rumiantes se ha mantenido estable, mientras disminuye

progresivamente el nimero de explotaciones, lo que indica una cierta concentracion del

sector (Tabla 2 y Fig. 8).

La poblacién autdctona va acompafiada de una tendencia decreciente a nivel nacional y
en 2013, era solo el 5% y el 11% del rebafio de ovejas y cabra nacional, respectivamente.

Esta pérdida de efectivo también se refleja en la produccién y comercializaciéon de sus

productos certificados (Cabo et al., 2017).

Tabla 2: Evolucién del nimero total de explotaciones de pequefios rumiantes y del nimero total

de animales de las especies ovino y caprino en Portugal (Adaptado de PISA.net, 2020).

Peq. rumiantes 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
N° explotaciones 69.005 66.051 64.330 62.497 60.958 59.236 58.591
N° animales 2.476.829 2.378.815 2.267.714 2.227.202 2.280.744 2.331.381 2.298.938
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Figura 8: Gréfica representativa de la evolucidén del nimero total de ovinos y caprinos en los

ultimos afios, en Portugal (FAOStat, 2018).
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El efectivo ovino no ha cambiado significativamente desde 2009 (-2%), pero el tamafio
medio de los rebanos aument6 de 43 a 51 cabezas por explotaciéon en 2019, debido al
aumento del efectivo en explotaciones con mds de 500 cabezas (+ 12%) y el abandono de
pequefios productores, con rebafios de menos de 10 ovinos, cuyo nimero disminuy6 un
19%. La disminucidn del efectivo caprino fue més evidente que la de ovino, registrdndose
una disminucién del 12%. También hubo un mayor abandono de la actividad, ya que el
30% de las fincas que criaban cabras desaparecieron en 2009. Sin embargo, este abandono
se dio exclusivamente en pequefios productores, ya que los grandes rebafios, con mds de
500 cabras, aumentaron tanto en nimero de animales (+ 28%) como en efectivo (+ 34%),
contribuyendo asi al crecimiento del tamafio medio de 13 a 16 cabezas por explotacion
en 2019. A diferencia de la produccién ovina, que estd muy concentrada en el Alentejo
(53%), la produccion caprina tiene una mayor dispersion territorial (Estadistica

PORTUGAL, 2019).

La tendencia actual se considera preocupante lo que conlleva a fomentar medidas y

programas regionales y nacionales para contrarrestarlo.

En un futuro préximo serd fundamental impulsar la denominada agricultura familiar con
enfoque en las pequefias explotaciones y un fuerte apoyo en el ambito de la sanidad
animal y en el diagndstico y control de enfermedades. La Década de la Agricultura
Familiar de las Naciones Unidas 2019-2028 tiene como objetivo arrojar nueva luz sobre
lo que significa ser un agricultor familiar en un mundo que cambia rdpidamente y destaca
mads que nunca el importante papel que desempefian en la erradicaciéon del hambre y en
la configuracién de nuestro futuro de la alimentacion. La agricultura familiar ofrece una
oportunidad Unica para garantizar la seguridad alimentaria, mejorar los medios de vida,
gestionar mejor los recursos naturales, proteger el medio ambiente y lograr el desarrollo
sostenible, especialmente en las zonas rurales. Gracias a su sabiduria y cuidado de la
tierra, los agricultores familiares son los agentes de cambio que necesitamos para lograr
el Hambre Cero (Zero Hunger), un planeta mas equilibrado y resiliente, y los Objetivos

de Desarrollo Sostenible (Sustainable Development Goals) (FAO, 2014).

El presente trabajo se desarroll6 en la zona rural mds extensa de Portugal continental y
gran parte del trabajo de recoleccion de muestras y datos se llevéd a cabo en el campo,

junto a ganaderos y agricultores familiares.
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El potencial ganadero de estas zonas y de la gente que las habitan es enorme y en paises
pequeios como Portugal, la valorizacién del sector primario de la economia debe ser la

apuesta de futuro de los gobiernos nacionales y regionales.

2.2. Etiologia

La LC es una enfermedad de etiologia bacteriana con una evolucidn crénica causada por

el agente Corynebacterium pseudotuberculosis.

Inicialmente el microorganismo se conocié como bacilo de Preisz-Nocard y tras varias
denominaciones, en 1923 pas¢6 a llamarse Corynebacterium ovis y finalmente en 1948 se
denomind oficialmente Corynebacterium pseudotuberculosis. La etimologia de la palabra
"corynebacterium" es de origen griego y hace referencia a la morfologia y agrupacion de
la bacteria, un bacilo Gram positivo irregular, pleomérfico que adopta formas diversas
como de empalizada, letras en alfabeto chino, en parejas, predominando la forma de porra
o de maza (Coryne); por otra parte el término "pseudotuberculosis" es derivado de
"pseudo”, que literalmente significa falso, y de "tubérculo", por la semejanza de la lesion

con el ndédulo que se forma en la tuberculosis (Belchior et al., 2006).

El agente de la LC es un actinomicete Gram positivo, pero otros agentes tales como
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Bacillus spp., Micrococcus spp., Anthrobacter
spp., Aeromonas spp., Moraxella spp. y Pasteurella spp., han sido aislados a partir de
nddulos linfaticos infectados (Hosseinzadeh et al., 1996; Fontaine y Baird, 2008; Zavoshti
et al., 2012). En un estudio realizado en matadero en la provincia de Tanta, Egipto (Al-
Gaabary et al., 2010) un total de 282 casos (228 ovejas y 54 cabras) presentaban lesiones
tipicas de LC, aislandose el patégeno C. pseudotuberculosis en 254 de los casos (216
ovejas y 38 cabras), lo que representa una frecuencia de aislamiento de un 90,07%. En el
mismo estudio, C. pseudotuberculosis se aislé6 como patégeno tUnico en 219 casos
(77,65%), y en infeccién mixta con Staphylococcus spp. en 35 casos (12,41%). Por otro
lado, las especies de Staphylococcus spp. se aislaron como patdégeno unico en solo 28
casos, representando 9,92%. En un trabajo desarrollado en Canada (Debien et al., 2013)
se identificé (por aislamiento bacterioldgico) Corynebacterium pseudotuberculosis en 37
de los 54 animales con abscesos. De los 17 animales restantes que eran negativos a esta

bacteria, se aislo, el agente Trueperella (Arcanobacterium) en 6 casos, Pasteurella
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multocida en 1 caso y, en 10 casos no se observé ningin aislamiento bacteriolégico,
hecho que es consistente con la posibilidad de haber abscesos "estériles" o por 1o menos

con una baja carga microbioldgica.

El Corynebacterium pseudotuberculosis (Actinomycetales: Corynebacteriaceae) €s un
bacilo intracelular facultativo, pleomérfico, no-mévil, no esporulado, con fimbrias y con
tamafos que oscilan entre 0,5-0,6 um y 1,0-3,0 pm, muy resistente en el medio externo,
lo que parece vincularse a la existencia de un componente lipidico de su membrana, muy
eficaz frente a la desecacion (Quinn et al., 2011). Esta propiedad le da casi el caracter de
enfermedad teldrica pudiendo dar lugar, por tanto, a infecciones de origen exdgeno,
principalmente si tenemos en cuenta que, aunque estos microorganismos sean sensibles a
la luz solar y al calor, también pueden permanecer viables durante meses en la oscuridad
y sobrevivir a temperaturas de hasta 60°C bajo cero (Brown et al., 1987; Quinn et al.,

2011; Almeida et al., 2016).

El grupo CMNR es un grupo genérico de la familia Actinomycetales que incluye varios
géneros con impacto en la salud animal y humana, que incluye: Corynebacterium (C),
Mycobacterium (M), Nocardia (N) y Rhodococcus (R). Las bacterias del gruypo CMNR
presentan caracteristicas en comun, incluyendo un elevado contenido genémico en bases
G/C (52,85%) y una pared celular especifica con una estructura compuesta por dcido
micolico, peptidoglicanos y arabinogalactina (Dorella et al., 2006 citado por Bezos et al.,

2015; Almeida et al., 2016).

La Pseudotuberculosis afecta fundamentalmente a los pequefios rumiantes, formando
parte de un grupo de enfermedades, todas ellas consuntivas, producidas por especies de
géneros incluidos en el grupo 20 del “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology”

(Bergey, 1923) (Tabla 3).
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Tabla 3: “Manual of Systematic Bacteriology” (Adaptado de Bergey, 1923).

Género Especie Biotipo | Enfermedad Hospedador
Corynebacterium | Diphteriae Difteria Hombre
Pseudotuberculosis I Linfoadenitis caseosa Pequefios
rumiantes
II Linfangitis ulcerativa Equino
Renale Pielonefritis y cistitis Bovino
Cystitidis Cistitis hemorragica Bovino
Pilosum Pielonefritis y cistitis Bovino
Ulcerans Mamitis Bovino
Actinomyces Bovis Actinimicosis Bovino
Archanobacterium | Pyogenes Piobacilosis Porcino
Eubacterium Suis Pielonefritis, cistitis y Porcino
metritis

Corynebacterium diphtheriae, ulcerans y pseudotuberculosis constituyen un grupo de
microorganismos “toxigénicos” que estan relacionados con diferentes procesos

infecciosos en animales y humanos (Torres et al., 2013).

Se consideran dos biotipos de C. pseudotuberculosis, clasificados asi en base a la
capacidad de reduccion del nitrato: cepas nitrato-negativas que son referenciadas como
el serotipo I (biotipo ovis) y cepas nitrato-positivas que son clasificadas como serotipo II
(biotipo equi). Los biotipos aislados de ovejas y cabras son normalmente nitrato-
negativos, mientras que las estirpes aisladas de caballos son tipicamente nitrato-positivas;
los aislados de origen bovino son variables (Soares et al., 2013; Torres et al., 2013). La
OSD (Oedematous skin disease) es una enfermedad endémica de los bufalos en Egipto y
el C. pseudotuberculosis serotipo 11 (biotipo equi; nitrato positivo) se considera la causa

primaria (Selim, 2001).

El gen de la toxina Diphtheria toxin (DT) esta codificado por un bacteri6fago capaz de
infectar el Corynebacterium diphtheriae, el Corynebacterium ulcerans y el
Corynebacterium pseudotuberculosis (Wong y Groman, 1984; Pappenheimer, 1993
citados por Torres et al., 2013).

Originariamente la clasificacion del Corynebacterium pseudotuberculosis se basaba en

sus caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas, pero la quimiotaxonomia ha revelado la
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existencia del 4cido mesodiaminopimelico en su pared celular. Los peptidoglicanos,
arabinosa y galactosa son los principales glicidos de la pared celular, asi como los dcidos
micodlicos de cadena corta. La utilizacién de secuencias parciales de genes rpofi, que
codifican a la subunidad g de la ARN polimerasa, también han resultado ttiles en la
identificacion y clasificacion de las especies del género Corynebacterium (Gyles et al.,

2010).

Muy recientemente técnicas moleculares de tecnologia gendmica y filogenética, como la
secuenciaciéon multilocular (Sellyei et al., 2017) y la evaluaciéon de ERIC-PCR
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus — PCR) (Dorneles et al., 2014) se han
desarrollado con la intencién de identificar y clasificar diferentes cepas del C.
pseudotuberculosis, con evidencia de diferencias genéticas importantes entre los biotipos
ovis'y equi (Soares et al., 2013; Sellyei et al., 2017) y una diversidad genética prominente

entre C. pseudotuberculosis de diferentes hospedadores y paises (Dorneles et al., 2014).

El andlisis del pangenoma de 15 cepas del C. pseudotuberculosis se completd
recientemente (Soares et al., 2013) y los autores Almeida et al. (2016) describieron la
secuencia del genoma de una cepa altamente virulenta del C. pseudotuberculosis, la cepa
VD 57 (Cp_VD57) (Almeida et al., 2016). Los mecanismos de modificacion de los
nucledtidos responsables de que una cepa sea mds virulenta que otra, no han sido
identificados y actualmente una de las dreas de investigacion en C. pseudotuberculosis
mads importantes es la definicion de los genes que se expresan de forma diferenciada en
cultivos bacteriologicos y en el interior de las lesiones granulomatosas (Almeida et al.,

2016).

2.3. Epidemiologia

La pseudotuberculosis, al no ser una enfermedad de declaracién obligatoria, presenta una
prevalencia generalmente subestimada. En zonas pobres y con pocos recursos
econdmicos, donde el principal sector de subsistencia es la ganaderia, los ganaderos y
veterinarios no estin sensibilizados y los casos de LC no son declarados ni investigados,
siendo total el desconocimiento de su verdadera importancia (Belchior et al., 2006;

Gomez-Gascoén et al., 2013; Kumar et al., 2013).
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Por otro lado, su impacto en la economia de paises con numerosas explotaciones de
pequeios rumiantes y los estudios recientemente publicados demostraron que existe una
fuerte expansion de la LC (Connor et al., 2000; Cetinkaya et al., 2002; Guimaraes et al.,
2011a; Pavan et al., 2012; Costa, 2016; Alves et al., 2020; Ruiz et al., 2020). En Reino
Unido por ejemplo la enfermedad estd presente desde 1980 y se considera actualmente

endémica en esta nacion (Gascoigne et al., 2020).

En la tabla 4 se presentan datos de prevalencia de LC en los dltimos 30 afios y en
diferentes partes del globo. En este cuadro resumen el valor estimado de la prevalencia
varia de una regién a otra y segin el método de diagndstico utilizado para detectar los
animales afectados (deteccion macroscOpica de abscesos, aislamiento bacteriolégico del
agente Corynebacterium pseudotuberculosis, serologia o PCR). Aun considerando que
los resultados se obtuvieron en base a diferentes técnicas diagndsticas, y que no sea
posible tener una valoracion real de la evolucion de la prevalencia de LC a lo largo de los
aflos, se puede observar que la prevalencia de la enfermedad ha tendido a aumentar hasta
los dias de hoy. Otro hallazgo interesante en este resumen es el hecho de que la frecuencia
de la enfermedad es mas elevada cuando se presentan los datos en referencia a la
dispersion de la infeccion en rebafios (Pavan et al., 2012; de Farias et al., 2019) (Tabla

4).
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Tabla 4: Cuadro resumen de los datos de prevalencia de la linfadenitis caseosa (LC) en Europa y en el mundo (adaptado de Costa, 2016).

Pais/Region Estudo/Afio/Técnica analitica Especie Valor estimado de la prevalencia de LC
Brasil de Farias et al./2019/Serologia (dispersion en rebafios y prevalencia en animales) Caprino 87.8%y 30.3%
Portugal/Alto Alentejo Costa /2016/PCR Ovino y Caprino 17.24%
Etiopia Abebe y Tessema/2015/Aislamiento microbioldgico Ovino y Caprino 72%
Corea Jung et al./2015/Serologia Caprino 57.3%
Argelia Chikhaoui et al./2013/Aislamiento microbiolégico Ovino 53.6%
Espaiia/Andaluzia Gomez-Giascon et al./2013/Aislamiento microbiol6gico Ovino y Caprino 38%
Canada/Quebeque Debien et al./2013/Evaluacién macroscépica de abscesos Caprino 24.3%
Australia Windsor/2011/Evaluacién de mataderos y encuestas a productores Ovino 26%
Argentina/Patagonia Pavan et al./2012/Serologia (dispersion en rebaiios) Ovino y Caprino 70%
Brasil Pavan et al./2012/Serologia (dispersién en rebafios) Caprino 78%
Egipto Al-Gaabary et al./2010/Evaluacién macroscépica de abscesos y andlisis bacteriologico Ovino y Caprino 26.92% y 25.05%
Irlanda Malone et al./2006/Aislamiento microbiolégico Ovino 40.4%
Canada/Quebeque Arsenault et al./2003/Aislamiento microbiolégico Ovino 21%
Turquia Cetinkaya et al./2002/Aislamiento y PCR Caprino y Ovino 16 — 63%
Canada/Alberta Stanford et al./1998/Serologia Ovino 23%
Japén Chikamatsu et al./1989/Serologia Ovino 39.3%
Brasil/Nordeste Brown et al. /1987/Evaluacién macroscépica de abscesos Caprino 14%
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Un estudio realizado en la provincia de Quebec, Canada (Debien et al., 2013) que tenia
como objetivo determinar las principales causas de muerte en 13 explotaciones de cabras,
verific6 que entre las principales causas de muerte en colectivos de cabras estdn la
Enterotoxemia por Clostridium perfringens tipo D (17,1%), la neumonia (13,8%), la
Paratuberculosis (10,5%), la Listeriosis (6,6%), la Toxemia de gestacion (5,3%), la
Artritis encefalitis caprina (4,6%) y la Linfadenitis caseosa (3,9%). El mismo estudio
concluy6 que la LC, a pesar de no ser una causa importante de muerte existe una elevada
prevalencia en el sector caprino (24,3%) y la forma visceral (con abscesos internos) esté
presente en un 54.1% de los casos. En este trabajo (Debien et al., 2013), de las 152 cabras
a las que se le realizé la necropsia, 54 (35,5%) tenian al menos un absceso y se aislé
Corynebacterium pseudotuberculosis en 37 de las 54 (68,5%) cabras con abscesos. La
LC fue la enfermedad maés frecuente diagnosticada en este estudio, afectando a un 24,3%
de los animales sacrificados y once de las 13 explotaciones participantes (84,6%) tenian

al menos un animal afectado por esta enfermedad.

En estudios desarrollados en Espaiia se verifica que la LC se ha mantenido en los ultimos
afios sin alteraciones en su prevalencia (Gomez-Gascon et al., 2013) y un trabajo reciente
en este pais (Ruiz et al, 2020) registra una prevalencia de LC por observacién
macroscopica de lesiones compatibles y confirmacién por aislamiento del C.

pseudotuberculosis, del 29,52% (147/498).

En Portugal, no existen estudios previos sobre la prevalencia y la importancia econdémica
de la infeccién por Corynebacterium pseudotuberculosis en pequeiios rumiantes a nivel
nacional o regional. Sin embargo, la forma clinica de la enfermedad caracterizada por
abscesos subcutdneos, a menudo descrita como "Enfermedad de los quistes", es
reconocida en la mayoria de los efectivos, tanto por los productores como por los médicos
veterinarios. Se ha concluido, de forma empirica, que en los efectivos ovinos y caprinos
cuando un animal presenta abscesos superficiales existen al menos 6 animales con
abscesos internos (Costa, 2016) y la presencia de abscesos en los nédulos superficiales es
altamente sugestiva de la presencia de LC en un rebafio, particularmente si muchos

animales del grupo estin afectados de forma similar (Al-Gaabary et al., 2010).

Un trabajo previo realizado en 4 explotaciones con ovejas y cabras de Lisboa, a partir de
abscesos localizados en los nddulos linfaticos submaxilar, retrofaringeo lateral, pre-

escapular, supra-mamario y popliteo, refirid6 el aislamiento de Corynebacterium
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pseudotuberculosis en 5 de las 11 (45%) ovejas y 2 de las 3 (66,7%) cabras analizadas
(Boinas et al., 2000). Este trabajo se centr6 en la investigacion del agente infeccioso en
lesiones externas, sin embargo, el principal problema radica en la deteccién de cuadros
subclinicos y en las manifestaciones sistémicas de la enfermedad, que son menos
detectadas, y a la vez son las principales causas de las pérdidas econdmicas asociadas a
la LC. Asi, estudios llevados a cabo en la region de Tras-os-Montes (Portugal) sobre la
mortalidad perinatal en pequefios rumiantes, identificaron el género Corynebacterium
spp. a partir de abortos, nacidos muertos y lesiones pulmonares de recién nacidos (junto
a Pasteurella spp., Actinomyces pyogenes, Staphylococcus spp., Streptococcus bovis y
Clostridium perfringens); los autores no determinaron la especie de Corynebacterium

implicada (Mendonca, 2012).

Sin embargo, y a pesar del interés aparente y la concienciacion actual sobre la importancia
de la LC en la produccién nacional de pequefios rumiantes, no se estdn desarrollando
estudios para profundizar en el conocimiento cientifico y epidemioldgico de esta

enfermedad en Portugal.

El desconocimiento del estado sanitario de los colectivos de rumiantes es un viejo
problema en Portugal. Los planes de control y erradicacién implementados s6lo cubren
las enfermedades de control oficial' y no es posible obtener datos o registros de otras
enfermedades infectocontagiosas con importancia sanitaria y econdmica relevantes,
como la Pseudotuberculosis, la Paratuberculosis, la Clamidiosis o la Leptospirosis. Sin
embargo, para la exportaciéon de corderos a terceros paises, como Israel, Irdn, Tinez o
Arabia Saudi, es obligatoria la certificacion de las explotaciones de origen como libres de
LC en caso de venta para reproduccion, y la no evidencia clinica de LC en los ultimos 3
afios para la venta de corderos para sacrificio (Dr* Rita Amador — DGAV (Direcao Geral
de Alimentacdo e Veterinaria - IV Jornadas Técnico-Veterinarias de Campo Blanco, 20
y 21 de noviembre de 2015). A pesar del enorme interés por parte de estos paises en el
cordero portugués (el cual valora por encima de 5 euros por kilogramo en los animales

con mas de 60 kg de peso corporal), el incumplimiento de estas condiciones sanitarias

- Pequefios rumiantes: “Programa de Erradicag@o de Brucelose Ovina e
Caprina e Plano de Vigilancia, Controlo e Erradica¢do das Encefalopatias
Espongiformes Transmissiveis (EET’s)”.

- Bovinos: “Programa de Erradicagao de Brucelose Bovina, Tuberculose Bovina
e Leucose Enzodtica dos Bovinos e o Plano de Vigilancia, Controlo e
Erradicagdo das Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (EET’s)”.
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impide a los productores nacionales de los pequefios rumiantes exportar su produccion

(Costa, 2016).

En cuanto a los factores de riesgo asociados a la Linfadenitis Caseosa, la prevalencia en
la especie ovina es significativamente mds alta en hembras (19,67% y 6%) que en machos
(12,42% y 4,8%), resultados de los estudios Al-Gaabary et al. (2009) y Chikhaoui y
Khoudja (2013) respectivamente, y simultdneamente mds alta en animales adultos que en
jovenes (Chikhaoui y Khoudja, 2013). Las hembras son criadas con finalidad
reproductiva y por eso permanecen mds tiempo en la explotacion, por lo tanto, estan
expuestas durante periodos de tiempo mds largos a factores de riesgo como el esquilado,
el pasto seco y grosero, y la convivencia con animales infectados. Entre los primeros 6
meses de vida, los corderos reciben de la madre a través de la leche inmunoglobulinas, y
éstas van disminuyendo hasta que desparecen entre el primer y segundo afio de vida, lo

que explica una prevalencia mds alta de LC en animales entre 1 y 2 afios (47,36%) (Al-

Gaabary et al., 2009) y 32,6% en animales mayores de 4 aiios (Chikhaoui y Khoudja,
2013).

Varios estudios de andlisis de factores de riesgo para la LC avaluaran el drenaje natural

de los abscesos superficiales como una variable (posible factor de riesgo) (Andrade et al.,

2012; de Farias et al., 2019) y todos concluyen que animales de rebanos donde sus duefios
dejaron que los abscesos se rompieran naturalmente se presentaron una probabilidad més
elevada en padecer de linfadenitis caseosa (Andrade et al., 2012; de Farias et al., 2019).
En un otro estudio reciente de factores de riesgo (Alves et al., 2020) las variables
asociadas con una prevalencia més elevada de LC fueron ovejas de raza pura (Razén de

prevalencia - PR = 1.189; P = 0.017), adquisicién de carneros a partir de exposiciones de

animales (PR = 1.192; P = 0.020), la separacién de la descendencia de las ovejas (PR =
1.132; P = 0.048), el agua suministrada a las ovejas de los estanques (RP = 1.365; P =
0.002) y la eliminacién tardia de los animales infectados (RP = 1.263; P = 0.027).

Al igual que sucede en la Difteria humana (C. diphtheriae) (Kombarova et al., 2001;
Saikya et al., 2010 citados por Torres et al., 2013), C. pseudotuberculosis puede dar lugar
a epidemias en los animales. El aumento del nimero de rebafios infectados puede ser
resultado de factores ambientales que predisponen a la infeccion o factores relacionados
con el hospedador, tales como una elevada susceptibilidad genética de algunas razas

(Foley et al., 2004 citado por Torres et al., 2013; Smith, 2015).
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Aunque las especies mds susceptibles son los pequeios rumiantes, Corynebacterium
pseudotuberculosis puede provocar infecciones ocasionales en otras especies, como
vacuno (Shpigel et al., 1993; Baird y Fontaine, 2007; Rocha, 2011), caballo (Guedes et
al., 2015; Spier y Azevedo, 2016), rumiantes salvajes (Clark et al., 1972; Stauber et al.,
1973; Colom-Cadena et al., 2014; Matos et al., 2015; Domenis et al., 2018), biifalo
(Torres et al., 2013), cerdo (Oliveira et al., 2014) y el hombre (Bartolomé et al., 1995;
Peel et al., 1997; Join-Lambert et al., 2006; Paton, 2010; Heggelund et al., 2015).

Este patégeno se ha asociado con casos de linfadenitis en caballos y con linfangitis
ulcerativa en bovinos (Baird y Fontaine, 2007) y se aisl6 en el ciervo de cola blanca
(Odocoileus virginianus) (Stauber et al., 1973), antilopes (Clark et al., 1972) y cabra
pirenaica (Capra pyrenaica hispanica) (Colom-Cadena et al. 2014). En Portugal, se han
descrito también casos de linfadenitis granulomatosa en ciervo rojo (Cervus elaphus)
causados por una coinfeccién por Corynebacterium pseudotuberculosis, Mycobacterium
bovis y Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Matos et al., 2015). Los autores
Domenis y et al. (2018) describen recientemente la LC en la gamuza alpina (Rupicapra
r. rupicapra) basandose en una serie de 98 casos de infeccion por C. pseudotuberculosis
confirmados por bacteriologia y andlisis de secuenciacién genética (Domenis et al.,

2018).

En paises donde conviven estas especies salvajes con los rumiantes domésticos, como
Portugal y Espana, puede preverse la transmision del agente etiologico entre ambos y
dificultar el control de la LC. Existen evidencias cientificas de que la cohabitacion entre
los pequefios rumiantes domésticos y salvajes es un importante factor de riesgo en la
prevalencia de enfermedades infecciosas (Marquez et al., 2013; Matos et al., 2015)

alterando el panorama de distribucion de enfermedades como la LC.

El modo de transmisidn, la patogenia y el impacto econdmico de la enfermedad en
bovinos estd poco estudiada. A pesar del amplio espectro de hospedadores, la transmision
natural del C. pseudotuberculosis entre pequeios rumiantes y bovinos no es comun, si
bien en las infecciones en bovinos se han aislado ambos biotipos I y II (ovis y equi)

(Soares et al., 2013).

La aparicion de casos de LC en otras especies (diferentes a los pequefios rumiantes), como

bovinos y caballos, es cada vez mds frecuente, no s6lo porque la presion diagnéstica es
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mayor, sino porque existe una dispersion del agente etiol6gico al medio ambiente que
desemboca en una mayor transmision a otras especies. El estudio de un brote de C.
pseudotuberculosis en caballos de todas las edades, sexo y razas en Kansas (USA)
determiné que la enfermedad se desencadend en condiciones climdticas de calor y sequia,
bajo condiciones ambientales de baja humedad del suelo y fragmentacién de pastos
(finales de verano hasta finales de otoflo, con un pico en el mes de noviembre),

condiciones propicias para el desarrollo del agente etioldgico en esta region (Boysen et

al., 2015).

En Portugal, el primer caso de LC en cerdos de raza Porco Preto Alentejano (Sus scrofa
domesticus) fue publicado en 2014 (Oliveira et al., 2014). La enfermedad afect6 al 10%
de los animales de las 2 explotaciones en estudio (con cerca de 600 cerdos cada una), y
C. pseudotuberculosis fue la bacteria responsable, aislandose en cultivo puro en todas las

muestras recogidas (Oliveira et al., 2014).

Este y otros trabajos vienen a demostrar que la LC es una enfermedad que, aunque
reconocida hace mds de cien afos, estd lejos de estar controlada. La posibilidad de
diseminacion cruzada entre hospedadores animales alerta sobre la importancia de
implementar medidas de control y manejo sanitario que controlen la infeccién y eviten su

dispersion.

La LC se introduce normalmente en un rebafo por medio de un portador asintomatico
procedente de una explotacion infectada. Para la mayoria de los autores los animales con
abscesos internos y/o lesiones pulmonares son la principal fuente de contagio (Baird y
Fontaine, 2007; Paton, 2010; Windsor, 2011; Gémez-Gascoén et al., 2013; de Farias et al.,
2019). La rotura de abscesos en el nddulo linfatico mediastinico y la creacion de fistulas
en los bronquios, con eliminacion en los aerosoles, son la causa principal, especialmente
en época de confinamiento (Windsor, 2014). Los animales afectados por la forma cutdnea
y con abscesos superficiales representan otra importante fuente de contagio, ya que a
partir de estas lesiones se libera una gran cantidad de bacterias viables (10° y 5x10’
células/g) a la piel y al vellon, que puede contaminar el medio externo e infectar a otros
animales (Baird y Fontaine, 2007); siendo cierto que el microrganismo puede sobrevivir
durante 6 meses o més en el medio ambiente (Underwood et al., 2015) y durante 55 dias

en la materia orgdnica (Gascoigne et al., 2020). La contaminacién, subsecuente, de
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abrasiones en la piel y heridas de diversos origenes con el material purulento, se sugiere

como la principal via de transmision del agente etioldgico (Kaba et al., 2001).

Ademads de la transmisién por contacto directo, se admite como forma indirecta de
contagio el esquilado, la aplicaciéon de medicamentos inyectables y la aplicacién de
dispositivos de identificacién auricular o tatuajes, debido al manejo deficiente y la
contaminacion de los trabajadores y sus equipos (Guimaraes et al, 2011a; Gémez-Gascon
et al., 2013; Costa, 2016). Asimismo, autores como Baird y Fontaine (2007) sostienen
que, aunque C. pseudotuberculosis es una bacteria intracelular facultativa no formadora
de esporos, su capacidad para sobrevivir largos periodos en el medio ambiente puede

contribuir a la elevada transmision de la LC en un rebafio.

En varios estudios realizados en Estados Unidos, Israel y Egipto, se ha referido un
contagio indirecto de C. pseudotuberculosis a través de vectores como las moscas (Musca
domestica y Hippobosca equina) (Torres et al., 2013). Este agente patégeno se puede
encontrar en un 20% de las moscas alrededor de animales enfermos (Yeruham et al.,
1996; Baverman et al., 1999; Selim, 2001; Spier et al., 2014 citados por Torres et al.,
2013). De igual modo, la aparicién de brotes de OSD (Oedematous skin disease) en
bufalos en los meses de verano se ha relacionado con la mayor actividad reproductiva en
estos meses de H. equina, el vector primario del agente causal de la enfermedad, C.
pseudotuberculosis (Torres et al., 2013). Se necesitan estudios sobre la implicacién del
cambio climdtico en la ecologia y evolucion del C. pseudotuberculosis y otras bacterias
transmitidas por el suelo (soil-borne diseases) y por vectores y con importancia en salud

animal y en la salud publica.

Segtin O’Reilly et al. (2008) la diseminacion dentro del rebafio se inicia con una epidemia
de abscesos superficiales, seguida por un aumento de la frecuencia de abscesos en los
pulmones, mediastino y nddulos linfaticos bronquiales (abscesos respiratorios), brote que
eventualmente se vuelve endémico (Guimaraes et al., 2011a). Entre los factores de riesgo
para la adquisicién de la infeccién se citan el manejo deficiente, la ausencia de higiene y
la edad, siendo mas frecuente en animales mayores de 3 afios (Guimaraes et al., 2011a;

Chikhaoui y Khoudja, 2013; Gémez-Gascoén et al., 2013).

La resistencia o baja susceptibilidad de las razas de pequefios rumiantes a algunas

enfermedades infectocontagiosas se estudia desde hace afios con el objetivo de evaluar el
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potencial de la seleccion genética en el control de estas enfermedades (Gray et al., 1995;
Pal y Chakravarty, 2020). Se han descrito variaciones genéticas individuales y también
entre poblaciones para la infecciéon por nematodos, mastitis, pedero, Scrapie e
intoxicacién por micotoxinas, entre otras enfermedades, que han permitido introducir
programas de mejora de la raza mediante seleccion genética, obteniéndose mayor éxito

en ovejas que en cabras (Pal y Chakravarty, 2020).

2.4. Importancia zoonética

La LC estd considerada una enfermedad con potencial zoonético y una enfermedad
profesional, debido a que puede afectar a individuos en estrecho contacto con animales

infectados (Paton, 2010; Gémez-Gascén et al., 2013; Latif et al., 2016).

La LC se describié como una zoonosis en 1966 (Lopez et al., 1966 citado por Join-
Lambert et al., 2006). La infeccién se ha descrito mayoritariamente en Australia, en
personas que conviven con animales de produccion (ganaderos, trabajadores de matadero,
etc.), aunque también se han descrito algunos casos en Europa (Peel et al., 1997; Paton,

2010).

El contagio se produce principalmente a través de heridas superficiales por contacto con
animales infectados y por inhalacién de polvo contaminado, sin que se haya identificado
ninguna condicion predisponente (Peel et al., 1997; Join-Lambert et al., 2006; Torres et
al., 2013). Aunque menos importante, se ha descrito la eliminacion de C.
pseudotuberculosis en la leche; por tanto, la ingestion de leche no pasteurizada procedente
de animales infectados podria ser una fuente de infeccién para el hombre (Peel et al.,

1997; Cetinkaya et al., 2002).

A pesar de ser raras, las infecciones causadas por C. pseudotuberculosis en humana son
semejantes a las descritas en ovejas y cabras. Generalmente, no se observa ninguna lesién
en la localizacion de entrada, pero tras un periodo de incubacién, que varia de semanas a
meses, se forman abscesos en la region de drenaje de los nédulos linfaticos (Fig. 9) (Join-
Lambert et al., 2006). La linfadenitis axilar es la presentacion més frecuente,
presumiblemente porque las infecciones primarias suelen ocurrir en manos y brazos (Peel

et al., 1997). No suelen darse manifestaciones de toxemia (Torres et al., 2013).
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El tratamiento suele requerir la escision de los nddulos infectados y la administracién de

antimicrobianos (Peel et al., 1997, Torres et al., 2013).

Figura 9: Descarga de pus caseosa en la region cervical en un paciente humano (Jiao et al., 2012).

El primer caso en la especie humana publicado en Espaiia fue en 1995: un pastor de 34
aflos que se mostraba sano fue atendido por presentar un nédulo doloroso en la ingle
derecha con un afio de evolucion (Bartolomé et al., 1995). La bacteria Corynebacterium
pseudotuberculosis se aislo en un cultivo puro a partir del tejido aspirado y ganglionar.
El examen histol6gico del ndédulo extirpado mostré una linfadenitis granulomatosa
supurativa con dreas de necrosis en las que habia agrupaciones de organismos bacilares.
Tras la escision quirdrgica y la administraciéon de eritromicina, los signos clinicos

desaparecieron sin complicaciones (Bartolomé et al., 1995).

En 2006, se publicé el caso de una nifia francesa de 12 afios con una linfadenitis
necrotizante por C. pseudotuberculosis (Join-Lambert et al., 2006). En este caso, la nifia
presentaba una adenopatia inguinal asociada a un leve exantema pruriginoso y fiebre (38°
C), que ocurri6 dos semanas después de regresar de las vacaciones de verano, en una zona

rural de los Alpes franceses, donde estuvo en contacto con ovejas.

Atendiendo a estos casos, la infeccion por C. pseudotuberculosis debe considerarse en el

diagnostico diferencial de la linfadenitis granulomatosa localizada en humanos.

CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA



28

Mis recientemente, en Noruega se ha publicado (Heggelund et al., 2015) un caso de
neumonia por C. pseudotuberculosis en una estudiante de veterinaria, con evidencia de

contagio durante un trabajo de laboratorio.

2.5. Importancia econémica

La Linfadenitis caseosa tiene una distribucién mundial y causa grandes pérdidas
econdmicas a la industria ovina y caprina. En paises Isldmicos, como Egipto, donde el
ganado ovino constituye una importante fuente de alimentacion cdrnica, la LC afecta a
un 10% de la poblacién de ovejas, habiéndose estimado pérdidas de 10 millones de Libras
egipcias (lo que corresponde a 1,6 millones de Euros) anuales (Join-Lambert et al., 2006;
Al-Gaabary et al., 2010). En Australia por un periodo de 2 afos (1990-1992) los valores
estimados de perdidas directamente imputadas a la infeccion por LC son superiores y

estdn comprendidas entre los 28 millones y 37 millones de Euros (Windsor, 2011).

Sin embargo, al ser una enfermedad crénica y de comportamiento insidioso, los perjuicios
econdmicos asociados son dificiles de cuantificar, si bien las pérdidas son constantes y

las consecuencias a medio plazo en la explotacion pueden ser graves.

La Pseudotuberculosis es una enfermedad insidiosa, lo que en sentido estricto significa
que inicialmente no aparenta gravedad, pero con la evolucién de la enfermedad y el
desarrollo de signos clinicos se vuelve altamente peligrosa. Esta frase refleja exactamente
lo que ocurre en un efectivo de pequefios rumiantes infectado con LC, los signos clinicos
y sus consecuencias, inicialmente no son al inicio evidentes para el productor, pero la
caida de la rentabilidad aumenta con el nivel de infeccién y la presencia de animales
infectados, mayor riesgo de que la enfermedad evolucione hacia la forma visceral, con
brotes o con cuadros clinicos graves de mastitis, neumonia, infertilidad, abortos, ...

aumentando también la posibilidad de transmision a los animales sanos.

Los dafios causados por la enfermedad estan relacionados con la disfuncion de érganos,
caida de la productividad, problemas reproductivos, mastitis, desecho de la piel, lana y
vellén, decomiso de canales e incluso muerte de los animales (Alves et al., 2018). En la

produccion de lana, por ejemplo, fue posible verificar en estudios desarrollados en
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Australia, que las ovejas producen aproximadamente un 5% menos de lana limpia en los

afios de mayor incidencia de infeccién (Paton, 2010).

El decomiso de canales en matadero de animales con LC parece estar mas asociado con
la presencia de abscesos que con la etiologia del proceso. En estudios realizados en
Argelia por Chikhaoui y Khoudja (2013), un 14.9% de las canales inspeccionadas
mostraron lesiones compatibles con LC, aisldndose C. pseudotuberculosis como agente
dnico en el 53.6%; en los restantes casos se observo una infeccién mixta con

Staphylococcus aureus yl/o Escherichia coli.

En Portugal, el reglamento de inspeccion sanitaria en vigor (Reglamento (CE) n°
2017/625) establece que se decomisa cualquier parte de la canal con presencia de absceso
o proceso purulento y, en el caso de un proceso pidgeno generalizado o que alcance mas
de un 6rgano o tejido, la canal debe ser completamente retirada. Un trabajo realizado en
un importante matadero portugués (Oviger — Alcains, sacrifica aproximadamente 100.000
ovejas al afio) revela que los abscesos y pleuroneumonias purulentas son la segunda causa
de decomiso total en ovinos adultos y la principal causa de decomiso total en canales de
ovinos jovenes (D'Avelar, 2011). Relativamente al decomiso de canales y su relacion con
la LC, otro estudio mas reciente (Furtado, 2018) desarrollado en un matadero de la
provincia de Alentejo, Portugal, verificé que las dos especies con mds porcentaje de
decomiso han sido precisamente los ovinos y caprinos y encontré en un total de 26829
ovinos y 3603 caprinos sacrificados, un porcentaje de decomiso de 0.35% en los ovinos
y 0.44% en los caprinos. En este trabajo, la LC (por observacion de linfadenitis purulenta
generalizada al examen post mortem) ha sido responsable por 2% del decomiso total de
canales y la causa principal de decomiso total ha sido la neumonia purulenta, esta con un
porcentaje de 58.5% en ovinos y 56.2% en caprinos. Estos datos confirman la importancia
de esta enfermedad, ligada a grandes pérdidas en el comercio de carne de pequefios

rumiantes, en Portugal.

Otros estudios revelan la importancia de la LC en términos econémicos en la produccién
de carne de oveja en Espafia, como una importante causa de decomiso en matadero. En
el trabajo de Ruiz et al. (2020) ochenta y cuatro de los 147 animales afectados por LC
(57,14%) no mostraron ninguna enfermedad concurrente, considerando, en este caso, la
LC como la principal causa de decomiso en matadero (84/498: 16,87%) (Ruiz et al.,

2020).
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Ademais de las pérdidas econdmicas directas, hay una pérdida del valor del rebafio, y un
aumento del riesgo de padecer otro tipo de enfermedades respiratorias, tales como
Pasterelosis, debido a la inmunodepresion local (Velasco y Fernandez, 2007; Gémez-

Gascon et al. 2013).

2.6. Patogenia

La LC se caracteriza por la formacién de granulomas de naturaleza necrético-purulenta
en los nodulos linfiticos y en 6rganos internos con multiples localizaciones (Pugh y
Baird, 2012). La posibilidad de evolucién de las lesiones para una consistencia caseosa
justifica el nombre de Linfadenitis Caseosa dado a esta enfermedad. La LC visceral esta
considerada como una de las principales causas del llamado “sindrome de la oveja flaca”
en Estados Unidos (Brown et al., 1987). En ocasiones, también se la ha denominado
“Forunculosis cutdnea” o “Apostema de los ovinos”, haciendo referencia a sus

manifestaciones clinicas mas frecuentes.

Aunque se estan realizando notables avances, la patogenia de la enfermedad sigue siendo

poco conocida (Aquino de S4 et al., 2013; Almeida et al., 2016).

Las investigaciones moleculares han verificado que a pesar de la similitud entre las cepas
de C. pseudotuberculosis, algunas son mds virulentas que otras, como la cepa VD57
(Cp_VD 57), identificada por De Souza y cols. (citado por Aquino de Sa et al., 2013;
Almeida et al., 2016). Entre los genes que codifican los factores de virulencia, destaca el
gen involucrado en la codificacion de la fosfolipasa D (PLD), considerada el principal
factor de virulencia de C. pseudotuberculosis, 1a proteina de membrana integral (integral
membrane protein — FagA), el transportador de hierro (iron enterobactin transporter —
FagB), las proteinas de membrana citoplasmatica ligadas al ATP (ATP binding
cytoplasmic membrane protein — Fag(C) y las proteinas ligadas al hierro (iron siderophore
binding protein — FagD). En los estudios realizados se detectaron estos factores de
virulencia con mayor frecuencia en las muestras de C. pseudotuberculosis recogidas de
las visceras de animales con LC (Aquino de Sé et al., 2013), indicando una naturaleza
multifactorial de la enfermedad, asi como una variacién en el potencial invasivo de las

diferentes cepas de C. pseudotuberculosis.



31

La fosfolipasa D es una exotoxina (31,5-KDa) especifica de C. pseudotuberculosis,
responsable de la lisis de la esfingomielina (fosfolipido de la pared celular) en fosfato y
colina, lo que origina la salida de plasma desde el interior de los vasos sanguineos hacia
el interior de los linfonodos por aumento de la permeabilidad vascular (Aquino de S4 et
al., 2013; Smith, 2015; Mahmood et al., 2016). Se cree que esta enzima actiia de forma
similar al veneno de la arafia Loxosceles recluse (o “arafia solitaria parda de América del
Norte”), que provoca hemolisis y produce hemosiderina en los tejidos linfaticos,
causando dermonecrosis, fallo renal y agregacion plaquetaria (Mahmood et al., 2015). La
fosfolipasa D produce, ademas, destruccion de los macréfagos en la infeccion de caprinos
e inhibicién de la quimiotaxis de los neutréfilos en ovinos y provoca la muerte de las
células fagocitarias, acciones que contribuyen a la diseminacion del agente desde el punto
de infeccion a otras partes del organismo (Pepin et al., 1994; Muckle y Gyles, 1986;
Brogden y Engen, 1990; Tashjian y Campbell, 1983; Guimaraes et al., 2011 citados por
Mahmood et al., 2016).

Gracias al elevado contenido de dcidos micolicos en la superficie de la pared celular, C.
pseudotuberculosis puede resistir la accion fagocitaria del sistema inmunitario, dando
lugar a la formacién de piogranulomas, cuyo fin es bloquear los macréfagos infectados y
evitar la diseminacién de la infeccidén (Zavoshti et al., 2012; Latif et al., 2016; Odhah et
al.,, 2019) (Fig. 10, 11, y 12). Estos microabscesos son la principal caracteristica

histopatoldgica de la Linfadenitis caseosa en ovejas (Mahmood et al., 2015) (Fig. 13).
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Figura 10: Imagen histopatoldgica del pulmén con infeccién por C. pseudotuberculosis con
extensas dreas de hemorragia pulmonar (flechas rojas) y congestion vascular (flecha amarilla) con
engrosamiento del intersticio por infiltracion leucocitica (flechas negras). También se observa la

descamacion del epitelio bronquiolar (flechas verdes), H&E x 100 (Odhah et al., 2019).

S

Figura 11: Pulmén con infeccién por C. pseudotuberculosis con 4reas extensas de edema
pulmonar (flechas verdes) y congestién vascular (flechas amarillas) con infiltracién de células
fibrosas e inflamatorias (flecha azul), también infiltracién leucocitica difusa (flechas rojas) en el

intersticio. H&E x 100 (Odhah et al., 2019).
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Figura 12: Pulmé6n con infeccién por C. pseudotuberculosis (dcido micélico) que muestra
congestion vascular (flechas amarillas) con infiltracion linfocitica peri-bronquiolar mutifocal

(flechas negras), H&E x 100 (Odhah et al., 2019).

Figura 13: Vista microscépica del nddulo linfiatico preescapular infectado con C.

pseudotuberculosis, H&E x 40 (Zavoshti et al., 2012).

Los abscesos suelen formarse en el 60-80% de los linfonodos infectados. La formacion
de una cdpsula facilita la persistencia del microorganismo en el animal y, por tanto, la
inmunidad celular es mds importante que la inmunidad humoral en el combate contra la

LC (Prescott et al., 2002). Una caracteristica de la infeccion por C. pseudotuberculosis es

CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA



34

la posibilidad de reactivacion del microorganismo en los abscesos antiguos con la

reaparicion de signos clinicos en el animal.

El papel de la DT (diphtheria toxin) en la LC, la OSD (Oedematous skin disease) y otras
enfermedades causadas por C. pseudotuberculosis en animales, no ha sido

suficientemente estudiado (Torres et al., 2013).

2.7. Patologia

La LC presenta un largo periodo de incubacién, que oscila entre los 25 y los 140 dias
(Smith, 2015; Akgul y cols., 2018). Se considera una enfermedad crénica y recurrente,
durante la cual los animales infectados pueden no evidenciar signos clinicos hasta que la

enfermedad estd muy avanzada (Mahmood et al., 2015).

Su cuadro patolégico principal se caracteriza por la formacién de piogranulonas en los
nddulos linfaticos superficiales, sobre todo mandibulares (Fig. 14) y preescapulares,
debido a la via de entrada de la bacteria, el tipo de pastoreo, el tatuaje del pabellén
auricular, la administracion de medicamentos inyectables por via subcutdnea en la zona
preescapular y el esquilado (Zavoshti et al., 2012; Chikhaoui y Khoudja, 2013; Gémez-
Gascéon et al.,, 2013; Costa, 2016; Primera et al., 2016). La afectacion del nédulo

supramamario es rara (Andrade et al., 2012; Zavoshti et al., 2012).

Figura 14: Absceso superficial localizado en el nédulo linfatico mandibular que, al drenar, sale
un pus espeso y de olor fétido (ovino macho de una explotacion de aptitud crnica en la region de
estudio, 2014) (Costa, 2016).
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Desde los nédulos superficiales se puede producir la diseminacién del microorganismo
por intermedio del sistema linfético y circulatorio a los nédulos linfaticos internos, con la
formacién de abscesos en pulmones, rifiones, higado, bazo y aparato reproductor (Binns
et al., 2007; Dercksen et al., 2000; Fontaine y Baird, 2008; Pugh y Baird, 2012; Zavoshti
et al., 2012).

De esta forma, la LC puede presentar tres formas clinicas distintas:

“Adenitica superficial”’ que suele aparecer cuando la via de entrada es la cutanea,
notdndose focos pidgenos bajo la piel y asociados a un nédulo linfético subcutdneo que,
con el transcurso de las semanas, el contenido del nddulo se vuelve mds pastoso. A la
palpacion, el nédulo aparece blando, fluctuante e indoloro, hasta que, aparece una fistula
de la que drena un pus cremoso de color amarillo-verdoso y olor nauseabundo (Pugh y
Baird, 2012) (Fig. 14). Estas lesiones también se pueden presentar como abscesos
organizados rodeados de una cdpsula fibrosa y con pérdida de pelo alrededor (Fontaine y
Baird, 2008).

Posterior a la descarga purulenta, se instaura un proceso de cicatrizacion que deja como
secuela cutdnea un drea depilada que tarda varios meses en cubrirse de nuevo con lana
(Fig. 15), pudiendo coincidir en el mismo animal adenitis activas y lesiones cicatriciales

o bien la forma visceral (Fontaine y Baird, 2008).

Figura 15: Absceso en el nddulo linfatico parotideo por Corynebacterium pseudotuberculosis

(Malone et al., 2006).
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“Adenitica visceral” asociada a la via respiratoria y/o digestiva, o la diseminacion a partir
de una adenopatia superficial. En esta forma, las lesiones piogranulomatosas se presentan
como microabscesos y abscesos en los nddulos linfdticos internos (Fig. 19a) y las
visceras, siendo la principal localizacion el parénquima pulmonar (Fig. 16, 17, 18 y 19b,
19¢c, 19d y 19e) y los nédulos linfaticos mediastinicos (Fig. 18a e 18b) (Malone et al.,
2006; Velasco y Fernandez, 2007; Fontaine y Baird, 2008; G6émez-Gascén et al., 2013;
Costa, 2016). Otras localizaciones descritas son higado, bazo, rifiones, ubres y, de forma
menos frecuente, corazdn, testiculos, escroto, ttero, articulaciones, cerebro y médula
espinal (Pugh y Baird, 2012; Gémez-Gascén et al., 2013; Latif et al., 2015; Costa, 2016;
Latif et al., 2016; Mahmood et al., 2016). Los signos clinicos suelen ser imperceptibles
(subclinica), los animales se mantienen en la explotacién con baja produccién (carne,

leche, lana) y el curso, cronico, puede desembocar en la forma “caquectizante”.

Figura 16: Microabscesos pulmonares y neumonia exudativa / purulenta en caprino por C.

pseudotuberculosis (Costa, 2016).

Figura 17: Abscesos en pulmones ovinos por C. pseudotuberculosis (Malone et al., 2006).
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(@ (b)

Figura 18: Linfadenitis mediastinica purulenta (a) y cadena ganglionar mediastinica afectada (b)

(Velasco y Ferndndez, 2007).

Figura 19: Lesiones post-mortem de un ovino infectado con C. pseudotuberculosis: (a) Absceso
bien encapsulado en un ganglio mesentérico; (b) Neumonia exudativa; (c) Microabscesos
pulmonares; (d) Corte del parénquima pulmonar con salida de material purulento espeso; (e)
Absceso pulmonar encapsulado. (Caso clinico en una explotacién de la region en estudio - febrero
2016) (Costa, 2016).

Estudios recientes demuestran que C. pseudotuberculosis estd presente como agente
etiol6gico en un 7% de las mastitis en pequefios rumiantes, debiendo ser considerado en

el examen bacterioldgico de leche (Nabih et al., 2018). La mastitis por Corynebacterium
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se caracteriza por la formacion de nédulos y abscesos en la superficie de la mama (Fig.
20a). Estos abscesos espesos, al romper, dejan fluir un pus espeso, de coloracion verdosa
y olor nauseabundo (Fig. 20b). La condicién general del animal no queda comprometida

(Ermini y Antenucci, 2014).

a) b)

Figura 20: Imagen (de necropsia) recogida en un brote de mamitis por C. pseudotuberculosis
diagnosticado en 2015 en un efectivo ovino de una explotacién lechera, en la region en estudio.
(a): Nodulos evidentes y palpables en la superficie de la ubre; (b): Al corte, la salida de pus espeso
y de color amarillo verdoso (Costa, 2016)

Forma “caquectizante”: es una enfermedad insidiosa que comienza lentamente y sin
sintomas obvios, pasando varios meses sin identificar un animal enfermo. La clinica es
muy inespecifica y variable dependiendo del 6érgano afectado (pérdida de peso, debilidad,
alteraciones hemadticas, a veces edematizaciéon subcutdnea en las regiones pectoral y

abdominal) (Pugh y Baird, 2012) (Fig. 21a e 21b).

(a) (b)

Figura 21: (a) e (b) Forma clinica caquetizante (visceral) (Costa, 2016).
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El cuadro clinico depende de la via de contagio, el avance de la enfermedad y el
hospedador infectado, con notables diferencias entre caprino y ovino, y entre éstos y
bovinos y caballos. Asi, en los pequefios rumiantes podemos encontrar ambas formas,
cutdnea y visceral; en bovinos la forma visceral es rara, mientras que en caballos se

presenta con frecuencia.

Para comprender mejor la clinica de esta infeccion en los diferentes hospedadores y como
se relaciona la plasticidad del genoma con los patrones de sintomas, Soares et al. (2013)
realizaron un andlisis del pan-genoma de 15 cepas de C. pseudotuberculosis (Tabla 5) de
diferentes origenes y biotipos, siendo evidente que existen diferencias a nivel de cepas en
los genomas y factores de virulencia. Por ejemplo, el biotipo ovis presentd una secuencia
constante de genes para la polimerizacion de estructuras pilis importantes en la adhesion
e invasion celular, y responsables de la mayor capacidad de estas cepas para invadir el

organismo y multiplicarse intracelularmente.

Tabla 5: Andlisis de pan-genoma de 15 cepas de Corynebacterium pseudotuberculosis (Soaresy cols.,

2013).
GenBank
Country Clinical Genome Number accession
Strains Biovar Host of isclation  description size of genes Singletons N* Reference
1002 ovis Geat Brazil CLA abscess 2,335,113 2,203 Q CP0O1809 [431
€231 avis Sheep Australia CLA abscess 2,328,208 2,204 3 CPO01829 [431
42/02-A ovis Sheep Australia CLA abscess 2,337,606 2,164 5 CP003062 [49]
PAT1Q ovis Sheep Argentina Lung abscess 2,335323 2,200 1 CP002924 [50]
3/99-5 ovis Sheep Scotland CLA 2,337,938 2,239 39 CP003152 [49]
267 ovis Llama UsA CLA abscess 2,337,628 2,249 8 CP003407 [51]
Ps4B96 ovis Antelope  South Africa CLA abscess 2,337,657 2,205 2 CP0O3385 -
e ovis Cow Israel Bovine mastitis 2,337,730 2,213 4] CP002251 521
abscess
FRC41 ovis Human France MNecrotizing 2,337913 2,171 12 CP002097 [46]
lymphadenitis
CIP52.97 equi Horse Kenya Ulcerative 2,320,595 2,194 30 CPO03061 [53]
lymphangitis
316 equi Horse USA Abscess 2310415 2,234 25 CP003077 [54,55]
258 equi Herse Belgium Ulcerative 2,314,404 2,195 29 CPOO3540 [56]
lymphangitis
1/06-A equi Horse USA Abscess 2,279,118 2127 20 CPDO3082 [57]
Cp162 equi Camel UK Neck abscess 2,293,464 2,150 13 CP003652 [58]
3 equi Buffalo Egypt Abscess 2,297,010 2,170 50 CP0O03421 [591

Recientemente, se ha reportado la capacidad de C. pseudotuberculosis de inducir
trastornos reproductivos en hembras y machos de la especie caprina (Latif et al., 2015;
Latif et al., 2016; Mahmood et al., 2016). El aislamiento de la bacteria a partir de los
organos reproductivos (vagina, cérvix, Utero, cuernos uterinos, ovarios, ndédulos linfaticos

iliacos, escroto y testiculos) se produjo 60 dias después de la infeccion experimental (Latif
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et al., 2015). La severidad de las lesiones dependi6 del tiempo de infeccion (“time
dependent effect”), 1o que refuerza la necesidad de llevar a cabo un diagndstico precoz
para prevenir la infertilidad y el aborto en los rebafios de cabras. Otros estudios han
confirmado que la infeccién bacteriana de los ovarios afecta a la produccién de
progesterona, crucial para la implantacién del embrién y el mantenimiento de la
gestacion, lo que puede conducir al aborto precoz e infertilidad (Othman et al., 2014

citado por Latif et al., 2016).

Por su parte, las investigaciones desarrolladas en chivos han dado a conocer que C.
pseudotuberculosis y la toxina fosfolipasa D afectan a la fertilidad de los machos,
causando una reduccion de la concentracion de testosterona, de la circunferencia escrotal
y de la calidad del semen en reproductores (Mahmood et al., 2016). Estos datos indican
que la presencia de LC conduce a infertilidad y aborto, con grandes pérdidas econdmicas

para la explotacion.

La lesion tipica de la enfermedad se caracteriza por un estrato de capas de material
purulento rodeado por tejido conectivo, bien definidas y concéntricas, que dan lugar a la
figura de “ganglio en cebolla” (Velasco y Fernandez, 2007; Baird y Fontaine, 2007) (Fig.
22a, 22b y 23). Esta lesion, patognomonica de LC, es frecuente en ovejas y rara en

caprinos (Pugh y Baird, 2012; Mahmood et al., 2015).

(b)

Figura 22: “Ganglio en forma de cebolla” (a) e (b) (Velasco y Ferndndez, 2007).
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Figura 23: Nédulo linfatico preescapular de una oveja infectada por C. pseudotuberculosis, que
muestra los gritos centripetos de exudado. Se puede visualizar una cépsula de tejido conectivo

alrededor del exudado (Velasco y Ferndndez, 2007).

Las alteraciones patolégicas de la LC han sido bien estudiadas por Mahmood y cols.,
(2015), con la inoculacién experimental del C. pseudotuberculosis y de la fosfolipasa D
en caprinos. En esta investigacion los animales infectados por C. pseudotuberculosis
presentaron aumento de la temperatura corporal, de la frecuencia cardiaca y respiratoria,
alteraciones en la condicion corporal y formacion de abscesos en el lugar de inoculacion,
con descarga purulenta, dos semanas después de la misma. Sin embargo, los animales
mantuvieron el apetito normal y un nivel constante de consumo de alimento (Mahmood
et al., 2015). Con respecto a las alteraciones histopatologicas, los animales mostraron
edema, congestion del cortex y médula de los linfonodos afectados, infiltracion por
células inflamatorias, principalmente linfocitos y macréfagos, hemorragia, degeneracion
y necrosis del tejido linfatico y la presencia de micro focos con formacion de abscesos y

reduccion de los foliculos linfoides.

El aislamiento del C. pseudotuberculosis en bovinos se ha descrito en coinfeccién con
otros agentes bacterianos primarios (Escherichia coli y Arcanobacter pyogenes)
considerandose un oportunista, que al estar presente en lesiones viscerales
(principalmente, pulmén) en forma de piogranulomas ha favorecido la virulencia de los
agentes bacterianos primarios y el aumento de resistencia antibidtica (Costa, 2016). En
esta especie los abscesos abiertos y las dermatitis ulcerativas piogranulomatosas son las
principales formas de presentacion de la enfermedad, aunque la mastitis, con excrecion
de la bacteria en la leche, también suele aparecer (Peel et al., 1996). Los estudios

realizados por Rocha (2011) en California, donde la enfermedad es endémica,
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demostraron que los casos de LC en bovino de leche presentan una frecuencia de granjas

positivas del 10%. La forma diseminada es rara en bovinos (Rocha, 2011).

La infeccidn por Corynebacterium pseudotuberculosis en equinos estd mundialmente
extendida (Guedes et al., 2015) dando lugar a cuadros clinicos, a menudo poco especificos
y que suelen ser confundidos con otras patologias. El diagnostico diferencial se debe
hacer en caso de sospechas de muermo, dermatofitosis, celulitis estafilocdcica,
infecciones por Streptococcus spp., Actinomycetes spp., Corynebacterium pyogenes y
Rhodococcus equi (Yeruham et al., 1996, Motta et al., 2010 citados por Guedes et al.,
2015). La enfermedad en los equinos tiene también caricter crénico, con una forma
clasica conocida por Linfangitis ulcerativa o absceso del pecho, o como Fiebre de la
paloma (“Pigeon fever”). Esta es la forma més grave por tener un caréacter sistémico; la
letalidad en los animales que no reciben tratamiento es del 100% (Aleman et al., 1996
citado por Guedes et al., 2015). No obstante, la enfermedad puede ser también

asintomatica o cursar con abscesos externos.

En rumiantes salvajes la enfermedad presenta manifestaciones mui semejantes a las
lesiones descritas en pequefios rumiantes y estudios recientes describen una patologia
grave con la forma adenitica visceral y afeccién importante del pulmoén, sistema nervioso

y aparato reproductor (Fig. 24) (Domenis et al., 2018).
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Figura 24: Abscesos de 6rganos de gamuza infectados con Corynebacterium pseudotuberculosis.
(A) Pulmén, (B) ganglios linfaticos mediastinicos, (C) corazén, (D) vértebras toricicas, (E) bazo,
(F) higado, (G) testiculo y (H) cerebro. Obsérvese el tipico pus de color amarillo verdoso, de
cremoso a caseoso, que tiende a licuarse, sin una apariencia laminada de "anillo de cebolla" (solo

se observa parcialmente en [B]) (Domenis et al., 2018).

2.8. Diagnéstico diferencial

La linfadenitis caseosa es una enfermedad contagiosa crdnica tan comun en ovejas y
cabras que cualquier presentacion de abscesos y nddulos linfiticos drenantes debe
suponerse que se trata de LC hasta que se demuestre lo contrario (Underwood et al., 2015)

y la investigacién debe seguir siempre en busca de agentes pidgenos.

Las lesiones piogranulomatosas son comunes en enfermedades como la Actinobacilosis,
la Tuberculosis y los abscesos superficiales causados por Staphylococcus aureus y
Actinomyces pyogenes. Debemos recordar, ademds, que otros agentes pidgenos pueden
estar presentes en las lesiones de LC (S. aureus, Trueperella pyogenes y Pasteurella

multocida) (Guimaraes et al., 2011b; Pugh y Baird, 2012; Gascoigne et al., 2020).

La forma cutidnea de la enfermedad deberia diferenciarse del edema submandibular

causado por pardsitos como, Fasciola hepatica y Haemonchus spp., de los quistes
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salivales, el linfosarcoma y la inoculacién subcutidnea de vacunas, principalmente las
reacciones en el local de inyeccion de la vacuna contra clostridios (Delano et al., 2002;

Underwood et al., 2015; Gascoigne et al., 2020).

En caso de neumonia, se debe realizar el diagndstico diferencial con Mycobacterium
bovis, Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida y la neumonia progresiva ovina

por el virus Maedi-Visna (Pugh y Baird, 2012).

La forma caquectizante es clinicamente similar al parasitismo crénico, y el
adelgazamiento extremo se puede observar también por pérdida anormal de dientes,
periodontitis alveolar y desnutricion, y en enfermedades crénicas como la adenomatosis
pulmonar, neoplasias y Scrapie. Esta enfermedad produce emaciacion y debilidad en los
animales y debe tenerse en cuenta en el diagndstico diferencial de los llamados "Sindrome
de la oveja flaca", especialmente cuando las ovejas se ven afectadas por la presentacion

visceral de la enfermedad (Ruiz et al., 2020).

En ovinos, Brucella ovis, Actinobacillus seminis, Histophilus ovis y Pasteurella spp.

pueden producir orquitis y epididimitis similares a las causadas por C. pseudotuberculosis

(Guimardes et al., 2011b).

El diagnéstico definitivo de la LC implica siempre la identificacion del agente etiol6gico
a partir de muestras de material purulento u 6rganos afectados (Gémez-Gascon et al.,

2013; Costa, 2016).

2.9. Diagnéstico laboratorial

No existe ninguna prueba de diagnéstico capaz de identificar todos los casos, ni diferentes
etapas o formas de la enfermedad (Oreiby, 2014) y actualmente se considera que no hay
pruebas confiables disponibles para diagnosticar todos los casos de LC (Farias et al.,
2020). Por ello, el diagnodstico de la LC se realiza en base a las caracteristicas
epidemioldgicas, la clinica de la enfermedad, la observaciéon de lesiones y/o la
identificacion del agente en el material purulento obtenido de los abscesos (Goémez-

Gascén et al., 2013; Huerta et al., 2013; Kumar et al., 2013).
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Los casos sin manifestacion clinica aparente (portadores asintométicos) se evidencian
exclusivamente cuando el animal es sacrificado, lo que dificulta la obtencién de datos
para estudios de prevalencia de la enfermedad. En estos casos, el diagndstico serolégico
es de gran importancia para su deteccion, al representar una potencial fuente de infeccién
para los animales sanos del rebafio (Kaba et al., 2001; Gémez-Gascén et al., 2013).
Aunque se han mejorado y validado diversas pruebas ELISA (Enzyme-lynked
Immunosorbent Assay) para la identificacion de portadores asintomdticos, el diagndstico
definitivo de la LC continda siendo el aislamiento e identificacién del agente etiol6gico
mediante cultivo bacteriolégico, pruebas bioquimicas y/o pruebas de diagndstico
molecular, como la PCR (Pavan et al., 2012; Gémez-Gascoén et al., 2013; Huerta et al.,

2013; Kumar et al., 2013; Costa, 2016).

Los factores de virulencia estdn directamente relacionados con la patogenicidad de la
bacteria, por lo que sus genes representan fargets ideales para la deteccién e identificacion
especifica de muchos agentes bacterianos (Kumar et al., 2013; Dorneles et al., 2014). En
el genoma de C. Pseudotuberculosis se han identificado siete islas de patogenicidad
(Pathogenicity islands — PAls) que contienen diversos factores de virulencia clésicos
detectables mediante PCR, incluyendo los genes para putative oligopeptide/dipeptide
ABC transporter, NADP (nicotinamide adenine dinucleotide fosfato), coenzima

oxidoreductase F-420-dependiente y proline iminopeptidase (PIP) (Kumar et al., 2013).

Los métodos de tipificaciéon molecular utilizados en la caracterizacién de C. diphtheriae,
C. ulcerans y C. pseudotuberculosis, ademas de ttiles, presentan grandes ventajas sobre
los métodos tradicionales utilizados para determinar la toxigenicidad de las cepas de
Corynebacterium spp. (Torres et al., 2013; Dorneles et al., 2014). Las recientes técnicas
de genotipado y PCR multiple especifica de especie (species-specific mPCR) han
facilitado no solo la identificacion de diferentes cepas y biotipos del agente, sino también
la posibilidad de su utilizacién en investigaciones epidemioldgicas (Soares et al., 2013;
Almeida et al., 2014; Dorneles et al., 2014). Entre las ventajas de la mPCR sobre los
procedimientos bioquimicos convencionales, destacan su rapidez, facilidad de
realizacion, el gran nimero de cepas que pueden ser analizadas a la vez y la facilidad de
interpretacion de los resultados (Torres et al., 2013). La especificidad de la PCR para la
identificacion de C. pseudotuberculosis se considera probada en base a la homologia (98-

100%) de los productos amplificados con las secuencias publicadas en la base de datos
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del NCBI para el ADN del segmento 16s-ARN de esta bacteria (Kumar y cols., 2013).
Por su parte, la comparacion de la PCR con el patrén oro (cultivo + pruebas bioquimicas)
ha demostrado una sensibilidad diagnodstica del 94,6% en la deteccidn de esta bacteria a
partir de muestras de pus. En cuanto a la sensibilidad analitica, la PCR es capaz de detectar

ADN bacteriano en concentraciones de 10 a 0,001 ng por reaccion (Pacheco et al., 2007).

En base a ello, muchos autores la utilizan como prueba de referencia para confirmar la
infeccién a partir de abscesos, si bien sefialan como desventajas el tiempo y coste de
ejecucion, y una posible limitacion en la purificacidon y secuenciaciéon del ADN como
consecuencia de la naturaleza purulenta de las lesiones patoldgicas y la alta concentracion
de desechos celulares (Pacheco et al., 2007; Andrade et al., 2012; Ilhan, 2013). Para
minimizar el efecto de los inhibidores enzimaticos, Pacheco et al. (2007) propusieron la

dilucion de la muestra de ADN antes de la amplificacion.

Aun existiendo diversas pruebas de serodiagndstico para la deteccién de anticuerpos de
C. pseudotuberculosis en ovejas, como ensayos de interferon-gamma, la inhibicién de la
hemolisis, la inhibiciéon de anti-hemolisina, la hemaglutinacion indirecta, pruebas de
fijacion del complemento, inmunodifusion y ELISAs, ninguna es completamente efectiva
(Prescott et al., 2002; Menzis et al., 2004; Binns et al., 2007; Gomez-Gascén et al., 2013;
Hoelzle et al., 2013).

En el caso del ELISA, se han utilizado diferentes preparaciones antigénicas, incluyendo
antigenos de la pared celular, exotoxina (phospholipasa D), sobrenadante celular y
exotoxina recombinante (Menzis et al., 2004; Binns y cols., 2007). La validez de la prueba
ha resultado ser adecuada en cabras (especificidad 98 + 1% y sensibilidad de 94 + 3%) y
moderada en ovejas (especificidad 99 + 1% y sensibilidad 71-79 + 5%), principalmente
en animales con infeccion subclinica o que solo presentan abscesos internos (Dercksen et
al., 2000; Kaba et al., 2001; Binns et al., 2007). La especificidad, comparada con el cultivo
bacterioldgico, es variable, debido posiblemente a variaciones antigénicas entre las cepas
que afectan a ambas especies, reacciones cruzadas con otras bacterianas
(Corynebacterium spp., Listeria monocytogenes y Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis), o a la persistencia de los anticuerpos maternales y de inmunidad
natural en los animales recuperados (negativos al cultivo) (Binns et al., 2007; Hoelzle et
al., 2013; Gémez-Gascon et al., 2013). Estudios previos para validar un ELISA indirecto

en muestras de suero de ovejas con signos clinicos de LC mostraron una sensibilidad y
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especificidad proximas al 100% respecto al cultivo bacteriolégico y la PCR realizadas a

partir de nddulos linfaticos y pulmones (Nassar et al., 2014).

De esta forma, el principal problema en el diagndstico de la LC es la identificacién de los
animales afectados con la forma visceral y sin signos clinicos perceptibles, lo que
favorece la dispersion y diseminacién de la enfermedad. Recientemente, se han
desarrollado otros métodos de diagndstico para la deteccion de estas formas de LC,
basados en el control de pardmetros clinicos indicativos de infecciéon por C.
pseudotuberculosis. La monitorizacion de las proteinas séricas de fase aguda (acute phase
proteins) muestra alteraciones significativas en los niveles séricos de haptoglobina,
proteina C-reactiva, procalcitonina y albumina, en cabras infectadas con C.

pseudotuberculosis, comparado con el grupo control (Akgul et al., 2018).

2.10. Tratamiento y prevencion

Considerando la prevalencia actual de la LC en todo el mundo, existe una necesidad
urgente de alternativas mas eficientes para el control de la enfermedad, que incluyan la
aplicacion de tratamiento a los animales infectados, la administracion de vacunas a los
rebanos en riesgo y la identificacién de portadores asintomdticos (Aquino de S4 et al.,

2013; Gémez-Gascon et al. 2013).

Aun siendo sensible in vitro a la mayoria de los antimicrobianos, el tratamiento de la
Pseudotuberculosis suele ser poco efectivo debido a que la capsula externa de los abscesos
impide la penetracion de los antibidticos hasta el microorganismo (Velasco y Ferndndez,

2002; Gémez-Gascon et al., 2013).

El drenaje quirurgico de los piogranulomas se recomienda s6lo en los animales de elevado
valor genético y reproductores seleccionados, en granjas de recria o centros de seleccion
y reproduccion de razas. Cada caso debe ser analizado individualmente y debe
considerarse la escision quirirgica de los abscesos siempre que esté justificado,
cumpliendo con todas las normas de higiene y desinfeccion que garanticen la proteccién
del rebafio de la contaminacion por C. pseudotuberculosis (Andrade et al., 2012). Lo
importante es la apertura y drenaje temprano de los abscesos superficiales y nunca

permitir que drenen por si solos, asegurando el destino apropiado del contenido. En el
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estudio de Andrade et al. (2012) sobre la ocurrencia de factores de riesgo asociados a la
infeccion por C. pseudotuberculosis en caprinos y ovinos, desarrollado en Brasil, se
verificé un aumento en la incidencia de la enfermedad en las explotaciones en que los

productores dejan que los abscesos se rompan naturalmente.

A pesar del drenaje quirdrgico y el tratamiento antimicrobiano, la infeccién por C.
pseudotuberculosis tiene a menudo una duracién prolongada y un curso recurrente. La
ausencia de efectividad de los antibidticos puede explicar en parte las recaidas que se
observan durante el tratamiento de la LC, asi como la tolerancia bacteriana a los
betalactdmicos que se ha descrito para C. pseudotuberculosis y otros patégenos Gram
positivos, como Corynebacterium diphtheriae y Listeria monocytogenes (Join-Lambert

et al., 20006).

Numerosos estudios realizados en todo el mundo sobre el control de la LC son undnimes
en laimportancia de la deteccion de animales portadores asintomaticos, con programas
de control y/o erradicacién, a pequeia y gran escala, para la prevencion de la dispersion

de la enfermedad (Derckeson et al., 2000; Kaba et al., 2001).

Actualmente, las mejores estrategias para el control de la LC en ovejas incluyen la
erradicacion de la infeccion mediante la identificacion por ELISA y la retirada de los
animales portadores, o bien la inmunizacién de los animales susceptibles, junto con el
diagnostico precoz y el sacrificio de los animales positivos (Kumar et al., 2013). Sin
embargo, la dificultad de identificar precozmente a los animales infectados, sumado a las
altas prevalencias de la enfermedad, la resistencia de los ganaderos al sacrificio
voluntario, y la inexistencia de vacunas que ofrezca una proteccion completa frente a la
infeccion, supone una gran dificultad para el control y erradicacion de la enfermedad

(Prescott et al., 2002; Gémez-Gascén et al., 2013).

La inmunizacioén activa ha reducido en muchos casos, la aparicion de casos clinicos
(60%-95%) (Paton et al., 1995 citados por Mendonga, 2012; Piontkowsky y Shivvers,
1998 citados por Smith, 2015) y evita que los animales infectados liberen
progresivamente el agente al exterior, lo que conlleva una disminucién gradual del
numero de nuevos casos y por tanto de la incidencia de la enfermedad (Gémez-Gascon et
al.,, 2013; Windsor, 2014; Smith, 2015). Sin embargo, los estudios experimentales

realizados hasta la fecha con diferentes tipos vacunales (vacunas de ADN, vacunas de
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subunidades, bacterinas con una exotoxina de C. pseudotuberculosis, la fosfolipasa D) no
han demostrado proteccién completa y sus resultados son variables. En muchos casos,
ademads, la administracion de las vacunas disponibles es ineficiente (Paton, 2010; Gémez-
Gascon et al., 2013). Asi, en Estados Unidos, la recomendacién es que la vacunacién sea
opcional dependiendo de la historia de la explotacion (Gémez-Gascén et al., 2013; Smith,

2015).

El control de 1a LC depende en muchos paises de la vacunacién (Windsor, 2011; Windsor,
2014). En Portugal no existe ninguna vacuna disponible comercialmente para la LC. La
utilizacién de autovacunas producidas a partir del agente etioldgico aislado en el rebafio
parece ser eficaz en el control de los brotes de la forma visceral y la reduccion de la

incidencia de enfermedad en los efectivos vacunados (Costa, 2016).

En Australia, el programa de vacunacion comenzoé en 1983. Se combind el antigeno de la
LC con las vacunas frente a clostrideos, lo que permitié la vacunacién anual rutinaria
frente a C. pseudotuberculosis de un gran numero de efectivos nacionales.
Aproximadamente el 70% de los productores optaron por vacunas comerciales y
programas de vacunacién con dos dosis de vacuna en corderos y un refuerzo anual en
ovejas adultas (Paton, 2010; Windsor, 2014). Gracias a ello, se ha estimado una reduccién

de la prevalencia de un 26% en 1995 hasta un 5,2% en 2009 (Windsor, 2014).

En Canada la vacunacion en caprinos finalizo en 2006, tras la retirada de la unica vacuna
aprobada para esta especie (Debien et al., 2013). Por su parte, la inmunizacion activa off-
label de cabras de leche con la vacuna para ovejas no ha demostrado buenos resultados y
el fabricante ha recomendado no utilizarla en cabras, por razones de seguridad. A raiz de
estos resultados negativos, la vacunacion contra la LC ha disminuido y los productores
de cabras han indicado un aumento en el desarrollo de abscesos, con la consecuente

retirada de animales (Debien et al., 2013).

En otros paises, la concienciacién de la importancia de esta enfermedad para la
rentabilidad de las explotaciones de pequefios rumiantes ha originado programas de
control voluntarios y no financiados por el gobierno, con una reduccion de los casos

clinicos (Windsor, 2014).

No obstante, no hay que olvidar que, ademads de la vacunacion, para el control de la LC

es fundamental llevar a cabo medidas adecuadas de bioseguridad y manejo de los
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animales, como mejorar las condiciones higiénicas y sanitarias de las explotaciones. Es
evidente que su prevalencia y propagacion aumentan ante la presencia de factores de
riesgo como la contaminacién del suelo, la contaminacién de los tanques de bafio y
materiales de esquilado y tatuaje, la introduccién de nuevos animales en la explotacién y
el incumplimiento de las reglas bdsicas de manejo, como las que se presentan a

continuacion (Velasco y Fernandez, 2002; Paton, 2010; Gémez-Gascén et al., 2013):

o Implementacion de medidas de bioseguridad como la cuarentena, control de
la entrada de animales provenientes de otras explotaciones, de la entrada de
personas en la explotaciéon (ropa y calzado), y de la entrada de vehiculos
mediante la construccion de vados sanitarios.

o Reduccion de la contaminacion del ambiente con una adecuada higiene de las
instalaciones, maquinaria y equipos.

o Extremar la limpieza y desinfecciéon de todos los utensilios de marcado,
esquilado, castraciones y otros tratamientos.

o Desinfeccion correcta de heridas, aplicaciones inyectables, tatuajes y crotales
auriculares.

o Inspeccién periddica del rebaifio para la deteccion precoz y separacion de los
portadores asintomadticos y/o con la forma visceral de la enfermedad.

o Realizar el tratamiento de los abscesos superficiales s6lo en animales de un
alto valor genético.

o Retirada del rebafio de cualquier animal que presente recidivas, por
considerérsele un portador crénico.

o Implementar programas de reposicion adecuados con retirada de efectivo de

mayor edad en caso de altas prevalencias de enfermedad en la explotacion.

Respecto al control de la mastitis por C. pseudotuberculosis, muy importante en
colectivos de produccién lechera, se recomiendan, ademds de las practicas anteriores, las

siguientes normas generales de profilaxis (Ermini y Antenucci, 2014):

o Realizacién del ordefio en local limpio y desinfectado con productos a base de
cloro o similares.
o Lavarse las manos correctamente antes y después del ordefio.

o En caso de ordefio mecanizado, lavar las tetinas entre un ordefio y otro.
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o Al final del ordefo aplicar en el pezon un desinfectante de cloro o similar.

o Todos los animales con lesiones en la mama (costras, papulas, abscesos...)
deben ser identificados, separados, ordefiados al final, eventualmente con la
mano y, si es necesario y recomendable, tratados.

o En el ordefio mecanizado, controlar periédicamente el buen funcionamiento
de la maquina y substituir todas las partes de goma por lo menos una vez al
ano.

o Practicar la terapia preventiva de mastitis en el periodo de secado.

La LC es el ejemplo de una enfermedad cuyo control es posible mediante la aplicacién
de un conjunto de medidas de bioseguridad y buenas practicas ganaderas, siendo evidente
que su prevalencia y propagacion aumenten en presencia de factores de riesgo como la
contaminaciéon del suelo, de tanques de bafio y de materiales de esquila y tatuaje,
introduccién de nuevos animales en la explotacién y la no observacion de reglas basicas
de manejo. En general, lo importante seria la sensibilizacion de ganaderos y veterinarios

para las buenas précticas ganaderas, muchas veces ignoradas en nuestra realidad.

El desafio para quienes se enfrentan a esta enfermedad es conocer los hallazgos de la
investigacion realizada hasta el momento y aplicarlos para ayudar a resolver los
problemas que la infeccion por C. pseudotuberculosis causa en sus sistemas de
produccion. Los estudios desarrollados han arrojado importantes avances en la
identificacion de los genes de C. pseudotubercuosis implicados en la virulencia, lo que
permitird llegar a nuevas formulaciones de vacunas, asi como al desarrollo de nuevos

métodos de diagnéstico (Paton, 2010; Gomez-Gascon et al., 2013).

Por otro lado, se estan realizando investigaciones de genémica cuantitativa y funcional
para identificar los marcadores genéticos asociados a la resistencia de enfermedades,
como la LC (Pal y Chakravarty, 2020). Los estudios de Minozzi (2017), en diferentes
razas de cabras, han permitido identificar los loci responsables de la respuesta inmune
frente a C. pseudotuberculosis. El objetivo es seleccionar lineas de animales
genéticamente resistentes a esta enfermedad para reducir su incidencia y mejorar el estado
sanitario de los rebafos. Son estudios integrados que incluyen la recopilacién de datos a
gran escala (dentro y entre razas), combinado con prediccién epidemioldgica (Pal y

Chakravarty, 2020). La genética molecular puede y debe aplicarse al diagndstico de
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enfermedades infecciosas como la LC, y los avances en esta area pueden permitir la
optimizacién de estas técnicas en el diagndstico y desarrollo de terapéuticas y vacunas.
De hecho, en los dltimos afios, se ha realizado una inversion en investigacion en el campo
de la genética del C. pseudotuberculosis pero, sorprendentemente se sabe poco sobre los
loci genéticos implicados en la resistencia / susceptibilidad a LC (Minozzi et al., 2017).
Desde un punto de vista econémico y epidemioldgico seria importante y mas inteligente
seleccionar animales resistentes a enfermedades como la LC, donde el control es dificil y

dependiente de muchos factores.
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CAPITULO III.

OBJETIVOS

Esta Tesis doctoral constituye el primer estudio epidemioldgico desarrollado en la
poblacién de pequefios rumiantes de la region de Alto Alentejo (Portugal) y tiene por

objeto:

1. Evaluar la validez y utilidad de diversas técnicas moleculares y serolégicas

para el diagnéstico de la Linfadenitis casesosa. Para ello,

a. Se determinard la validez analitica y diagndstica de una modificacién de
la PCR convencional para la deteccion de C. pseudotuberculosis a partir
de lesiones piogranulomatosas que incluye la dilucion sistematica de la

muestra de ADN.

b. Se determinard la validez y utilidad diagndstica del ELITEST CLA #
CKI105A® (HYPHEN BioMed, Francia) en el diagndstico de la infeccién

por C. pseudotuberculosis.

2. Realizar una encuesta transversal de la seroprevalencia de C.

pseudotuberculosis en el ganado ovino y caprino del Alto Alentejo (Portugal).

3. Realizar un estudio analitico preliminar de los factores de riesgo asociados a

la seropositividad por C. pseudotuberculosis en la poblacion de estudio.

4. Realizar un estudio descriptivo de los casos clinicos detectados mediante

PCR.
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CAPITULO IV.

MATERIAL Y METODOS GENERAL

4.1. Caracterizacion de la region de estudio

Para el desarrollo de esta tesis se ha realizado un estudio transversal, a nivel de granja y
animales, entre 2012 y 2015, en la subregion del Alto Alentejo, perteneciente a la regién
del Alentejo, en el centro-sur de Portugal.

La regién del Alentejo tiene una extension aproximada de 31 605 km? (34,3% de la
superficie total de Portugal continental) y una poblacion estimada de 704 558 habitantes,
de elevada tradicion ganadera (Estadistica PORTUGAL, 2019a; Estadistica
PORTUGAL, 2019b). Segtn el Instituto Nacional de Estadistica (INE) (2019), en el
Alentejo se concentran la mayoria de los efectivos de ganado bovino, porcino, caprino y
ovino de todo Portugal: 805 mil bovinos (48% del efectivo nacional), siendo 86%
animales de aptitud de carne; 999 mil porcinos (44% del efectivo nacional), 99 mil
caprinos (26% del efectivo nacional) y 1 millén 324 mil ovinos (66% del efectivo
nacional) (Estadistica PORTUGAL, 2019b). A pesar de que la produccion de bovinos de
carne tiene una gran importancia en esta region, la carne procedente de ovinos y caprinos
(principalmente de cordero y cabrito) son las que tienen un mayor peso en la economia
nacional. El 39% de los corderos y el 29% de los caprinos sacrificados y aprobados para
el consumo humano en el afio 2009 procedian del Alentejo (Estadistica PORTUGAL,
2009).

El Alto Alentejo es una subregion del Alentejo, correspondiente al distrito de Portalegre
(Fig. 25). Esta subregién tiene un 4rea total de 519 082 hectdreas (5 190,82 km?), que
representa el 7% del territorio nacional y el 17% del area total del Alentejo. Tiene en total
9 mil explotaciones; el 15% de ellas con un drea igual o superior a 50 hectareas
(Estadistica PORTUGAL, 2009). La producciéon de pequefios rumiantes lecheros y
carnicos en el Alto Alentejo representa una parte importante de la produccion ganadera
de la regién y el pais, con un total de 250.000 ovinos y 25.000 caprinos (Estadistica
PORTUGAL, 2009).

Su proximidad con Andalucia, region de Espafia con alta prevalencia de LC (Gomez-

Gascon et al., 2013), y el comercio intensivo de pequefios rumiantes entre ambos paises,
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aumentan la probabilidad de que esta enfermedad sea prevalente en la subregion de Alto

Alentejo.

Figura 25: Mapa de la subregion del Alto Alentejo, Portugal. En verde se sefialan los distintos

municipios en los que se ha realizado el muestreo, destacando en amarillo la capital, Portalegre.

(Mapa adaptado de http://pt.wikipedia.org y http://www.portalegredigital.biz/pt).

4.2. Plan de muestreo

La poblacién en estudio estaba compuesta por un total de 1.208 rebafios de ovejas (con
una media de 135 animales por explotacién) y 107 rebafios de cabras (con una media de
42 animales por explotacion) ubicadas en la subregion del Alto Alentejo, 1o que supone
un total de 250.000 ovejas y 25.000 cabras (Estadistica PORTUGAL, 2017a, 2017b,
2017¢).

Para estimar la dispersion de la infeccidn, se estimo, en base a una prevalencia esperada
del 50%, un error maximo aceptado del 10,5% y un nivel de confianza del 95%, una
muestra de 82 explotaciones, de las que 55 fueron de ovino y 27 de caprino. La seleccion
de las granjas, mediante muestreo aleatorio simple, se realiz6 en colectivos de entre 10 y

1.200 animales (media de animales/explotacion = 114).

Para determinar la presencia de la infeccion en los colectivos seleccionados se determino,
en base a una prevalencia minima esperada del 25% (Debien et al., 2013) y un nivel de

confianza del 95%, una muestra de entre 8-11 animales por explotacién (Tabla 6). El
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muestreo se realizo a nivel de granja y en el Matadero Regional Do Alto Alentejo, S.A.,

responsable del sacrificio de la mayoria de pequefios rumiantes en esta region.

Tabla 6: Muestreo para la deteccién de infeccidn en las explotaciones seleccionadas.

Tamaiio de la explotacion N.° animales analizados
1-19 8
20-39 9
40-89 10
>90 11

En total se analizaron 756 muestras (70% ovinos y 30% caprinos adultos) (Tabla 7), lo
que permitié determinar la seroprevalencia de la infeccion en animales con una confianza
del 95% y un error maximo aceptado del 3,6% (censo 275.000 animales; prevalencia

esperada 50%) (Winepi, Universidad de Zaragoza, Espafa).

Tabla 7: Relacién de muestras analizadas.

Ovino Caprino Total
No. (%) No. (%)
Muestras de sangre 528 (69.8) 228 (30.8) 756
Muestras de lesiones
50 (86.2) 8 (13.8) 58

purulentas/piogranulomatosas

Las muestras de sangre se recogieron mediante puncién de la vena yugular en tubos

Vacutainer®

sin anticoagulante (Becton-Dickinson, USA) y se centrifugaron a 5000 rpm
durante 10 min para la obtencién de 2 ml de suero sanguineo. Tras su identificacion, los
viales (Eppendorf®) se conservaron a -20°C, hasta su procesado en el departamento de

Sanidad Animal (Facultad de Veterinaria, Universidad de Cérdoba).

Durante el muestro se realiz6, ademds, un examen macroscopico a 335 de los 756

animales analizados (311 ovejas y 24 cabras) para la deteccion de lesiones
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piogranulomatosas, externas e internas, compatibles con LC. En los casos positivos (n =
58) se procedid a la seccion de un fragmento de 25-30 mg de tejido, que se conservo en
tubo Eppendorf® a - 20°C hasta su procesado. Las muestras se identificaron con el cédigo
de la explotacion de origen, registrando la especie animal, aptitud productiva, régimen de

produccioén y el 6rgano o zona afectada.

4.3. Cuestionario

Ante la reticencia inicial de muchos ganaderos a aportar informacién de sus
explotaciones, se decidié centrar la encuesta en los aspectos mas relevantes para la
aparicion de la enfermedad. Asi, una vez aceptaron participar en el estudio, se recabd

informacién sobre: (Tabla 8) (Anexo 1)

Tabla 8: Categorizacién / Informacién cuestionario.

Variable Categorias

Especie ovina / caprina

Aptitud lechera / carnica

Régimen de produccion extensivo / semi-extensivo / intensivo

Tamafio de la explotacion Pequefio (< 50) / mediano (50-200) / grande (> 200)
4.4. Prueba de ELISA

Para la determinacion del titulo de anticuerpos frente a C. pseudotuberculosis se utilizd
el kit comercial ELITEST CLA # CK105A® (HYPHEN BioMed, 2007). Este ELISA
directo utiliza una forma recombinante de la fosfolipasa D (PLD) para detectar
anticuerpos—IgG anti-PLD en sueros de ovejas y cabras con LC. Como no se conoce,
hasta la fecha, ninguna otra bacteria patdgena ovina que este dotada de la PLD, el ELISA

directo se estima una prueba muy especifica.
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4.4.1. Fundamento de la prueba

Los pocillos de las placas de microtitulacién se tapizan con PLD recombinante (rPLD)
altamente purificado, que constituye el antigeno en fase sélida. La muestra se incuba en
el pocillo y los anticuerpos especificos contra rPLD, si estdn presentes en la muestra, se

unen al antigeno inmovilizado en fase sélida.

Posteriormente, se afiade un anticuerpo monoclonal de ratén IgG anti-cabra/oveja
marcado con peroxidasa de rdbano (HRP- horseradish peroxidase) (anticuerpo
secundario). Cuando en la muestra hay anticuerpos anti-PLD, estos se unen al antigeno

recubierto y son detectados por el anticuerpo secundario (Fig. 26).

Figura 26: Reactivos del ELITEST CLA # CK105A°.

La incubacién posterior con sustrato de HRP produce un color azul en los pocillos de
prueba; el ensayo colorimétrico se acelera (y se detiene) mediante la adicién de 4cido
sulftrico, lo que produce un cambio de color amarillo. Si una muestra de suero no
contiene anticuerpos anti-PLD, el anticuerpo secundario marcado con HRP no se une y

no se desarrolla color (Fig. 27).

Figura 27: Lectura de las placas ELISA.
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4.4.2. Protocolo de ensayo

Siguiendo el protocolo descrito por el fabricante, se dejé atemperar todos los reactivos a

18-25°C antes de su utilizacion. A continuacion:

e se prepar6 la solucién de lavado, mediante dilucion del concentrado de lavado a
1:20 con agua destilada o desionizada estéril.

e se diluyeron las muestras y controles a 1:50 con el diluyente de muestras.

e vy se diluyé el concentrado de inmunoconjugado a 1:100 con el diluyente

correspondiente.

En la siguiente tabla se resume el procedimiento de la prueba.

Tabla 9: Procedimiento de la prueba.

Reactivo Volumen
Diluyente para muestras 220 ul Adicionar a todos los pocillos
Muestras Adicionar en los pocillos
20 ula 1:50 correspondientes. Agitar y cubrir la
Controles positivo y negativo .
placa con Parafilm

Incubar 60 minutos a temperatura ambiente (18-25°C)

Preparar el inmunoconjugado antes del final de la incubacién

Solucién de lavado a 1:20 5x0.3ml Lavar cada pocillo 5 veces

. Adicionar a cada pocillo y agitar
Inmunoconjugado a 1:100 200 ul . )
suavemente. Cubrir con Parafilm

Incubar por 60 minutos a temperatura ambiente (18-25°C)

Solucién de lavado a 1:20 5x0.3ml Lavar cada pocillo 5 veces

Adicionar a cada pocillo. Agitar y
Sustrato 200 ul . ]
cubrir con Parafilm

Incubar 5 minutos a temperatura ambiente (18-25°C)

Solucién Stop 50 ul

Leer la absorbancia a 450 nm en 10 minutos

Absorbancia del sustrato a 620 nm (longitud de onda referencia)
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4.4.3. Interpretacion de la prueba

Tras verificar la validez de los controles, se estimé el valor de corte (cutt-off) mediante la
siguiente formula (HYPHEN BioMed, 2007), quedando establecido en 0,5 para T* 18-
25°C.

Valor de corte = [(
donde:
= la media de la absorbancia de los controles positivos

N= la media de la absorbancia de los controles negativos

De esta forma, considerando la absorbancia del control negativo (0,2), se determinaron

los siguientes criterios de interpretacion:

Absorbancia media de la muestra (S) Interpretacion

<0.20 negativa

0,20-0,50 dudosa (repetir la prueba*)
>0,50 positiva

* Si tras el segundo ensayo se mantiene en este rango tomar otra muestra al animal.

4.5. Prueba PCR

Para la identificacion de C. pseudotuberculosis en las lesiones piogranulomatosas se
realiz6 una PCR clésica de acuerdo con el protocolo descrito por Pacheco y cols. (2007).
Todas las pruebas se realizaron por duplicado, incluyendo en el segundo ensayo una
modificacién respecto al protocolo clasico: la dilucién de las muestras de ADN a 1:10
para disminuir la inhibicion enzimatica asociada a los detritus celulares y aumentar la
sensibilidad de la prueba (PCR optimizada) (Honoré-Bouakline et al., 2003; Pacheco et
al., 2007).

4.5.1. Diserio de los primers

La técnica se basé en el disefio de pares de primers para dos genes diana: el segmento

ribosémico 16S (ARNTr 16s) - 815 pb (pares de bases)- y el gen que codifica la exotoxina

CAPITULO IV: MATERIAL Y METODOS



62

fosfolipasa D (PLD) - 132 pb- (Fig. 28). La eleccion de la secuencia de nucleétidos y el
disefio de los primers se realizé con el software “Primer express” (Primer Express™

Software v3.0.1 License) y la base de datos www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/:

PCR1 PCR 2
Gen de ARN Gen del factor de
ribosémico 16s toxina fosfolipasa D

m

Protocolo clasico Protocolo modificado
Concentracion ADN diluido
normal de ADN 1:10

Figura 28: Pruebas de PCR realizadas con cada una de las muestras de ADN.

Primers Corynebacterium pseudotuberculosis gen ARN ribosomal 16s:

Fw GTCTAATACTGGATAGGACCGCACT (58°C)
Rv ATATGTCAAGCCCAGGTAAGGTTC (59°C)
Amplicon: 815pb Seq ref: NR_119175.1

Primers Corynebacterium pseudotuberculosis gen PLD:

Fw GCTCGTAGTGTGTGCTCCATAAAT (58°C)
Rv ATCAGCGGTGATTGTCTTCCA (59°C)
Amplicon: 132 pb  Seq ref: L16587.1

4.5.2. Digestion y extraccion del ADN

Esta fase de la PCR es crucial para su sensibilidad, de forma que cuanto mayor es la
pureza del ADN extraido mayor es el grado de sensibilidad de la técnica. En el caso de la

LC, el caracter purulento de las lesiones y la reducida presencia de microorganismos en
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las muestras puede limitar la extracciéon de ADN (Baird y Fontaine, 2007; Andrade et al.,

2012; Mendonga, 2012; Ilhan, 2013).

Para el procedimiento de digestion y extraccion de ADN se utilizé el “NZY Tissue gDNA
Isolation kit” de la empresa portuguesa “nzytech - gens & enzymes”. Los kits NZY estan
disefiados para la obtencion rapida y sencilla de ADN gendmico puro de una amplia
variedad de muestras, que incluyen células y tejidos animales, bacterias Gram positivas
y Gram negativas, muestras forenses y muestras clinicas. Este método utiliza tampones
de lisis optimizados que contienen proteinasa K y sodio dodecil sulfato (SDS) para liberar
el ADN de las células y no requiere extraccion mediante fenol o cloroformo. Tras el
lisado, el ADN es absorbido selectivamente por la columna de centrifugado a base de
silice y otras impurezas, como proteinas y sales, se eliminan durante los pasos de lavado.
El ADN eluido presenta una razéon A260/280 entre 1,7 € 1,9 (densidad 6ptica) lo que lo
hace listo para su uso en secuenciacion, PCR, multiplex-PCR, y genotipado. El NZY
Tissue gDNA Isolation kit estd optimizado para aislar hasta 35 ug de ADN de hasta 25

mg de muestras de tejido o 107 células.

Antes de usar el kit se anadieron 1,35 ml (MB13502 / 3) de tampdn de proteinasa a cada
tubo de proteinasa K y se agitaron en voértex (Vortex stirrer-Fisher brand 3000rpm). A
continuacion, se aiadieron 28 ml (MB13502) o 112 ml (MB13503) de etanol de biologia

molecular al 100% a cada recipiente de tampon NW2.

Para el pre-lisado de las muestras, se aiadieron 180 pl de la solucién tampén NT1 y 25
ul de la solucién de proteinasa K preparada a cada una de las muestras y se incubaron a
56°C en bano seco (Drybath modelo FB15101), durante 1-3 horas, agitando
ocasionalmente en el vortex durante la incubacion. Algunas muestras dificiles de digerir

se mantuvieron en incubacion durante la noche.

El proceso de digestion de las muestras se observé a simple vista, evaluando el color y
homogeneidad de la preparacién de digestion, la ausencia de grumos o porciones de

tejido.

Para la lisis de las muestras, se anadieron 200 ul de tampén NL (clorhidrato de guanidina),
seguido de agitacion en vortex durante 10 segundos. En los casos en que las particulas

visibles permanecieron en suspension, las muestras se centrifugaron a 4500 rpm durante
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I minuto (modelo Guoto de minicentrifuga Fisherbrand) y el sobrenadante se transfirié a

un nuevo tubo de microcentrifuga.

A continuacidn, se afadié a cada tubo de muestra lisada 210 ul de etanol al 100%. Los

tubos se agitaron inmediatamente para obtener una solucién homogénea.

La mezcla obtenida para cada muestra en el paso anterior fue transferida a las columnas
de tejido NZYSpin, insertadas en un tubo colector de 2ml. Las columnas se centrifugaron
durante 1 minuto a 1200 rpm (11.000 g) y se deseché el volumen del tubo colector y se

reemplazé la columna.

Para el lavado de 1a membrana de silice se anadieron 500 ul de tampén NW1 (clorhidrato
de guanidina) a cada columna de tejido y se centrifugaron durante 1 minuto a 12000 rpm.

Se descart6 el volumen del tubo colector y se reemplazé la columna.

Se agregaron 600 pl del tampdn NW2 a cada columna y se centrifugaron durante 1 minuto
a 12000 rpm, descartando el volumen del tubo colector y reemplazando la columna. En

un segundo lavado, se utilizaron 200 ul de NW2, centrifugando durante 2 min a 12000

rpm.

Cada columna de tejido NZYSpin se coloco en el tubo colector respectivo y se centrifugd
durante 2 minutos a 1200 rpm para secar la membrana de silice. En esta etapa, el ADN

de la muestra ya estd en la membrana de silice.

Para la elucion del ADN, cada columna de tejido se colocé en un tubo de microcentrifuga
(tipo eppendorf) y se afiadieron 100 ul del tampén N precalentado a 70°C para mejorar la
recuperacion del ADN. Se incubé durante 1 minuto a temperatura ambiente y se
centrifugé 2 minutos a 12000 rpm. El ADN extraido (concentracién media de 200 ng / ul

y pureza media de 2,0) se almacené a -20°C.
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4.5.3. PCR

Para la fase de amplificacion, se mezclaron los siguientes reactivos en tubos de 0,1 ml:

Reactivo Volumen
2x NZYtech Green Mastermix Sul
Mistura de Primers 16S e PLD de Coryneb. Pseud. (Fw500nM:Rv 500nM) Tul
RNAse free water 2ul
ADN de cada muestra* 2 ul

* Se utilizo el mismo procedimiento para el control positivo y el control negativo.

Los tubos se colocaron en el termociclador programado con los siguientes ciclos:

Etapa Temperatura Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion 95°C 10 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C I minuto

Annealing 58°C 45 segundos 40
Extension 72°C 45 segundos
Extension final 72°C 10 minutos 1

Este procedimiento se llevé a cabo para cada uno de los genes diana de la Tesis.

4.5.4. Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de la PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa y se

tifleron para su revelado con bromuro de etidio.

El gel se prepar6 con 1 g de agarosa y 100 ml de tampén TAE 1x, calentando la mezcla
se horno microondas hasta su disolucion. Tras enfriar ligeramente, se afiadieron 10 uL de
bromuro de etidio. La mezcla se verti6 en el molde y se alinearon los peines para formar
los pocillos, dejando enfriar 15-20 minutos antes de retirarlos lentamente. Se colocé la
bandeja en el tanque de electroforesis, dejando el gel completamente sumergido y con los

pocillos en el lado del electrodo negativo.
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Tras depositar las muestras de ADN en los respectivos pocillos, se aplicé el marcador de
ADN - NZYDNA Ladder V (que tiene bandas entre 100 y 1000, a cada 100 Bp) en el
primer pocillo de cada peine y se inicié la migracién durante 25 min a 100 V. Una vez
concluida, se retird el gel de la cubeta y se examind en busca de radiacién ultravioleta

(U.V.).

Las bandas obtenidas fueron confirmadas, analizadas y comparadas con los estandares.

Los resultados se fotografiaron para su registro.

Siguiendo el protocolo descrito por Pacheco et al. (2007), se consideré que una muestra

era positiva a la PCR con la deteccion de al menos uno de los genes estudiados.
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CAPITULO V.

VALORACION DE TECNICAS MOLECULARES Y SEROLOGICAS
PARA EL DIAGNOSTICO DE LA LINFADENITIS CASEOSA

La Linfadenitis caseosa es una enfermedad insidiosa: los casos clinicos s6lo pueden
detectarse a partir de nddulos linféticos superficiales y un alto porcentaje de animales
dnicamente desarrolla lesiones a nivel visceral. Estos casos subclinicos se evidencian,
generalmente, cuando el animal es sacrificado mediante cultivo bacteriolégico y/o
pruebas moleculares, como la PCR miltiple (mPCR) (Baird y Fontaine, 2007). Esta
técnica molecular, utilizada habitualmente para el diagndstico de la LC a partir de
lesiones, permite diferenciar C. pseudotuberculosis de otras especies del género, incluida
C. ulcerans, bacteria capaz de producir la toxina diftérica y con una similitud genética del
99,7% (genes ARNr 16S) y del 93,6% (genes rpoB) con C. pseudotuberculosis. La técnica
discrimina, asimismo, otras bacterias patégenas asociadas con la formacion de abscesos
en pequefos rumiantes, como Arcanobacterium pyogenes y Pasteurella multocida, por
lo que se le atribuye una especificidad analitica del 99%. En cuanto a su sensibilidad, la
mPCR es capaz de detectar en las muestras hasta 0,001 ng del ADN genémico de C.
pseudotuberculosis (Pacheco et al., 2007).

Respecto a su validez diagndstica, se considera que la PCR tiene una especificidad del
98-100% y una sensibilidad del 94,6% en la deteccion de C. pseudotuberculosis a partir
de muestras de pus (Kumar et al., 2013). En base a ello, muchos autores la utilizan como
prueba de referencia para confirmar la infeccion a partir de abscesos, si bien sefialan una
posible limitacion en la purificacién y secuenciacion del ADN como consecuencia de la
alta concentracion de desechos celulares en las lesiones purulentas, proponiendo la
dilucién de la muestra de ADN como solucion (Pacheco et al., 2007; Andrade et al., 2012;

IThan, 2013).

Dado el coste de las técnicas moleculares y el tiempo de ejecucidn, el diagndstico
seroldgico resulta de gran importancia en la deteccién precoz de los casos subclinicos y
el control de la infeccién (Kaba et al., 2001; Gémez-Gascoén et al., 2013). Los estudios
desarrollados hasta la fecha han validado diversas pruebas de ELISA, con respecto al

cultivo bacterioldgico, para la identificacion de C. pseudotuberculosis en cabras
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infectadas experimentalmente y explotaciones ovinas afectadas por la enfermedad
(Dercksen et al. 2000; Kaba et al., 2001; Malone et al., 2006; Nassar et al., 2014). Sin
embargo, no hay datos previos de su validez, respecto a la PCR, para identificar casos

subclinicos a nivel de campo.

En base a todo ello, nos planteamos valorar la validez de la PCR muiltiple descrita por
Pacheco et al. (2007) para la deteccion directa de C. pseudotuberculosis en lesiones
piogranulomatosas tras incluir la dilucidn sistemdtica de la muestra de ADN, asi como la
validez de un ELISA comercial para el diagnéstico de las infecciones subclinicas por C.

pseudotuberculosis.

5.1. Valoracion de la especificidad y la sensibilidad analiticas de la PCR optimizada

para la identificacion de Corynebacterium pseudotuberculosis

La especificidad analitica es el grado en que la prueba distingue entre el ADN diana y
otros componentes que pueden ser detectados en la prueba. Se puede determinar de tres

formas distintas (OIE, 2018):

e Selectividad: grado en que la técnica puede cuantificar con exactitud el ADN en

presencia de interferentes, productos de degradacién, uniones no especificas, etc.

e Exclusividad: capacidad de la prueba para detectar una secuencia gendmica que es
propia del microorganismo buscado, y excluir todos los demds microorganismos

conocidos que pudieran dar una reaccion cruzada.

e Inclusividad: capacidad de la técnica para detectar varias cepas o serovares de una
especie, varias especies de un género o una agrupacion similar de microorganismos
estrechamente emparentados. Caracteriza el ambito de aplicaciéon de una prueba de

cribado.

La sensibilidad analitica es el limite inferior de detecciéon (LOD) de un compuesto en
una prueba. En el caso de la PCR, se puede expresar como el numero de copias del ADN
diana que se pueden detectar y distinguir del resultado de una matriz en la que no esté

presente. Por lo general, se expresa como un nimero de copias que dan al menos un 50%
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de resultados positivos entre las réplicas de una muestra de un volumen o peso

determinado.

Como indicamos en Material y Métodos, en esta Tesis se ha llevado a cabo una
modificacién al protocolo de Pacheco et al. (2007) con el fin de disminuir, en la medida
de lo posible, los interferentes presentes en las muestras de ADN obtenidas a partir de

lesiones piogranulomatosas.

Para evaluar la exclusividad de esta optimizacién de la técnica se analizé el ADN
gendémico purificado de 2 cepas diferentes de C. pseudotuberculosis, una cepa de campo
(aislada de una muestra de leche de cabra obtenida de una muestra de tanque, de la zona
de Serra da Estrela — Seia, Portugal — Vetdiagnos) y la cepa DSMZ 20689 (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen), de la German Collection of
Microorganisms and Cell Culture, asi como el ADN de otras bacterias frecuentes en
sanidad animal (Chlamydia spp., Mycobacterium avium paratuberculosis, Escherichia
coli, Neospora caninum, Coxiella burnetti, Mycoplasma spp., Staphylococcus spp.,
Actinobacillus pleuropneumoniae y Pasteurella multocida) (el origen de estas muestras
es variable, son de cabras y ovejas a partir de muestras recibidas en el laboratorio de
Vetdiagnos — Portugal) seleccionadas por la analogia patogénica (lesiones pidgenas y
producciéon de factores toxigénicos) y las especies animales hospedadoras (pequeiios

rumiantes).

Por su parte, la sensibilidad analitica se determiné utilizando diluciones sucesivas de 25
ng de ADN gendmico de la cepa de C. pseudotuberculosis DSMZ 20689, equivalente a

aproximadamente a 2,5 x 10’ UFC (unidades formadoras de colonias).

5.1.1. Resultados

En el ensayo para evaluar la especificidad analitica de la PCR optimizada sélo las cepas
de C. pseudotuberculosis mostraron un perfil similar en la PCR, con los amplicones de
815y 132 pb correspondientes a los genes diana ARNr 16S y pld, respectivamente (Fig.
29). Ninguno de los productos de estos genes se detectd en el resto de las bacterias
estudiadas, lo que demuestra la elevada capacidad de la PCR optimizada para

diferenciarlas de C. pseudotuberculosis.
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1™ Linea

297 fnea

Figura 29: Imagen de electroforesis para evaluar la especificidad analitica de la prueba de PCR
modificada para Corynebacterium pseudotuberculosis. Flecha roja: ADN diana de la cepa de
campo de C. pseudotuberculosis. Flecha azul: ADN de la cepa de C. pseudotuberculosis DSMZ
20689 y la cepa de campo. Flechas naranja y verde: productos de PCR con ADN de las otras

bacterias ensayadas.

En cuanto a la sensibilidad analitica, la prueba identificé el agente etiolégico en una
dilucién de 0.001 ng de ADN, equivalente a 10° UFC de Corynebacterium

pseudotuberculosis, por lo que consideramos que su sensibilidad es alta (Fig. 30).

Figura 30: Imagen de electroforesis para evaluar la sensibilidad analitica de la PCR para
Corynebacterium pseudotuberculosis. De izquierda a derecha: el marcador de peso molecular,
producto de PCR con 0.1 ng de ADN estandar, y sucesivas diluciones 1:10, en los siguientes
pocillos, observandose una reaccién hasta 0.001 ng de ADN/reaccion, dilucién equivalente a 10°

UFC de C. pseudotuberculosis (flecha en naranja).

Universidad de Cordoba — Facultad de Veterinaria
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5.2. Validez y utilidad diagnéstica de la PCR muiiltiple optimizada y del ELISA
comercial ELITEST CLA#CK105A® en la deteccion de la infeccion por

Corynebacterium pseudotuberculosis

Los valores de sensibilidad y especificidad diagndstica constituyen los pardmetros mds
importantes que se establecen durante la validaciéon de una prueba. La sensibilidad
diagndstica es la proporcidon de muestras de animales de referencia, que se sabe que estan
infectados, que dan un resultado positivo en la prueba. La especificidad diagndstica es la
proporcién de muestras de animales de referencia, que se sabe que no estan infectados,
que dan un resultado negativo en la prueba. Estas estimaciones son la base del célculo de
otros parametros a partir de los cuales se realizan inferencias sobre los resultados de la
prueba, como, por ejemplo, los valores predictivos de los resultados positivos y negativos

(OIE, 2018).

Durante el desarrollo del plan de muestreo para el estudio transversal de prevalencia
(descrito en el Capitulo IV) se tomaron muestras de sangre y material purulento a 58
animales con lesiones externas y/o internas compatibles con LC para su anélisis con el
ELISA comercial ELITEST CLA#CK105A® y la PCR con dilucién del ADN (PCR
optimizada). La determinacion de su validez diagnodstica se realizé con la PCR
convencional (S 94,6%:; E 99,9%) (Pacheco et al., 2007; Kumar et al., 2013), mediante el

programa estadistico Epidat 3.1 (Servicio Gallego de Salud, Espafia) y las siguientes

férmulas:
PCR convencional + PCR convencional -
Prueba + a b
Prueba - c d
_ (a+b)p-»b E:(c+d)a—c
“(a+c)—(1-=p)N Na—(a+7c)
donde:

N muestra de sujetos analizados

a es la sensibilidad de la prueba de referencia y 3 es su especificidad

Con los datos obtenidos se determinaron posteriormente las Razones de Verosimilitud

(RV) de los resultados positivos y negativos y los Valores Predictivos (credibilidad y
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utilidad del test) para diferentes probabilidades pre-prueba. Los resultados obtenidos se

representaron graficamente con el programa Microsoft Excel.

Razon de verosimilitud del resultado + (RVP) Sensibilidad / (1-Especididad)
(1-Sensilidad) / Especificidad

Probabilidad preprueba x RVP

Razon de verosimilitud del resultado — (RVN)

Valor Predictivo Positivo (VPP)

Valor Predictivo Negativo (VPN) Probabilidad preprueba x RVN

5.2.1. Resultados

Validacion de la PCR miiltiple optimizada (con dilucion del ADN)

De los 335 animales (311 ovejas y 24 cabras) estudiados para la deteccion macroscépica
de alteraciones compatibles con C. pseudotuberculosis, 58 (17,31%) mostraron lesiones
piogranulomatosas externas y/o internas. Su andlisis con la PCR optimizada (ADN
diluido 1:10) y la PCR convencional (ADN sin diluir) para la deteccion de los genes 16s
y PLD mostro los siguientes resultados (Tabla 10) (Fig. 31 y 32).

Tabla 10: Resultados positivos obtenidos en la PCR convencional y PCR optimizada para cada
uno de los segmentos de ADN estudiados.

PCR CONVENCIONAL PCR OPTIMIZADA
Ref. muestra ADN 16s ADN PLD ADN 16s ADN PLD
4 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
32 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
52 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
61 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
62 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
63 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
66 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
77 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
84 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
85 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
86 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
87 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
88 POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
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1™ Linea

291 fnea

Figura 31: Resultados de PCR. Leyenda - En la primera linea, de izquierda a derecha, el primer
pocillo tiene el marcador de peso molecular y luego se encuentran los productos de PCR de las
muestras 60 a 68, seguido de un pozo vacio y los productos de PCR de las muestras 69 a 73, con
muestras 61,62 (PCR optimizada), 63 y 66 positivas (815 pb) (flecha en azul). En la 2da linea,
de izquierda a derecha, el marcador de peso molecular y los productos de PCR de las muestras 76
a 85, seguido de 86 a 88, Control Positivo (flecha verde) y Control Negativo, con muestras

positivas 77, 84 y 85 (815bp) (flecha roja).

1™ Linea

2921 fnea

Figura 32: Resultados de PCR. Leyenda - En la Ira fila, de izquierda a derecha, el ler pocillo
tiene el marcador de peso molecular (bandas distribuidas cada 100 pb) y luego Productos de
PCR para las muestras 4 a 44, con muestras 4 y 32 positivas (PCR optimizada) (815 pb)
(flechas azules). En la 2da linea, de izquierda a derecha, el marcador de peso molecular y los
productos PCR de las muestras 45 a 59 secuencialmente, con la muestra 52 positiva (815

pb) (flecha roja).
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En base a la S y E descritas para la PCR convencional (94,6% y 99%) (Pacheco y cols.,
2007; Kumar y cols., 2013) y los resultados obtenidos en nuestro estudio (Tabla 11), la
sensibilidad de la PCR optimizada seria de 0% y la especificidad del 91,75%. Es decir, la
técnica no detectaria ninguno de los casos positivos a la PCR convencional (100% falsos
negativos) y clasificaria correctamente el 91,75% (45/49) de los casos negativos a la

prueba de referencia (8,25% falsos positivos).

Tabla 11: Comparacion de los resultados obtenidos con la PCR optimizada y la PCR

convencional.
PCR convencional + PCR convencional -
PCR optimizada + 0 4
PCR optimizada - 9 45
9 49

Con esta validez, las Razones de Verosimilitud de la PCR optimizada fueron de O para
los resultados positivos (RVP) y de 1,08 para los resultados negativos (RVN). Es decir,
la probabilidad de obtener un resultado + a la PCR optimizada en un animal con LC es 0
veces mayor que la probabilidad de obtenerlo en un animal sin LC. En el caso de los
resultados -, la probabilidad de obtenerlo en un animal con LC era 1,08 veces mayor que

la probabilidad de obtenerlo en un animal sin la infeccién.

Validacion del ELITEST CLA#CK105A®

Atendiendo a las limitaciones descritas por otros autores, y observadas en esta Tesis, para
la aplicacion de la PCR en muestras purulentas (inhibicion enzimatica y baja carga
bacteriana) (Baird y Fontaine, 2007; Pacheco et al., 2007; Andrade et al., 2012;
Mendonca, 2012; Ilhan, 2013), para la validacion del ELISA comercial se decidi6 utilizar
como prueba de referencia una combinaciéon de la PCR convencional y la PCR
optimizada. Se considerd que los cuatro negativos a la prueba convencional, detectados
como positivos por la PCR optimizada, habian sido debidos a la inhibicion enzimatica y
que los nueve positivos de la PCR cldsica, que no detecté la técnica optimizada, se
debieron a un exceso de diluciéon de muestras con reducido nimero de bacterias (Tabla

10). De esta forma, se minimizaron los posibles errores de diagndstico.
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Al analizar las muestras con el test ELISA, éste clasificd correctamente los 13 animales
positivos a las técnicas moleculares y 35 de los 45 animales negativos a C.
pseudotuberculosis, 1o que determina una S y E del 100% y el 79,1%, respectivamente
(0% talsos negativos y 20,9% falsos positivos) (Tabla 12). De esta forma la probabilidad
de obtener un resultado positivo al ELISA en un animal infectado seria 4,78 veces mayor
que la probabilidad de obtenerlo en un animal sin LC (RP +). Por su parte, la probabilidad
de obtener un resultado negativo al ELISA en un animal no infectado seria infinitamente

mayor que la probabilidad de obtenerlo en un animal con LC (RP -).

Tabla 12: Tabla de contingencia de los resultados de validacién del ELISA comercial.

Protocolo en paralelo de ambas PCRs

+ ]
ELISA + 13 10
ELISA - 0 35

13 45

A partir de estas medidas de validez se estimd, posteriormente, la credibilidad y utilidad
del ELITEST CLA#CK105A® en funcién de la prevalencia real de la enfermedad en un

colectivo animal (Fig. 33).

Valores Preditivos Positivos

100,00
90,00 //
80,00

70,00

60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00
0 3 6 9 12 1518 2124 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72 75 78 81 84 87 90 93 96 99

Probahilidad pre-prueha (%)

Figura 33: Grafica de los valores Predictivos Positivos del ELITEST obtenidos en base a los

resultados de S y E y la prevalencia real de la zona (probabilidad pre-prueba).
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Como se aprecia en la grafica, la probabilidad de que un animal positivo en el ELITEST
esté infectado por C. pseudotuberculosis (Valor Predictivo Positivo) serd igual o superior
al 80% en todas las zonas con una prevalencia real (Probabilidad pre-prueba) mayor o
igual al 46% (Fig. 33). En el caso de animales con un resultado negativo, la credibilidad

del resultado serd siempre del 100%, ya que la técnica no comete falsos negativos.

5.3. Discusion

La discusion sobre el diagndstico de la LC actualmente se plantea a dos niveles: 1) clinico,
en explotaciones muy afectadas intentando identificar y controlar los casos mds graves
de la enfermedad, y 2) cientifico con el objetivo de encontrar un método o un conjunto de
métodos de diagnéstico gold standard que permitan la deteccién de casos subclinicos en

programas de control y erradicacion.

La optimizacién de la especificidad y sensibilidad de las técnicas diagndsticas constituye
un punto critico para garantizar el éxito de los programas de prevencion y control. El
estandar de oro para el diagnostico de la Linfadenitis caseosa es el aislamiento de C.
pseudotuberculosis a partir de abscesos. Sin embargo, una proporcién de los animales
infectados, principalmente en ovejas, suelen presentar lesiones que sélo afectan a
ganglios linféticos internos y 6rganos como higado, bazo y rifiones, y, ademads, las
bacterias de estas lesiones pueden no ser viables para el crecimiento in vitro (Soares et

al., 2012; Ribeiro et al., 2013).

Las investigaciones realizadas a partir de una gran variedad de muestras patoldgicas para
determinar la validez de la PCR muiltiple en la deteccion de C. pseudotuberculosis
verificaron una alta sensibilidad y especificidad (Nassar et al., 2015). De esta forma, y
aunque el diagnéstico molecular no es una técnica rutinaria para detectar esta infeccion
(debido a su alto coste), muchos autores han propuesto la mPCR como alternativa al
cultivo bacteriolégico por su rapidez y fiabilidad (Pacheco et al., 2007; Ilhan, 2013;
Kumar et al., 2013).

Sin embargo, al igual que ocurre en la Tuberculosis y otras enfermedades que cursan con
la formacién de abscesos, la amplificaciéon del ADN a partir de material purulento puede

verse limitada por las enzimas presentes en las lesiones e, incluso, por la degradacion del
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ADN (Baird y Fontaine, 2007; Pacheco et al., 2007; Andrade et al., 2012; Mendonga,
2012; Ilhan, 2013). En el caso de la Linfadenitis caseosa, se ha comprobado que la
dilucién de estas muestras permite reducir la inhibicién enzimdtica e incrementar la
capacidad de deteccion de la PCR (Pacheco et al., 2007). De hecho, en esta Tesis cuatro
de las muestras negativas a la técnica convencional resultaron positivas para el gen 16s
tras la dilucion de la muestra de ADN al 1:10. Sin embargo, la mPCR optimizada no
detect6 ninguno de los casos positivos a la PCR convencional, 1o que podria deberse a un
exceso de diluciéon de muestras procedentes de lesiones crénicas con baja carga
bacteriana. La presencia de “lesiones purulentas estériles” ya fue descrita por Andrade et
al. (2012) durante el estudio microbiolégico de abscesos compatibles con Linfadenitis

caseosa, en el que encontrd un 18,2% de muestras sin crecimiento bacteriano.

Nuestros resultados sugieren, por tanto, que la dilucion de la muestra de ADN al 1:10 no
aporto ningun valor diagndstico al método convencional descrito para la deteccion de C.
pseudotuberculosis por Pacheco et al. (2007), si bien, debemos sefialar que la precision
de estos cdlculos pudo estar limitada por el nimero de casos confirmados de Linfadenitis
que se obtuvieron en la encuesta transversal. Asi, hubiese sido preciso comparar 73
animales infectados para determinar la sensibilidad de la PCR optimizada con una
precision del 95% (error maximo del 5%) y un nivel de confianza del 95%, y sélo se
identificaron 9. En el caso de la especificidad, sin embargo, el valor estimado para la PCR

optimizada (91,75%) tiene una precision del 97% (NC 95%) (Jacobson, 1998).

Sin embargo, y a pesar de su fiabilidad, la PCR resulta poco prictica como técnica de
eleccion en estudios de prevalencia y programas de control y erradicacion, ya que no
permite la deteccion in vivo de portadores asintomaticos -principal causa de dispersion de
esta enfermedad en una poblacion- (Kaba et al., 2001; Gémez-Gascon et al., 2013). En
este contexto, la técnica ELISA suele ser la mas adecuada (Hoelzle et al., 2013; Menzies

et al., 2004; Nassar et al., 2015; Oreiby, 2014; Oreiby et al., 2015).

El serodiagnéstico ha sido implementado con éxito en algunas explotaciones caprinas
(sensibilidad de 94% vy especificidad 98%) (Derckeson et al., 2000; Kaba et al., 2001).
Sin embargo, en ovejas, especialmente en individuos con infeccién inaparente y abscesos
internos, el ELISA muestra una sensibilidad reducida (71-79%) y su especificidad,
aunque elevada (99%), puede variar notablemente en funcién de la técnica utilizada

(protocolo, antigeno ensayado, etc.), la existencia de reacciones cruzadas con otras
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bacterianas y la persistencia de los anticuerpos en los animales recuperados (Malone et

al., 2006; Binns et al., 2007; Hoelzle et al., 2013; Gémez-Gascoén et al., 2013).

En este trabajo de Tesis se utilizé un kit de ELISA comercial basado en la fosfolipasa D
(PLD), exotoxina producida por C. pseudotuberculosis con una alta antigenicidad (Barral
et al., 2019). Los resultados obtenidos muestran una sensibilidad del 100% y una
especificidad del 79,1%, valores inferiores a los descritos por Barral et al. (2019) para el
ELISA indirecto con PLD purificada (E 98,7%), pero notablemente superiores a los
hallados por Malone et al. (2006) para el ELISA sandwich de doble anticuerpo
(sensibilidad 88% y especificidad 55%).

De esta forma, la prueba ELISA utilizada en nuestro trabajo resultaria especialmente util
en programas de erradicacion y control, ya que la técnica detecta la totalidad de los
animales infectados con una certeza absoluta de que los animales negativos a la misma
pueden permanecer en el rebafio sin riesgo de persistencia y dispersion del agente (Valor
predictivo de los negativos del 100%). En el caso de un resultado positivo, la probabilidad
de eliminar un animal realmente afectado de Linfadenitis caseosa serd del 80% o superior
(Valor predictivo positivo) siempre que la prevalencia real en el colectivo sea igual o

mayor al 46%.
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CAPITULO VL.

ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE LA LINFADENITIS CASEOSA
EN PEQUENOS RUMIANTES EN LA REGION DE ALTO
ALENTEJO, PORTUGAL

Al no ser una enfermedad de declaracion obligatoria, la Linfadenitis caseosa se mantiene
constante en muchos paises. Debido a que estd subestimada por los ganaderos y, en
muchos casos por los veterinarios, no se conoce su prevalencia real y lo que supone
econdmicamente. Esta situacion se observa en Portugal y en Espafia, donde los pequefios

rumiantes representan una parte importante de la produccién ganadera nacional.

La existencia de portadores asintométicos favorece la dispersion de la infeccion y, una
vez que la enfermedad se establece en un rebafio, su control es complicado debido a la
dificultad para identificar las formas subclinicas y la mala respuesta de los animales
enfermos a los antibidticos (Velasco y Fernandez, 2002; Aquino de Sa et al., 2013;
Gomez-Gascon et al., 2013). De esta forma, las pruebas de cribado constituyen una
importante medida en la lucha frente a la enfermedad (Nassar et al., 2015; de Farias et al.,

2019).

Esta Tesis doctoral se ha planteado con el fin de aumentar nuestro conocimiento sobre la
epidemiologia de la Pseudotuberculosis (Linfadenitis caseosa) en Portugal. Para ello, se
ha realizado una encuesta transversal de la infeccion por Corynebacterium
pseudotuberculosis en pequefios rumiantes en la region de Alto Alentejo, asi como un
estudio analitico transversal de la influencia de diversos factores relacionados con el
animal (especie y aptitud) y el sistema de produccién (régimen y tamafio de la
explotacién). La poblacién de estudio, el plan de muestreo y la metodologia seguida se

han descrito en el Capitulo IV de esta Tesis doctoral.

El anélisis estadistico de los datos obtenidos se realiz6 con el programa SPSS 27.0 (IBM
Corp. Released 2020. IBM SPSS Statistics for Windows) y el programa estadistico para

epidemiologia Winepi (Universidad de Zaragoza, Espaiia).

CAPITULO VI: ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE LA LINFADENITIS CASEOSA
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A partir de los datos obtenidos en la encuesta seroldgica se determind la dispersiéon y la
seroprevalencia real (%), con su correspondiente intervalo de confianza (para un NC 95%,
y una sensibilidad y especificidad de la prueba del 100% y el 79,1%, respectivamente)

(datos obtenidos en el Capitulo V).

Como se coment6 en Material y Métodos, un alto porcentaje de ganaderos se mostraron
reticentes a aportar informacion sobre el estatus sanitario y productivo de la explotacion.
En consecuencia, s6lo fue posible realizar un estudio analitico preliminar. Mediante las
pruebas no paramétricas de chi cuadrado y test exacto de Fisher se comparé la dispersion
y la seroprevalencia en funcién de los factores estudiados. El contraste se realizé a dos
vias, con un nivel de significacién del 5% y una potencia estadistica del 80%. En el caso
de las variables politomicas se realizaron, posteriormente, comparaciones multiples 2x2,
ajustando el nivel de significacion con la correccion de Bonferroni. Una vez determinada

la asociacion, se estimo la fuerza y el sentido mediante la Razon de Prevalencias (IC95%).

6.1. Estudio de seroprevalencia

En base a los datos utilizados para estimar el tamafio de la muestra (Capitulo 1V), la
presencia de al menos 1 animal seropositivo en la explotacién era indicativo de una
seroprevalencia minima del 25%, considerdndose el colectivo positivo. Sesenta y seis de
las 82 explotaciones analizadas en nuestro estudio resultaron positivas a la infeccién por
C. pseudotuberculosis, 1o que supone un porcentaje real de granjas afectadas (dispersion)

del 75,43 % 1Cos9 [66,40%-84,45%] (Tabla 13).

Por tipo de explotacion, la infeccion fue significativamente mas frecuente en las fincas
de caprino (90,8% & 67,9%), asi como en las granjas de régimen no extensivo (100%

& 74,2%) y de tamafio mediano (92,7%) y grande (82%) (Tabla 13).
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Tabla 13: Resultados de seroprevalencia por tipo de explotacion.

ELISA +/analizadas Seroprevalencia real (ICos%)
GRANJAS P
ov CA  Total oV CA Total
APTITUD
67,2% 94,4% 75,5%
Cérnica 37/50 21722 58/72 0,03
(54,2%-80,2%) (84,7%- 100%) (65,6%-85,5%)
74,8% 74,8% 74,8%
Lechera 4/5 4/5 8/10 ,00
(36,8%-100%) (36,8%-100%) (36,8%-100%)
Aptitud P =0,96
PRODUCCION
66,1% 90,4% 74,2%
Extensiva 38/52  24/26 62/78 0,02
(53,2%-78,9%) (79,1%-100,00%) (64,5%-83,9%)
No extensiva* 3/3 171 4/4 100% 100% 100% 1,00
Produccién P =0,24
TAMANO
Pequefias 54,1% 93,1% 67,.9%
21/33  17/18 38/51 0,004
(< 50 anim.) (37,1%-71,1%) (81,4%-100%) (55%-80,7%)
Medianas 88,6% 93,1% 92,7%
10/11 6/6 16/17 0,76
(50-200) (69,9%-100%) (81,4%-100%) (80,3%-100%)
Grandes 88,6% 57,9% 82,04%
10/11 2/3 12/14
(>200) (69,9%-100%) (2,1%-100%) (61,94%-100,00%)
Tamasio P =0,18
67,9 % 90,8 % 75,4 %
TOTAL 41/55 25/27 66/82 0,023

(55,6%-80.2%)

(79,8%-100%)

(66,4%-84,5%)

* Produccidn no extensiva: semi-extensiva e intensiva.

OV:ovino CA: caprino

Las explotaciones seronegativas tenfan un censo medio de 85 animales y las seropositivas

de 171 animales (P <0,001) (Tabla 14).

Tabla 14: Analisis comparativo del tamafio de las explotaciones negativas y positivas al ELISA.

ELISA Total | Tamaiio medio Media + desviacion estandar
Negativas 16 85,16 6,058 + 135,190
EXPLOTACIONES
Positivas 66 171,60 13,324 +£214,012

CAPITULO VI: ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE LA LINFADENITIS CASEOSA
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De los 756 animales analizados, 258 presentaron un titulo positivo en la prueba ELISA,

determinando una seroprevalencia real del 16,74 % ICos% [14,09%-19,40%] (Tabla 15).

Tabla 15: Resultados de seroprevalencia obtenidos en los animales analizados.

ELISA +/analizadas Seroprevalencia real (ICos%)
ANIMALES P
oV CA Total ov CA Total
APTITUD
5,30% 34,30% 13,70% 0,0001
Carnica 120/478  85/177  208/655 (27,3%-
(3,3%-7.3%) y (11,1%-16,4%)
41,3%)
41,90% 38,10% 40%
Lechera 27/50 26/51 53/101 (28,2%- (24,8%- 0,76
55.6%) 51.4%) (30,4%-49,5%)
Aptitud P <0,0001
PRODUCCION
6,10% 32,77% 14,26%
Extensiva 128/497 102/218 230/715 0,0001
(4%-8,3%) (26,5%-39%) (11,7%-16,8%)
51,10% 87,50% 60%
No extensiva 19/31 09-Oct 28/41 (33,5%- 0,04
; (67%-100%) (45%-75%)
68,7%)
Producciéon P < 0,0001
TAMANO
Pequetias 30,50% 7,80%
) 56/306 67/149  123/455 0% (23,1%- 0,0001
(< 50 anim.) 37.9%) (5,3%-10,2%)
Medianas 14,60% 40,70% 22,60%
36/111 26/49 62/160 0,0003
(50-200) (8%-21,2%) (27%-54,5%) (16,1%-29,1%)
Grandes 36,30% 49,50% 39,10%
55/111 18/30 73/141 (27,3%- (31,6%- 0,18
(>200) 452%) 67.4%) (31%-47,1%)

Tamano P < 0,0001
8,80 % 35,20% 16,70 %

TOTAL  147/528 111/228 258/756
(6,4%-112%)  (29%-41,4%)  (14,1%-19.4%)  0,0001

* Produccidn no extensiva: semi-extensiva e intensiva.
OV:ovino CA: caprino

Por especie, los resultados obtenidos muestran una seroprevalencia de LC
significativamente superior para el caprino en casi todas las categorias estudiadas, asi
como en el valor total. Con una frecuencia de animales seropositivos del 35,2% (frente al

8,8% obtenida en el ovino), nuestro estudio sugiere que la susceptibilidad de la especie
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caprina a la infecciéon por C. pseudotuberculosis podria ser 4 veces mayor que la

susceptibilidad de la especie ovina (RP 4,0 IC95% [3,31-4,84]) (Tabla 15) (Fig. 34).

100.00%
90.00%
80.00%
70.00%
60.00%

50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00% I
] |
R »

0.00%

W Seroprevalencia real (IC95%) OV MW Seroprevalencia real (1C95%) CA

Seroprevalencia real (IC95%) Total

OV:ovino CA: caprino

Figura 34: Gréfica representativa de la seroprevalencia real de LC en los animales analizada con

respecto a las variables especie, aptitud, produccién y tamafio de explotacion.

En cuanto a la aptitud productiva, el 86,6% de los animales analizados eran de aptitud
carnica y el 13,4% de aptitud lechera. La seroprevalencia obtenida en ambos grupos
(13,7% y 40%, respectivamente) sugiere un riesgo casi tres veces mayor de los animales
de aptitud lactea a la infeccion por C. pseudotuberculosis (RP 2.91 IC95% [2,49-3,42])
(Tabla 15) (Fig. 34).

Por sistema de produccion, el 94% de los animales estudiados eran criados en régimen
extensivo y el 6% en régimen intensivo o semi-extensivo (categorizados como “no-
extensivo”) (Tabla 14). El porcentaje de animales seropositivos (14,26% y 60%,
respectivamente) sugiere que los animales en régimen no extensivo tienen una
probabilidad 4 veces mayor a sufrir la infeccion que los animales criados en extensivo

(RP 4,19 IC95% [3,67-4,79]) (Tabla 15) (Fig. 34).

CAPITULO VI: ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE LA LINFADENITIS CASEOSA
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Finalmente, como refleja la Tabla 15 y la grafica (Fig. 34), el 60,2% de los animales
analizados procedian de explotaciones pequeiias (< 50 animales), el 21,2% de granjas
medianas (50-200 animales) y el 18,6% restante de explotaciones grandes (> 200
animales). El andlisis comparativo de la seroprevalencia observada en cada grupo sugiere
que los animales criados en granjas grandes tienen una probabilidad de infectarse con
C. pseudotuberculosis 1,73 (IC95% [1,51-1,98] y 5,01 (IC95% [4,14-6,07]) veces mayor
que los animales de granjas medianas y pequefias, respectivamente. Por su parte, los
animales de explotaciones medianas tienen un riesgo 2,89 (IC95% [2,31-3,63]) veces

mayor que aquellos procedentes de granjas pequeas.

6.2. Descripcion de los casos positivos detectados mediante PCR

Durante la encuesta transversal se realizé un examen macroscépico a 335 de los 756
animales analizados para la deteccion de lesiones piogranulomatosas, externas e internas,
compatibles con LC y su andlisis mediante mPCR. Cincuenta y ocho de los animales
(17,3%) mostraron lesiones, detectdndose en 13 de ellos alguno de los amplicones de
ADN especificos de C. pseudotuberculosis seleccionados para esta Tesis, lo que supone

una frecuencia de aislamiento del 23,61% (IC95% [12,68%-34,54%)).

De los 13 casos positivos, 10 eran de ovino y 3 de caprino. De los 3 casos detectados en
caprino, 2 tenian abscesos subcutaneos (Fig. 35) y 1 presentaba una forma diseminada de
la enfermedad. En general, la forma visceral fue la mas prevalente, detectdndose en el
76,9% de los casos positivos a la PCR y la forma cutanea en el 23,1% restante (Fig. 38)
(Tabla 16). En cuanto a la zona/érgano afectado, el pulmén fue el 6rgano mas afectado
con lesiones pidgenas causadas por C. pseudotuberculosis (38,5%) (Fig. 36), seguido del
higado (15,4%), mientras que la forma diseminada se observo en el 7,7% de los casos

(Fig. 37y 38) (Tabla 16).
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Tabla 16: Distribucion de las muestras positivas a C. pseudotuberculosis segin la localizacién

de la lesién y la especie animal afectada.

Localizacion de las lesiones piogranulomatosas

Abscesos Abscesos Forma
Higado Pulmén
subcutdneos mamarios diseminada
Casos + | ©VinO | caprino | ovino | caprino | ovino | caprino | ovino | caprino | ovino | caprino
1 2 1 5 1 1
No. (% 0 2 0 0
)1 an | ase | an 15.4) (38,5) an | amn
23,1% lesiones
superficiales 76,9 % lesiones viscerales de LC
de LC

Figura 35: Absceso subcutidneo en el nédulo linfatico submandibular (forma adenitica superficial)

de LC en caprino.

Figura 36: Piogranulomas de LC en pulmén (forma adenitica visceral) de ovino.
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Figura 37: Forma diseminada (caquectizante) de LC en ovino.

Forma adenitica visceral (76.9%) Forma adenitica superficial (23,1%)
Pulmoén
(38.5%)

\
Forma diseminada (15.4%) |

H

' Absceso
\ subcutaneo -
submandibular

3 0,
— Absceso (15.4%)

: subcutaneo -
man?)arxos Higado pré-escapular
(7.7%) (7.7%)

Figura 38: Frecuencia de presentaciéon de las formas clinicas y localizacién de las lesiones

positivas a C. pseudotuberculosis.

Universidad de Cordoba — Facultad de Veterinaria



87

6.3. Discusion

En los dltimos afios, se ha observado una preocupacion creciente a nivel mundial por el
impacto econémico de la Linfadenitis caseosa en la industria de los pequefios rumiantes,
promoviéndose la implementacién de programas de control y erradicacion basados en el
conocimiento de la prevalencia de la enfermedad y los factores de riesgo asociados

(Smith, 2015).

En Portugal, son muy pocos los estudios realizados hasta la fecha sobre esta enfermedad.
La presente investigacion es el primero estudio epidemioldgico sobre la infeccién por C.
pseudotuberculosis desarrollado en pequefios rumiantes, en Portugal. Los resultados
obtenidos en esta Tesis en la region del Alentejo - que alberga el 60% de la cabafia ovina
y el 25% de la cabafia caprina nacional -, confirman que la LC es una enfermedad
prevalente en los pequefos rumiantes de este pais. Con un 80,5% de granjas afectadas, la
dispersion de la infeccion es similar a la descrita por Debien et al. (2013) en Canada

(84,6%) y por de Farias et al. (2019) en Brasil (88,5%).

A nivel de animal, nuestro trabajo revel6 una seroprevalencia real del 16,74 %; resultado
similar al descrito en la region sur de Espafia (26%) por Gomez-Gascon et al. (2013), que
subraya la necesidad de implementar medidas rutinarias de control que incluyan, entre
otras, la identificacion y aislamiento de animales enfermos y portadores asintomaticos,
medidas para minimizar la contaminacion ambiental por el material purulento, anélisis y
cuarentena de los animales de reposicion y medidas generales de bioseguridad (aplicacion

de autovacunas, limpieza, desinfeccion, etc.).

La dispersion de la LC en los efectivos de ovejas y cabras en una regién portuguesa de
alta produccion de ganado, como el Alentejo, puede llegar a ser un grave problema a nivel
nacional al dificultar la certificacion de las explotaciones portuguesas como libres de la
enfermedad; lo que haria imposible la apertura de mercados internacionales a la
produccién de pequefios rumiantes. En este contexto, se hace necesaria la implantacion
de un sistema de vigilancia, con estudios periddicos a gran escala, para estimar la
seroprevalencia y caracteristicas epidemioldgicas de la LC en las explotaciones y
animales de todo el pais, y obtener datos cuantitativos sobre el impacto econémico de
esta infeccion en los pequefios rumiantes. Asimismo, la existencia de una plataforma que

pusiese a disposicidn de veterinarios y entidades sanitarias la informacién actualizada de
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ésta y otras enfermedades contagiosas emergentes permitiria establecer la necesidad de
implementar medidas de control y erradicacién, como ya se hace en otras partes del

mundo.

Respecto a los factores de riesgo asociados a la infeccién por C. pseudotuberculosis, el
estudio realizado en esta Tesis, aunque preliminar, aporta los primeros datos referidos a
esta enfermedad en Portugal. Nuestros resultados sugieren una predisposicion cuatro
veces mayor de la especie caprina (prevalencia 35,2% & 8,8% en ovejas), lo que difiere
de los hallazgos obtenidos por Al-Gaabary et al. (2009) en Egipto, con una prevalencia
del 22,1% en ovejas y del 7,8% en cabras. Al margen de la posible influencia de otros
factores en nuestro andlisis comparativo, debemos recordar que, en ambos trabajos, por
su disefo transversal, es imposible alcanzar conclusiones definitivas sobre la causalidad
de la infeccion, siendo necesario desarrollar estudios que aporten mayor evidencia
cientifica. A raiz de estas observaciones nuestro grupo de investigacion se propone,
ademads, ampliar el estudio analitico a factores productivos, sanitarios y de manejo, con

el objeto de realizar un andlisis multivariante.

Encontramos, asimismo, un porcentaje de seropositivos significativamente mayor entre
los animales en régimen de produccién no extensiva (intensiva y semi-extensiva) y
aptitud lechera, debido probablemente a una mayor dispersion de la infeccién en
condiciones de confinamiento y al contacto existente entre los animales antes y durante
el ordefio (O’Reilly et al., 2008; Smith, 2015). Como indicamos en la introduccién de esta
Tesis, C. pseudotuberculosis esta presente en un 7% de las mastitis descritas en los
pequeiios rumiantes, debiendo ser considerado en el examen bacterioldgico de la leche
(Nabih y cols., 2018). Su impacto en la produccién a determinado un interés creciente en

las explotaciones de cabras lecheras (Nabih et al., 2018).

Finalmente, nuestros datos sugieren que cuanto mds grande es la explotacion, mayor
predisposicion tienen los animales a la infeccidn, al ser ésta mds frecuente en las
explotaciones medianas (50-200 animales) y grandes (> 200 animales). Los resultados
hallados coinciden con el modelo matematico disefiado por O’Reilly et al. (2008) para la
transmision de C. pseudotuberculosis, que verifica una mayor prevalencia de LC
conforme aumenta el tamafio de la granja y el confinamiento de los animales. Esto se
debe en gran parte al alto grado de contacto que existe en estas condiciones entre animales

susceptibles e infectados y a la larga duracién de la infecciosidad en los individuos con
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LC, que tras sufrir la infeccién respiratoria desarrollan abscesos respiratorios y

subcutaneos durante toda su vida (O’Reilly et al., 2008).

Coincidiendo con la encuesta de seroprevalencia, durante la Tesis se realizé un examen
macroscopico a 335 animales para determinar la frecuencia de lesiones
piogranulomatosas e identificacién mediante PCR de C. pseudotuberculosis. E1 17,31%
de los animales mostraron abscesos, resultando el 23,61% positivo a C.
pseudotuberculosis. Los datos encontrados, aunque similares a los descritos por Al-
Gaabary et al. (2010) en Egipto (26,9% de animales sacrificados con lesiones purulentas;
25% positivos a C. pseudotuberculosis), difieren notablemente de los hallados en Corea
(Jung et al., 2015) y Canada (Debien et al., 2013), con una frecuencia de lesiones del
7,3% vy el 35,5% y un porcentaje de aislamiento de C. pseudotuberculosis del 70,6% y
68,5%, respectivamente. En base a ello, consideramos que la frecuencia de aislamiento
obtenida en nuestra Tesis podria estar subestimada como consecuencia del elevado
nimero de lesiones cronicas analizadas y la posibilidad de que tuviesen baja carga

bacteriana.

En cuanto a la localizacion de las lesiones producidas por C. pseudotuberculosis, la forma
visceral fue la mas frecuente (76,9%) en comparacion con la forma subcutdnea o
superficial (23,1%), con una notable diferencia en la forma de presentacién en funcién de
la especie: los abscesos subcutdneos fueron mds comunes en el caprino (2 de los 3 casos
observados) y la forma visceral en el ovino (8 de los 9 casos descritos), lo que coincide
con los hallazgos descritos por otros autores (Williamson, 2001; Baird y Fontaine, 2007,
Pugh y Baird, 2012; Latif et al., 2016). Por visceras, el pulmén fue el 6rgano mas afectado
(38,5%), generalmente con un cuadro de microabscesos piogranulomatosos. Estudios
sobre las formas clinicas de la enfermedad han comprobado que, en la forma visceral el
pulmon es a menudo el 6rgano mas afectado por LC (Malone et al., 2006). Investigaciones
previas han destacado que los pequefios rumiantes con afectacién orgdnica rara vez
presentan abscesos externos, por lo que la forma visceral podria constituir un problema
muy superior al imaginado (Sherman y Smith, 2009). En los estudios de mortalidad
proporcional llevados a cabo por Debien et al. (2013) en Quebec (Canada), el 54,1% de
las cabras afectadas presentaron sélo abscesos internos, el 32,4% s6lo abscesos externos
y el 13,5% abscesos en ambas localizaciones. Estos mismos autores, sefialaron que, a
pesar de ser la enfermedad mas diagnosticada, la Linfadenitis caseosa no constituia una

causa importante de muerte (3,9%), en comparaciéon con otras enfermedades como la
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enterotoxemia por Clostridium perfringens tipo D (17,1%), neumonia (13,8%),
paratuberculosis (10,5%), listeriosis (6,6%), toxemia de gestacion (5,3%) y artritis
encefalitis caprina (4,6%). A nivel de matadero, si bien no existen muchos datos sobre la
importancia de los abscesos como causa de decomiso, la Linfadenitis caseosa destaca
como segunda causa bacteriana de lesiones purulentas en ovino adulto, tras la Neumonia

enzoodtica (Valcarcel et al., 2013).

Los registros obtenidos en los mataderos regionales son de enorme importancia en el
estudio de la epidemiologia de las enfermedades animales y deben utilizarse con el fin de
promover la salud animal y proteger la salud publica. Se deben realizar en Portugal otros
estudios en matadero para esta y otras enfermedades de rumiantes, ya que permiten una
evaluacion real de la presencia de enfermedades infecciosas y parasitarias en animales de
produccion para el consumo humano, su caracterizacion y etiologia, impacto econémico

en la produccidn de carne y la rentabilidad de las explotaciones.

Aunque la LC no sea de las principales causas de muerte y decomiso de animales en las
explotaciones de pequefios rumiantes, el hecho de ser una enfermedad cronica,
transmisible a otros animales y al hombre y responsable de caidas econdmicas graves y
no siempre perceptibles al productor, justifica la inversion en su diagnéstico y control, y
una mayor sensibilizacién de médicos veterinarios y ganaderos para conocer las vias de
contagio y medidas de prevencion. Cuando se establece, la enfermedad es de dificil
erradicacion, no s6lo porque presenta largos periodos de incubacion y la respuesta a la
terapéutica antibidtica no es efectiva, sino también porque la deteccion de animales
infectados es dificil. Nos corresponde a todos, como actores sanitarios, alertar sobre su
peligrosidad y caracteristicas epidemioldgicas y actuar instituyendo planes profilacticos

que contemplen la prevencion y el control de esta afeccion.

La Linfadenitis caseosa sigue siendo un desafio importante para las industrias de ganado
ovino y caprino, limitando su rentabilidad. El intenso mercado y movimiento de pequeiios
rumiantes, sin las medidas de bioseguridad necesarias son obstaculos importantes para el
control de la Linfadenitis caseosa, manteniendo su prevalencia en niveles altos, lo que
indica que deben tomar se medidas de control especificas. Hay varias dificultades que
afectan al desarrollo y aplicacion de métodos de diagndstico efectivos e inmundgenos.
Todos los intervinientes en la industria caprina y ovina deben concentrar esfuerzos para

controlar esta grave enfermedad y contornar las dificultades en su diagndstico y control.
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CONCLUSIONES

La dilucién sistematica al 1:10 de las muestras de ADN obtenidas a partir de lesiones
piogranulomatosas, propuesta en esta Tesis Doctoral con la finalidad de reducir la
inhibicidén enzimatica por detritus celulares, no aument6 la validez diagndstica de la
PCR muiltiple, por lo que consideramos que s6lo deberia aplicarse en las lesiones con
exceso de material purulento que resulten negativas al protocolo cldsico, a fin de

descartar falsos negativos.

La comparacién del ELITEST CLA#CK105A® con la PCR miiltiple mostré una
sensibilidad y especificidad diagndsticas del 100% y el 76,1%, respectivamente, 1o
que confirma la validez de esta técnica para la deteccion de casos subclinicos y como

herramienta de control en programas de saneamiento.

La validez del ELISA para los resultados positivos asegura, asimismo, que los
animales positivos a la prueba en zonas con una prevalencia de Linfadenitis caseosa

superior o igual al 46% tendran la enfermedad con una certeza superior o igual al

80%.

Con una seroprevalencia a nivel de granja del 75,4% (IC95% [66,4%-84,5%]) y un
16,7% de la cabafia ovina y caprina afectada (IC95% [14,1%-19,4%]), este estudio
confirma, por primera vez, el caricter endémico, la importancia sanitaria de la
Linfadenitis caseosa en la region portuguesa de Alentejo y en Portugal, asi como la

necesidad de instaurar medidas rutinarias de control.

El estudio analitico de los factores de riesgo asociados a la seropositividad por C.
pseudotuberculosis sugiere una mayor susceptibilidad de la especie caprina, los
animales de aptitud lechera y aquellos criados en régimen de produccion no extensivo

y/o en granjas de mediano y gran tamaiio.

El estudio patolégico de los casos positivos confirmé la importancia de la forma
visceral, especialmente en la especie ovina, siendo el pulmoén el 6rgano mas afectado

por las lesiones piogranulomatosas tipicas de esta enfermedad.

CONCLUSIONES
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II

Cuestionario
INFORMACION EXPLOTACION:

DATA: / / IDENTIFICACION EXPLOTACION
CONCELHO FREGUESIA

ESPECIE: ovina / caprina APTITUD PRODUCTIVA: lechera / carnica
REGIMEN PRODUCCION: extensivo / semi-extensivo / intensivo N2 TOTAL EFETIVO
TAMANO EXPLOTACION: Pequefio (< 50) / mediano (50-200) / grande (> 200)

INFORMACION ANIMALES:

DEFINICION DE CASO para identificacion de los animales enfermos y la presencia de lesiones
compatibles con LC

Presencia de abcessos externos o internos, lesiones purulentas encapsuladas o non, presencia de
material purulento al corte de organos.

INFORMACION MUESTRAS:

Suero Lesion

SI/NO Si/No Localizacion lesion Anotaciones

Identificacion muestra

Cadigo explotacion / 1

Cadigo explotacion / 2

Cadigo explotacién / 3

Caodigo explotacion / 4

Cadigo explotacion / 5

Cadigo explotacion / 6

Cadigo explotacion / 7

Cadigo explotacion / 8

Cadigo explotacion / 9

Cadigo explotacion / 10

Cadigo explotacion / 11

OBSERVACIONES:
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ANEXO 2: Resultados de la encuesta de seroprevalencia.

EXPLOTACIONES

N° explotacion | Localizacion Especie | Aptitud il%tlema de Censo | ELISA

Urra/ Positivo
VD49L Portalegre caprino carne extensivo 4

SéeS. Negativo
VvVDO03C Lourenco caprino carne extensivo 5

Carreiras Negativo
VDO6L Portalegre ovino carne extensivo 5

Carreiras / Positivo
VD28B Portalegre caprino carne extensivo 5

Alegrete / Positivo
VD28A Portalegre caprino carne | extensivo 5

Ribeira de Nisa Positivo
VD37G / Portalegre ovino carne extensivo 6

Ribeira de Nisa Positivo
VD25C / Portalegre ovino carne extensivo 6

Carreiras Positivo
VD69F Portalegre caprino carne extensivo 8

SéeS. Positivo

Lourenco /
VD84F Portalegre ovino carne extensivo 8

Reguengo / Positivo
VD43F Portalegre caprino carne | extensivo 9

Alegrete / Positivo
VD69N Portalegre caprino carne extensivo 9
VDI12] Urra/Portalegre | caprino carne | extensivo 10 Positivo

Alagoa/ Positivo
VD36B Portalegre caprino carne | extensivo 10

Reguengo Positivo
VD62L Portalegre ovino carne extensivo 11

Ribeira de Nisa Positivo
vVD74D / Portalegre caprino carne | extensivo 11

Unido Sé e Sao Positivo

Lourengo
VD79N Portalegre ovino carne extensivo 13

Reguengo / ..
VD231 Por%ale ggre ovino carne extensivo 13 Positivo

Alagoa Negativo
VA34B Portalegre ovino carne extensivo 14

Alegrete Positivo
VD26H Portalegre ovino carne | extensivo 16

Alegrete Negativo
VD45M Portalegre ovino carne extensivo 16

SéesS. Positivo

Lourenco /
VD58H Portalegre caprino carne extensivo 17
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VD68C

Sée
S.Lourengo /
Portalegre

caprino

carne

extensivo

17

Positivo

VDO0O6A

Alagoa/
Portalegre

ovino

carne

extensivo

17

Positivo

VD8&0J

SéeS.
Lourenco /
Portalegre

ovino

carne

extensivo

17

Negativo

VD78C

Sées.
Lourenco /
Portalegre

ovino

carne

extensivo

18

Positivo

VD97D

Alegrete /
Portalegre

ovino

carne

extensivo

19

Negativo

VDI5D

Alegrete /
Portalegre

ovino

carne

extensivo

19

Positivo

VDI0C

Unido Sé e Sao
Lourenco
Portalegre

ovino

carne

extensivo

20

Positivo

VD75]

Alegrete
Portalegre

ovino

carne

extensivo

20

Positivo

VDOOM

Alagoa
Portalegre

ovino

carne

extensivo

20

Positivo

VDI17B

Carreiras
Portalegre

ovino

carne

extensivo

23

Positivo

VD8&3B

Reguengo
Portalegre

ovino

carne

extensivo

23

Negativo

VD75E

Alegrete
Portalegre

caprino

carne

extensivo

23

Positivo

VJ13D

Vaiamonte
Monforte

ovino

carne

extensivo

23

Positivo

VD82L

Alegrete
Portalegre

ovino

carne

extensivo

25

Negativo

VH28A

Cabeco de
Vide
Fronteira

caprino

carne

extensivo

25

Positivo

VDI30

Alagoa
Portalegre

ovino

carne

extensivo

25

Negativo

VD31L

Alegrete /
Portalegre

ovino

carne

extensivo

26

Negativo

VD71M

Unido Sé e Sao
Lourengo
Portalegre

ovino

carne

extensivo

27

Positivo

WZ11]

Montalvao/Nis
a

ovino

carne

extensivo

30

Positivo

VD86L

SéeS.
Lourenco /
Portalegre

ovino

carne

extensivo

32

Negativo

VD76B

Reguengo
Portalegre

caprino

carne

extensivo

33

Positivo

VD50A

Alegrete /
Portalegre

ovino

carne

extensivo

34

Positivo

VC65B

Crato e
Martires /
Crato

ovino

carne

extensivo

34

Positivo
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Sdo Salvador Positivo

da Aramenha
VB27B Marvao caprino carne extensivo 34

Alagoa Negativo
VD48M Portalegre ovino carne extensivo 36

Unido Sé e Sdo Positivo

Lourencgo
VD04D Portalegre ovino carne extensivo 36
WZ06A Alpalh&o/Nisa ovino carne | extensivo 42 Positivo

Reguengo Positivo
VDI9L Portalegre caprino leite extensivo 43

Alegrete Negativo
VD591 Portalegre ovino carne extensivo 45

Vaiamonte Positivo
VJ13D Monforte caprino carne extensivo 45
VD41IN Urra/Portalegre ovino carne extensivo 52 Positivo

Montalvio / Positivo
WZ72B Nisa ovino carne extensivo 55

Montalvao / Positivo
WZ72B Nisa caprino carne extensivo 64

Assumar Positivo
VJO6E Monforte ovino carne extensivo 67

Montalvao / Positivo
WZ60H Nisa caprino carne extensivo 69

Montalviao / Positivo
WZ60H Nisa ovino carne extensivo 69
VD35D Urra/Portalegre | ovino carne | extensivo 83 Negativo

Alter do Chao / Positivo
VHI9D Alter do Chao caprino carne extensivo 105

Alegrete Positivo
VD50A Portalegre caprino carne | extensivo 109

Fortios / Positivo
VD62B Portalegre caprino carne extensivo 117

Carreiras / Positivo
VD73M Portalegre ovino carne | extensivo 119

Sdo Positivo
WZ75C Matias/Nisa ovino carne extensivo 145

Pévoa e Positivo

Meadas Castelo
VAO2A de Vide caprino leite extensivo 156

Reguengo Positivo
VD86B Portalegre ovino carne | extensivo 162

Pévoa e Positivo

Meadas Castelo
VAO2A de Vide ovino carne extensivo 167

Cabeco de Positivo

Vide
VH28A Fronteira ovino carne extensivo 177

Reguengo Positivo
VD75N Portalegre ovino carne | extensivo 194
WZ35A Alpalhao/Nisa ovino carne | extensivo 224 Positivo
VD29D Urra/Portalegre ovino carne extensivo 230 Positivo
VD39D Urra/Portalegre | caprino leite extensivo 250 Positivo
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Reguengo / Negativo
VD86B Portalegre caprino leite extensivo 255

SH0 Negativo
WZ66G Matias/Nisa ovino leite extensivo 273

Alagoa Positivo
VD66L Portalegre ovino carne extensivo 308

Alpalhdo / Positivo
WZ712G Portalegre ovino carne extensivo 321
VD39D Urra/Portalegre | ovino carne | extensivo 420 Positivo

Cratoe Positivo

Martires semi-
VCI12B Crato ovino leite extensivo 430

Alegrete semi- Positivo
VD38A Portalegre ovino leite extensivo 444

Amieira do Positivo

Tejo
WZ301 Nisa caprino leite intensivo 450

Carreiras / Positivo
VD010 Portalegre ovino carne extensivo 600

Sdo Matias / Positivo

WZ749G Nisa ovino leite extensivo 700

Sédo Salvador Positivo

da Aramenha /
VB73A Marvao ovino leite intensivo 871
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ANEXOS

ANIMALES

N° .

muestra | Especie | Aptitud SlStcell.Iil: de ELISA

suero

1 caprino carne extensivo NEG
2 caprino carne extensivo NEG
3 caprino carne extensivo NEG
4 caprino carne extensivo NEG
5 ovino carne extensivo NEG
6 ovino carne extensivo POS
7 ovino carne extensivo NEG
8 ovino carne extensivo NEG
9 ovino carne extensivo NEG
10 ovino carne extensivo NEG
11 ovino carne extensivo NEG
12 ovino carne extensivo NEG
13 ovino carne extensivo NEG
14 ovino carne extensivo NEG
15 caprino carne extensivo POS
16 caprino carne extensivo POS
17 caprino carne extensivo POS
18 caprino carne extensivo NEG
19 caprino carne extensivo POS
20 caprino carne extensivo POS
21 caprino carne extensivo NEG
22 caprino carne extensivo POS
23 caprino carne extensivo POS
24 caprino carne extensivo NEG
25 caprino carne extensivo NEG
26 caprino carne extensivo POS
27 caprino carne extensivo NEG
28 caprino carne extensivo NEG
29 caprino carne extensivo POS
30 caprino carne extensivo POS
31 caprino carne extensivo NEG
32 caprino carne extensivo POS
33 caprino carne extensivo POS
34 caprino carne extensivo POS
35 caprino carne extensivo POS
36 caprino carne extensivo POS
37 caprino carne extensivo POS
38 caprino carne extensivo NEG
39 caprino carne extensivo POS
40 caprino carne extensivo POS
41 caprino carne extensivo NEG
42 caprino | carne extensivo POS
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43 caprino carne extensivo NEG
44 caprino carne extensivo NEG
45 caprino carne extensivo POS
46 caprino carne extensivo NEG
47 ovino carne extensivo NEG
48 ovino carne extensivo NEG
49 ovino carne extensivo NEG
50 ovino carne extensivo NEG
51 ovino carne extensivo NEG
52 caprino carne extensivo NEG
53 caprino carne extensivo POS
54 caprino carne extensivo NEG
55 caprino carne extensivo POS
56 caprino carne extensivo NEG
57 ovino carne extensivo NEG
58 ovino carne extensivo NEG
59 ovino carne extensivo NEG
60 ovino carne extensivo NEG
61 ovino carne extensivo POS
62 ovino carne extensivo POS
63 ovino carne extensivo POS
64 ovino carne extensivo POS
65 ovino carne extensivo NEG
66 ovino carne extensivo POS
67 ovino carne extensivo NEG
68 ovino carne extensivo POS
69 ovino carne extensivo NEG
70 ovino carne extensivo NEG
71 ovino carne extensivo NEG
72 ovino carne extensivo NEG
73 ovino carne extensivo NEG
74 ovino carne extensivo NEG
75 ovino carne extensivo NEG
76 ovino carne extensivo NEG
77 ovino carne extensivo NEG
78 caprino carne extensivo NEG
79 caprino carne extensivo NEG
80 caprino carne extensivo NEG
81 caprino | carne extensivo NEG
82 caprino carne extensivo POS
83 caprino carne extensivo POS
84 caprino carne extensivo NEG
85 caprino carne extensivo POS
86 caprino carne extensivo POS
87 caprino carne extensivo NEG
88 caprino carne extensivo NEG
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89 caprino carne extensivo NEG
90 caprino carne extensivo NEG
91 caprino carne extensivo POS
92 caprino carne extensivo NEG
93 caprino carne extensivo NEG
94 caprino carne extensivo NEG
95 caprino carne extensivo POS
96 caprino carne extensivo NEG
97 caprino carne extensivo POS
98 caprino carne extensivo NEG
99 caprino carne extensivo POS
100 caprino carne extensivo NEG
101 caprino carne extensivo NEG
102 caprino carne extensivo NEG
103 caprino carne extensivo POS
104 caprino carne extensivo NEG
105 caprino carne extensivo NEG
106 caprino carne extensivo NEG
107 caprino carne extensivo NEG
108 caprino carne extensivo NEG
109 caprino carne extensivo POS
110 caprino carne extensivo POS
111 caprino carne extensivo POS
112 ovino carne extensivo NEG
113 ovino carne extensivo POS
114 ovino carne extensivo POS
115 ovino carne extensivo POS
116 ovino carne extensivo POS
117 ovino carne extensivo POS
118 ovino carne extensivo NEG
119 ovino carne extensivo NEG
120 ovino carne extensivo NEG
121 ovino carne extensivo NEG
122 ovino carne extensivo POS
123 ovino carne extensivo POS
124 ovino carne extensivo POS
125 ovino carne extensivo POS
126 ovino carne extensivo POS
127 ovino carne extensivo POS
128 ovino carne extensivo NEG
129 ovino carne extensivo NEG
130 ovino carne extensivo POS
131 ovino carne extensivo POS
132 ovino carne extensivo POS
133 ovino carne extensivo POS
134 ovino carne extensivo NEG




135 ovino carne extensivo POS
136 ovino carne extensivo POS
137 ovino carne extensivo POS
138 ovino carne extensivo NEG
139 ovino carne extensivo NEG
140 ovino carne extensivo NEG
141 ovino carne extensivo POS
142 ovino carne extensivo POS
143 ovino carne extensivo POS
144 ovino carne extensivo NEG
145 ovino carne extensivo POS
146 ovino carne extensivo POS
147 ovino carne extensivo NEG
148 ovino carne extensivo NEG
149 ovino carne extensivo NEG
150 ovino carne extensivo POS
151 ovino carne extensivo POS
152 ovino carne extensivo NEG
153 ovino carne extensivo NEG
154 ovino carne extensivo NEG
155 ovino carne extensivo NEG
156 ovino carne extensivo NEG
157 caprino carne extensivo NEG
158 caprino carne extensivo NEG
159 caprino carne extensivo POS
160 caprino carne extensivo POS
161 caprino carne extensivo NEG
162 caprino carne extensivo POS
163 caprino carne extensivo POS
164 caprino carne extensivo NEG
165 caprino carne extensivo NEG
166 caprino carne extensivo NEG
167 ovino carne extensivo NEG
168 ovino carne extensivo NEG
169 ovino carne extensivo POS
170 ovino carne extensivo NEG
171 ovino carne extensivo POS
172 ovino carne extensivo NEG
173 ovino carne extensivo NEG
174 ovino carne extensivo POS
175 ovino carne extensivo NEG
176 ovino carne extensivo POS
177 ovino carne extensivo POS
178 ovino carne extensivo POS
179 ovino carne extensivo POS
180 ovino carne extensivo POS
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181 ovino carne extensivo NEG
182 ovino carne extensivo NEG
183 ovino carne extensivo POS
184 ovino carne extensivo POS
185 ovino carne extensivo POS
186 ovino carne extensivo POS
187 ovino carne extensivo POS
188 ovino carne extensivo POS
189 ovino carne extensivo NEG
190 ovino carne extensivo POS
191 ovino carne extensivo POS
192 ovino carne extensivo NEG
193 ovino carne extensivo NEG
194 ovino carne extensivo POS
195 ovino carne extensivo POS
196 ovino carne extensivo NEG
197 ovino carne extensivo NEG
198 ovino carne extensivo NEG
199 ovino carne extensivo NEG
200 ovino carne extensivo NEG
201 ovino carne extensivo NEG
202 caprino carne extensivo POS
203 caprino carne extensivo NEG
204 caprino carne extensivo NEG
205 caprino carne extensivo NEG
206 caprino carne extensivo NEG
207 caprino carne extensivo POS
208 caprino carne extensivo POS
209 caprino carne extensivo NEG
210 caprino carne extensivo NEG
211 caprino carne extensivo NEG
212 caprino carne extensivo NEG
213 caprino carne extensivo POS
214 caprino carne extensivo NEG
215 ovino carne extensivo NEG
216 ovino carne extensivo NEG
217 ovino carne extensivo NEG
218 ovino carne extensivo POS
219 ovino carne extensivo NEG
220 ovino carne extensivo POS
221 ovino carne extensivo POS
222 ovino carne extensivo NEG
223 ovino carne extensivo NEG
224 ovino carne extensivo NEG
225 ovino carne extensivo POS
226 ovino carne extensivo NEG
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227 ovino carne extensivo NEG
228 ovino carne extensivo NEG
229 ovino carne extensivo NEG
230 ovino carne extensivo NEG
231 ovino carne extensivo NEG
232 ovino carne extensivo NEG
233 ovino carne extensivo NEG
234 ovino carne extensivo NEG
235 ovino carne extensivo NEG
236 ovino carne extensivo NEG
237 ovino carne extensivo NEG
238 ovino carne extensivo POS
239 ovino carne extensivo NEG
240 ovino carne extensivo NEG
241 ovino carne extensivo POS
242 ovino carne extensivo NEG
243 ovino carne extensivo NEG
244 ovino carne extensivo NEG
245 caprino carne extensivo POS
246 caprino carne extensivo NEG
247 caprino carne extensivo NEG
248 caprino carne extensivo POS
249 caprino carne extensivo POS
250 caprino carne extensivo NEG
251 caprino carne extensivo NEG
252 caprino carne extensivo NEG
253 caprino carne extensivo NEG
254 caprino carne extensivo NEG
255 caprino leite extensivo NEG
256 caprino leite extensivo POS
257 caprino leite extensivo POS
258 caprino leite extensivo NEG
259 caprino leite extensivo POS
260 caprino leite extensivo NEG
261 caprino leite extensivo NEG
262 caprino leite extensivo POS
263 caprino leite extensivo POS
264 caprino leite extensivo POS
265 caprino leite extensivo POS
266 ovino carne extensivo POS
267 ovino carne extensivo NEG
268 ovino carne extensivo NEG
269 ovino carne extensivo NEG
270 ovino carne extensivo NEG
271 ovino carne extensivo NEG
272 ovino carne extensivo NEG
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273 ovino carne extensivo NEG
274 ovino carne extensivo NEG
275 ovino carne extensivo NEG
semi-
276 ovino leite extensivo NEG
semi-
277 ovino leite extensivo NEG
semi-
278 ovino leite extensivo NEG
semi-
279 ovino leite extensivo NEG
semi-
280 ovino leite extensivo POS
semi-
281 ovino leite extensivo POS
semi-
282 ovino leite extensivo POS
semi-
283 ovino leite extensivo POS
semi-
284 ovino leite extensivo POS
semi-
285 ovino leite extensivo NEG
286 ovino leite intensivo NEG
287 ovino leite intensivo POS
288 ovino leite intensivo POS
289 ovino leite intensivo POS
290 ovino leite intensivo NEG
291 ovino leite intensivo POS
292 ovino leite intensivo NEG
293 ovino leite intensivo NEG
294 ovino leite intensivo NEG
295 ovino leite intensivo NEG
296 ovino leite intensivo POS
297 ovino leite extensivo NEG
298 ovino leite extensivo NEG
299 ovino leite extensivo NEG
300 ovino leite extensivo NEG
301 ovino leite extensivo NEG
302 ovino leite extensivo NEG
303 ovino leite extensivo NEG
304 ovino leite extensivo NEG
305 ovino leite extensivo NEG
308 ovino leite extensivo NEG
311 caprino carne extensivo NEG
312 caprino | carne extensivo NEG
313 caprino | carne extensivo POS
314 caprino | carne extensivo NEG
317 caprino carne extensivo NEG
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323 caprino carne extensivo POS
324 caprino carne extensivo POS
325 caprino carne extensivo POS
326 ovino carne extensivo POS
327 ovino carne extensivo NEG
328 ovino carne extensivo NEG
329 ovino carne extensivo NEG
330 ovino carne extensivo NEG
331 ovino carne extensivo NEG
332 ovino carne extensivo NEG
333 ovino carne extensivo POS
334 ovino carne extensivo NEG
335 ovino carne extensivo NEG
336 ovino carne extensivo NEG
337 ovino carne extensivo NEG
338 ovino carne extensivo NEG
339 ovino carne extensivo NEG
340 ovino carne extensivo NEG
341 ovino carne extensivo NEG
342 ovino carne extensivo NEG
343 ovino carne extensivo NEG
344 ovino carne extensivo NEG
345 ovino carne extensivo NEG
346 ovino carne extensivo NEG
347 ovino carne extensivo NEG
348 ovino carne extensivo POS
349 ovino carne extensivo NEG
350 ovino carne extensivo POS
351 ovino carne extensivo NEG
352 ovino carne extensivo NEG
353 ovino carne extensivo NEG
354 ovino carne extensivo NEG
355 ovino carne extensivo POS
356 ovino carne extensivo NEG
357 ovino carne extensivo NEG
358 ovino carne extensivo NEG
359 ovino carne extensivo NEG
360 ovino carne extensivo POS
361 ovino carne extensivo NEG
362 ovino carne extensivo NEG
363 ovino carne extensivo NEG
364 ovino carne extensivo POS
365 ovino carne extensivo POS
366 ovino carne extensivo POS
367 ovino carne extensivo NEG
368 ovino carne extensivo NEG
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369 ovino carne extensivo POS
370 ovino carne extensivo POS
371 ovino carne extensivo POS
372 ovino carne extensivo POS
373 ovino carne extensivo NEG
374 ovino carne extensivo NEG
375 ovino carne extensivo NEG
376 ovino carne extensivo NEG
377 ovino carne extensivo NEG
378 ovino carne extensivo NEG
379 ovino carne extensivo NEG
380 ovino carne extensivo NEG
381 ovino carne extensivo NEG
382 ovino carne extensivo NEG
383 ovino carne extensivo NEG
384 ovino carne extensivo NEG
385 ovino carne extensivo NEG
386 ovino carne extensivo NEG
387 ovino carne extensivo POS
388 ovino carne extensivo POS
389 ovino carne extensivo NEG
390 ovino carne extensivo NEG
391 ovino carne extensivo NEG
392 ovino carne extensivo NEG
393 ovino carne extensivo NEG
394 ovino carne extensivo NEG
395 ovino carne extensivo NEG
396 ovino carne extensivo NEG
397 ovino carne extensivo NEG
398 ovino carne extensivo NEG
399 ovino carne extensivo NEG
400 ovino carne extensivo NEG
401 ovino carne extensivo NEG
402 ovino carne extensivo NEG
403 ovino carne extensivo NEG
404 ovino carne extensivo NEG
405 ovino carne extensivo NEG
406 ovino carne extensivo NEG
407 ovino carne extensivo NEG
408 ovino carne extensivo NEG
409 ovino carne extensivo NEG
410 ovino carne extensivo NEG
411 ovino carne extensivo NEG
412 ovino carne extensivo NEG
413 ovino carne extensivo NEG
414 ovino carne extensivo POS
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415 ovino carne extensivo NEG
416 ovino carne extensivo NEG
417 ovino carne extensivo NEG
418 ovino carne extensivo NEG
419 ovino carne extensivo NEG
420 ovino carne extensivo NEG
421 ovino carne extensivo NEG
422 ovino carne extensivo POS
423 ovino carne extensivo NEG
424 ovino carne extensivo NEG
425 ovino carne extensivo NEG
426 ovino carne extensivo NEG
427 ovino carne extensivo NEG
428 ovino carne extensivo NEG
429 ovino carne extensivo NEG
430 ovino carne extensivo NEG
431 ovino carne extensivo NEG
432 ovino carne extensivo NEG
433 ovino carne extensivo NEG
434 ovino carne extensivo NEG
435 ovino carne extensivo NEG
436 ovino carne extensivo NEG
437 ovino carne extensivo NEG
438 ovino carne extensivo NEG
439 ovino carne extensivo NEG
440 caprino leite intensivo NEG
441 caprino leite intensivo POS
442 caprino leite intensivo POS
443 caprino leite intensivo POS
444 caprino leite intensivo POS
445 caprino leite intensivo POS
446 caprino leite intensivo POS
447 caprino leite intensivo POS
448 caprino leite intensivo POS
449 caprino leite intensivo POS
450 ovino carne extensivo NEG
451 ovino carne extensivo NEG
452 ovino carne extensivo NEG
453 ovino carne extensivo NEG
454 ovino carne extensivo NEG
455 ovino carne extensivo NEG
456 ovino carne extensivo NEG
457 ovino carne extensivo NEG
458 ovino carne extensivo NEG
459 ovino carne extensivo NEG
460 ovino carne extensivo NEG
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461 ovino carne extensivo NEG
462 ovino carne extensivo NEG
463 ovino carne extensivo NEG
464 ovino carne extensivo NEG
465 ovino carne extensivo NEG
466 ovino carne extensivo NEG
467 ovino carne extensivo NEG
468 ovino carne extensivo NEG
469 ovino carne extensivo NEG
470 ovino carne extensivo NEG
471 ovino carne extensivo NEG
472 ovino carne extensivo NEG
473 ovino carne extensivo NEG
474 ovino carne extensivo NEG
475 ovino carne extensivo NEG
476 ovino carne extensivo NEG
477 ovino carne extensivo NEG
478 ovino carne extensivo NEG
479 ovino carne extensivo NEG
480 ovino carne extensivo NEG
481 ovino carne extensivo NEG
482 ovino carne extensivo NEG
483 ovino carne extensivo NEG
484 ovino carne extensivo NEG
485 ovino carne extensivo NEG
486 ovino carne extensivo NEG
487 ovino carne extensivo NEG
488 ovino carne extensivo NEG
489 ovino carne extensivo NEG
490 ovino carne extensivo NEG
491 ovino carne extensivo NEG
492 ovino carne extensivo NEG
493 ovino carne extensivo NEG
494 ovino carne extensivo NEG
495 ovino carne extensivo POS
496 ovino carne extensivo NEG
497 ovino carne extensivo POS
498 caprino carne extensivo NEG
499 caprino carne extensivo NEG
500 caprino carne extensivo NEG
501 caprino carne extensivo NEG
502 caprino carne extensivo NEG
503 caprino carne extensivo NEG
504 caprino carne extensivo POS
505 caprino carne extensivo NEG
506 caprino carne extensivo NEG
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507 caprino carne extensivo NEG
508 caprino leite extensivo NEG
509 caprino leite extensivo NEG
510 caprino leite extensivo NEG
511 caprino leite extensivo NEG
512 caprino leite extensivo NEG
513 caprino leite extensivo NEG
514 caprino leite extensivo NEG
515 caprino leite extensivo NEG
516 caprino leite extensivo NEG
517 caprino leite extensivo NEG
518 ovino carne extensivo NEG
519 ovino carne extensivo NEG
520 ovino carne extensivo NEG
521 ovino carne extensivo NEG
522 ovino carne extensivo NEG
523 ovino carne extensivo NEG
524 ovino carne extensivo NEG
525 ovino carne extensivo NEG
526 ovino carne extensivo NEG
527 ovino carne extensivo NEG
528 ovino carne extensivo POS
529 ovino carne extensivo POS
530 ovino carne extensivo POS
531 ovino carne extensivo POS
532 ovino carne extensivo NEG
533 ovino carne extensivo POS
534 ovino carne extensivo POS
535 ovino carne extensivo POS
536 ovino carne extensivo POS
537 ovino carne extensivo POS
538 ovino carne extensivo NEG
539 ovino carne extensivo NEG
540 ovino carne extensivo NEG
541 ovino carne extensivo NEG
542 ovino carne extensivo POS
543 ovino carne extensivo NEG
544 ovino carne extensivo NEG
545 ovino carne extensivo NEG
546 ovino carne extensivo NEG
547 ovino carne extensivo NEG
548 ovino carne extensivo NEG
549 ovino carne extensivo NEG
550 ovino carne extensivo NEG
551 ovino carne extensivo NEG
552 ovino carne extensivo NEG
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553 ovino carne extensivo NEG
554 ovino carne extensivo NEG
555 ovino carne extensivo NEG
556 ovino carne extensivo NEG
557 ovino carne extensivo NEG
558 caprino carne extensivo NEG
559 caprino carne extensivo NEG
560 caprino carne extensivo POS
561 caprino carne extensivo POS
562 caprino carne extensivo POS
563 caprino carne extensivo POS
564 caprino carne extensivo POS
565 caprino carne extensivo POS
566 caprino carne extensivo NEG
567 caprino carne extensivo POS
568 caprino carne extensivo NEG
569 caprino carne extensivo POS
570 caprino carne extensivo POS
571 caprino carne extensivo NEG
572 caprino carne extensivo POS
573 caprino carne extensivo NEG
574 caprino carne extensivo NEG
575 caprino carne extensivo POS
576 caprino carne extensivo NEG
577 caprino carne extensivo POS
578 caprino carne extensivo POS
579 caprino carne extensivo POS
580 caprino carne extensivo NEG

caprino carne extensivo NEG
581 caprino carne extensivo POS
582 caprino carne extensivo POS
583 caprino carne extensivo POS
584 caprino carne extensivo POS
585 caprino carne extensivo POS
586 caprino carne extensivo POS
587 caprino carne extensivo POS
588 ovino carne extensivo POS
589 ovino carne extensivo NEG
590 ovino carne extensivo NEG
591 ovino carne extensivo NEG
592 ovino carne extensivo NEG
593 ovino carne extensivo NEG
594 ovino carne extensivo POS
595 ovino carne extensivo NEG
596 ovino carne extensivo NEG
597 ovino carne extensivo NEG
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598 ovino carne extensivo NEG
599 ovino carne extensivo NEG
600 ovino carne extensivo POS
601 ovino carne extensivo NEG
602 ovino carne extensivo NEG
603 ovino carne extensivo NEG
604 ovino carne extensivo NEG
ovino carne extensivo NEG
605 ovino carne extensivo NEG
606 ovino carne extensivo NEG
607 ovino carne extensivo NEG
608 ovino carne extensivo NEG
609 ovino carne extensivo NEG
610 ovino carne extensivo NEG
611 ovino carne extensivo NEG
612 ovino carne extensivo NEG
613 ovino carne extensivo NEG
614 ovino carne extensivo NEG
615 ovino carne extensivo NEG
616 ovino carne extensivo NEG
617 ovino carne extensivo NEG
701 caprino leite extensivo POS
702 caprino leite extensivo POS
703 caprino leite extensivo POS
704 caprino leite extensivo POS
705 caprino leite extensivo NEG
706 caprino leite extensivo POS
707 caprino leite extensivo POS
708 caprino leite extensivo POS
709 caprino leite extensivo POS
710 caprino leite extensivo POS
semi-
711 ovino leite extensivo POS
semi-
712 ovino leite extensivo POS
semi-
713 ovino leite extensivo POS
semi-
714 ovino leite extensivo POS
semi-
715 ovino leite extensivo POS
semi-
716 ovino leite extensivo POS
semi-
717 ovino leite extensivo NEG
semi-
718 ovino leite extensivo POS
semi-
719 ovino leite extensivo POS
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semi-
720 ovino leite extensivo POS
721 ovino leite extensivo POS
722 ovino leite extensivo POS
723 ovino leite extensivo NEG
724 ovino leite extensivo POS
725 ovino leite extensivo POS
726 ovino leite extensivo POS
727 ovino leite extensivo POS
728 ovino leite extensivo POS
729 ovino leite extensivo POS
730 ovino carne extensivo POS
731 ovino carne extensivo POS
732 ovino carne extensivo NEG
733 ovino carne extensivo NEG
734 ovino carne extensivo POS
735 ovino carne extensivo NEG
736 ovino carne extensivo NEG
737 ovino carne extensivo POS
738 ovino carne extensivo NEG
739 ovino carne extensivo POS
740 caprino carne extensivo POS
741 caprino carne extensivo POS
742 caprino carne extensivo POS
743 caprino carne extensivo POS
744 caprino carne extensivo POS
745 caprino carne extensivo POS
746 caprino carne extensivo POS
747 caprino carne extensivo POS
748 caprino carne extensivo POS
749 caprino carne extensivo POS
750 ovino carne extensivo POS
751 ovino carne extensivo NEG
752 ovino carne extensivo POS
753 ovino carne extensivo POS
754 ovino carne extensivo NEG
755 ovino carne extensivo NEG
756 ovino carne extensivo NEG
757 ovino carne extensivo NEG
758 ovino carne extensivo NEG
759 ovino carne extensivo NEG
760 caprino leite extensivo NEG
761 caprino leite extensivo NEG
762 caprino leite extensivo NEG
763 caprino leite extensivo NEG
764 caprino leite extensivo NEG
765 caprino leite extensivo NEG
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766 caprino leite extensivo NEG
767 caprino leite extensivo NEG
768 caprino leite extensivo NEG
769 caprino leite extensivo POS
770 ovino carne extensivo NEG
771 ovino carne extensivo NEG
772 ovino carne extensivo POS
773 ovino carne extensivo NEG
774 ovino carne extensivo NEG
775 ovino carne extensivo NEG
776 ovino carne extensivo NEG
777 ovino carne extensivo NEG
778 ovino carne extensivo NEG
779 ovino carne extensivo NEG
780 ovino carne extensivo POS
781 ovino carne extensivo POS
782 ovino carne extensivo NEG
783 ovino carne extensivo NEG
784 ovino carne extensivo NEG
785 ovino carne extensivo NEG
786 ovino carne extensivo NEG
787 ovino carne extensivo NEG
788 ovino carne extensivo NEG
789 ovino carne extensivo NEG
790 ovino carne extensivo NEG
791 ovino carne extensivo NEG
792 ovino carne extensivo NEG
793 ovino carne extensivo NEG
794 ovino carne extensivo NEG
795 ovino carne extensivo NEG
796 ovino carne extensivo NEG
797 ovino carne extensivo NEG
798 ovino carne extensivo NEG
799 ovino carne extensivo NEG
800 ovino carne extensivo NEG
801 ovino carne extensivo NEG
802 ovino carne extensivo NEG
803 ovino carne extensivo NEG
804 ovino carne extensivo NEG
805 ovino carne extensivo POS
806 ovino carne extensivo NEG
807 ovino carne extensivo NEG
808 ovino carne extensivo NEG
809 ovino carne extensivo NEG
810 caprino carne extensivo NEG
811 caprino carne extensivo POS
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812 caprino carne extensivo NEG
813 caprino carne extensivo POS
814 caprino carne extensivo NEG
815 caprino carne extensivo NEG
816 caprino carne extensivo NEG
817 caprino carne extensivo POS
818 caprino carne extensivo NEG
819 caprino carne extensivo POS
820 ovino carne extensivo POS
821 ovino carne extensivo NEG
822 ovino carne extensivo POS
823 ovino carne extensivo POS
824 ovino carne extensivo NEG
825 ovino carne extensivo POS
826 ovino carne extensivo NEG
827 ovino carne extensivo POS
828 ovino carne extensivo POS
829 ovino carne extensivo POS
830 ovino carne extensivo POS
831 ovino carne extensivo POS
832 ovino carne extensivo NEG
833 ovino carne extensivo NEG
834 ovino carne extensivo NEG
835 ovino carne extensivo NEG
836 ovino carne extensivo NEG
837 ovino carne extensivo POS
838 ovino carne extensivo NEG
839 ovino carne extensivo POS
840 ovino carne extensivo POS
841 ovino carne extensivo POS
842 ovino carne extensivo POS
843 ovino carne extensivo NEG
844 ovino carne extensivo POS
845 ovino carne extensivo POS
846 ovino carne extensivo POS
848 ovino carne extensivo POS
847 ovino carne extensivo POS
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Abstract

The actual prevalence of CLA (caseous lymphadenitis) in small ruminant flocks is
underestimated in many countries, and because it is not a notifiable disease, it will
continue to spread without data and information about its real economic impact. The
difficulty in the accurate identification of the causative agent in internal subclinical
cases allows the disease to spread within and between flocks. This research intends
to assess the utility of an ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) test in the
detection of internal subclinical cases of CLA in farms and to simultaneously add
data on the seroprevalence of the disease in Portugal. Sera from 756 small ruminants,
70% sheep (528/756) and 30% goats (228/756) were screened for antibodies against
Corynebacterium pseudotuberculosis using the ELISA technique based on a recombi-
nant phospholipase D (ELITEST CLA # CK105A®). The animals showing internal le-
sions (n = 58) were sampled for the identification of the aetiological agent. In this
investigation, the prevalence of CLA was 34% (258/756), with the ELISA test show-
ing a low specificity (78%) and high sensitivity (100%). The proof was able to detect
57% (13/23) of subclinical cases of CLA confirmed byostmortem examination and
conventional PCR (polymerase chain reaction). The results also reveal that goats have
a higher propensity for the disease, and dairy farms and non-extensive production
units appear to be more susceptible to CLA. This research clarifies an actual problem
and pointed out the importance of CLA in small ruminant herds in Portugal. Finally
seems to demonstrate that the ELISA test is a good diagnostic tool for use in CLA
eradication programmes.
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1 | INTRODUCTION

Corynebacterium pseudotuberculosis is the aetiological agent of CLA
(caseous lymphadenitis), a chronic bacterial disease that character-
istically affects sheep and goats (Baird & Fontaine, 2007; Quinn,
Markey, Leonard, Hartigan, & Fanning, 2011). This microrganism is a
Gram-positive, facultative anaerobic, intracellular rod, catalase-pos-
itive, pleomorphic, non-mobile and non-sporulated classified as
an actinomycete (Actinomycetales: Corinebacteriaceae) (Brown,
Olander, & Alves,1987; Baird & Fontaine, 2007; Quinn et al., 2011).
Considering the biotypes of C. pseudotuberculosis, based on the ni-
trate reduction capacity, nitrate-negative strains are referred as se-
rotype | (biotypeovis ) and nitrate-positive strains are classified as
serotype Il (biotype equi). Isolates from sheep and goats are usually
nitrate-negative (serotype I-biotypeovis ), whereas isolated strains
from horses are tipically nitrate-positive; the isolates of bovine ori-
gin are variable (Soares et al., 2013; Torres et al., 2013). The patho-
genesis of C. pseudotuberculosisstrains is related to the secrection of
toxin factors such as Phospholipase D (PLD) and the lipid content of
its cell walls (Torres et al., 2013). Phospholipase D it's a sphyngomy-
elin-specific phospholipase that is able to dissociate sphygomyelin
into phosphate and choline, and a specific exotoxin from C. pseudo-
tuberculosis; wich is responsible for the lysis of sphyngomyelin and
agent's passing. This mechanism cause plasma flow from inside the
vessels to lymph nodes and for increased vascular permeability. PLD
is resposible for many biologic actions such as dermo necrosis, de-
struction of macrophages in goat's infections, interferes with the
process of chemotaxis of neutrophils in sheep and is lethal to phago-
cytic cells, actions that contributes to the dissemination of the agent
from the point of infection to other parts of the organism (Aquino de
Sa et al., 2013; Smith Bradford, 2015; Mahmood et al., 2016

The disease occurs worldwide with high prevalence values and
causes serious economic losses, particularly in sheep farms and it is
more evident in small producers (Al-Gaabary, Osman, Ahmed, & Oreiby,
2010; Aquino de Sa et al., 2013; Arsenault et al., 2003; Jung et al., 2015;
Malone et al., 2006; Zavoshti, Khoojine, Helan, Hassanzadeh, &
Heydari, 2012). CLA is considered one of the most important diseases,
in economic terms, of sheep and goats in the USA, Canada and Brazil
causing significant losses in countries where the disease is considered
endemic (Cetinkaya et al., 2002; Farias et al., 2019; Guimaraes, 2011;
Latif et al., 2016; Paton, 2003; Pavan, Robles, Cair6, Marcelino, &
Pettinari, 2011; Windsor, 2014). In Australia, CLA and Johne's disease
(paratuberculosis) are currently considered the two most important
chronic diseases in sheep (Paton, 2010; Windsor, 2014).

This disease continues to spread worldwide, not only in small
ruminants but also with pathogenic relevance in horses (Barba
et al., 2015; Boysen, Davis, Beard, Lubbers, & Raghavan, 2015;
Guedes et al., 2015; Spier & Azevedo, 2017), cattle (Rocha, 2011;
Shpigel, Elad, Yeruham, Winkler, & Saran, 1993; Smith Bradford,
2015), wild ungulates such as the Iberian ibex (Capra pyrenaica his-
panica) (Colom-Cadena et al., 2014) and swine (Oliveira et al., 2014).
In sheep and goats, the disease appears in two major forms, namely,
external form, with the development of subcutaneous and lymph
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nodes abscesses, and the internal form, without any obvious clini-
cal symptoms. The number of infected animals in a herd presenting
visceral lesions can be significantly higher than those showing su-
perficial signs of the disease (Costa, Maldonado, Huerta, & Almeida,
2019; Smith Bradford, 2015).C. pseudotuberculosis is a very infec-
tious organism with the capacity to persist in the environment for
several months (Almeida et al., 2016; Brown et al., 1987; Quinn
etal., 2011). These facts support the difficulty in monitoring the sta-
tus of disease as well as its ease in spreading.

As a non-notifiable disease, CLA remains, in some countries, of
unknown real prevalence and economic relevance. This situation
is significant in countries such as Portugal, where small ruminants
represent an important part of the national livestock production.
Continental Portugal has a total estimate of 2,218,000 sheep and
326,000 goats, and almost half (46%) of this herd is in the study
region, the province of Alentejo (1,324,000 sheep and 108,000
goats) (Statistics PORTUGAL, 2009; ). The annual production of
lamb meat and certified sheep cheese has its largest representa-
tion in Alto Alentejo (Statistics PORTUGAL, 2000, 2014).

If the disease has been established in a herd, eradication of in-
fected animals is difficult due to poor response to antibiotic therapy
(Gémez-Gascon et al., 2013; Velasco & Ferndndez, 2002), and diffi-
culties in detection of infected animals (Aquino de Sa et al., 2013).
The difficulty in accurately identifying subclinical cases of CLA
favours the spread of the disease within and between herds. The
screening and elimination of subclinical animals is an important mea-
sure in disease control programmes (Farias et al., 2019; Nassar et al.,
2014). ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) is an economical
and simple method to perform as a routine technique in CLA diag-
nosis; however, ELISA tests are not being used in the control and
eradication programmes of CLA, either because they present low
sensitivity and specificity (Menzies, Hwang, & Prescott, 2004), have
not been fully tested or have not been prepared for both species,
sheep and goat (Hoelzle et al., 2013; Oreiby Atef, 2014). In large-
scale control and eradication programmes, or for the detection of
animals with unapparent infection and, consequently, contributing
to preventing the dispersion of the disease, ELISA would be the most
suitable technique (Hoelzle et al., 2013; Menzies et al., 2004; Nassar
et al., 2014; Oreiby et al., 2015; Oreiby Atef, 2014). Very few studies
have evaluated the best diagnostic technique to detect subclinical
cases of CLA (Barral et al., 2019), but the use of serodiagnosis as a
tool for the control and eradication of CLA in goat farms has been
successfully implemented in some cases (Derckeson et al., 2000;
Kaba, Kutschke, & Gerlach, 2001). However, in sheep, especially in
individuals with unapparent infection and internal abscesses, sero-
logical tests show low reliability due to reduced sensitivity and dif-
ferences in specificity when compared to those from tests using the
culture of C. pseudotuberculosis (Binns, Green, & Bailey, 2007).

This study aims to assess the utility of the ELISA technique using
the commercial ELISA ELITEST CLA # CK105A® for detection of in-
ternal subclinical cases of CLA in small ruminants. Furthermore, this
field study provides data on the seroprevalence of CLA in sheep and
goats living in the province of Alentejo in Southern Portugal.
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2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Animals and samples

The determination of the sample was based on the census generously
provided by the regional veterinary authorities (Division of Veterinary
Intervention of Portalegre—Ministry of Agriculture and Food—Portuguese
Government). The objective population is made up of a total of 1,208 sheep
farms (with an average of 134.8 animals per farm) and 107 goat farms (with
an average of 41.8 animals per farm) (Statistics PORTUGAL, 2017a, 2017b,
2017¢). In this research, we selected a field population of 82 (6%) flocks of
small ruminants (55 sheep and 27 goat flocks), from which 756 blood sam-
ples (n=756) of sheep and goat were randomly collected (approximately 10
samples per holding). The procedure was carried out on the farm and in a
regional slaughterhouse in the province of Alentejo in Southern Portugal.

Blood samples were collected by jugular venipuncture in
vacutainer tubes without anticoagulant (Becton - Dickinson). These
samples were centrifuged at 5,000 rpm for 10 min to obtain blood
serum, which was frozen (-20°C) in tubes (Eppendorf) until testing.

In the group of animals sampled, those showing macroscopic le-
sion characteristics of CLA were labelled, matching the blood sample
to the collected lesion sample (n = 58), and subsequently preserved
by freezing (-20°C) (Table 1). The farms under study are of different
types of production, intensive, semi-extensive and most extensive,
characteristic of the south of the Iberian Peninsula (Table 2).

The farms were classified according to size in the categories
small (<50 animals), medium (>50 and <200 animals) and large (>200
animals). In this study, approximately 60% of the farms are small-
scaled, 20% are medium-sized and 17% are large-scaled (Table 2).
The distribution by species among the sampled farms is like the total
of animals: 70% are sheep farms and 30% are goat herds (Table 3).

Of the total sampled animals, 87% (655/756) are from meat pro-
duction units and 13% (101/756) are from milk farms; 94% (715/756)
of the animals were raised under extensive production, 3% (21/756)
were raised under the intensive regime and 3% (20/756) were raised
under the semi-extensive regime, which means that 6% (41/756)
were raised under the non-extensive regime (Table 2).

2.2 | ELISA technique

In this work, we use ELITEST CLA # CK105A®, a commercial enzyme
immuno-assay (EIA), for the detection of IgG antibodies specific for

TABLE 1 Samples description

the causative agent of caseous lymphadenitis in sheep or goat sera.
This test is a direct ELISA that uses a recombinant phospholipase
D (PLD), an important virulence factor o€orynebacterium pseudo -
tuberculosis, to detect anti-PLD IgG antibodies in sera from sheep
and goats with CLA (HYPHEN BioMED, 2007) PLD is not known to
be produced by any other sheep pathogenic bacteria, rendering it a
very specific test (HYPHEN BioMed, 2007).

The results were evaluated using an ELISA microtiter reader (BioTek
EL x 808, United States) according to the manufacturer's instructions.

According to the manufacturer's information, the ELITEST CLA
# CK105A® presents a specificity of 98% for sheep and goats and a
sensitivity of 94% and 79% for goats and sheep, respectively.

2.3 | Conventional PCR assay

Methodology and results of the conventional PCR assay made for
the identification ofC. pseudotuberculosis in pyogranulomatous le-
sions and for the cross-sectional study to assess the performance of
the ELISA test was developed as described by Pacheco et al. (2007),
Costa et al. (2019) and Pacheco et al. (2007).

2.4 | Statistical analysis

The ELISA assay results were subjected to frequency analysis (preva-
lence of the disease). The same method was applied to the data re-
garding the species, productive aptitude, production regime and
dimension (size) of the herd. The performance of the ELISA test was
evaluated by association tests, namely, 2 (Chi-square—Fischer's
Exact Test) with a 95% confidence interval. The statistical analysis
was performed with SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 22.

3 | RESULTS

In this investigation, we found a prevalence of CLA of 34% (258/756)
(Table 4), with the ELISA test showing a low specificity, 78% (35/45)
and high sensitivity, 100% (13/13) (Table 5).

The descriptive analysis of the results suggests that the pro-
portion of disease higher in goats, and such increased propensity
is confirmed by the statistical test (;* (1,N = 756) = 30.773, p < .01)
(Table 6).

Sheep number (%) Goats number (%) Total
Farms 55 (67.07) 27(32.92) 82
Blood samples 528 (69.8) 228 (30.8) 756
Purulent/pyogranulomatous 54(93.1) 4(6.9) 58
lesions samples
Number of animals/farms Between 10 and 1,200 animals
Average of animals per holding 114

Universidad de Cérdoba — Facultad de Veterinaria
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TABLE 2 Farms description

Sheep farms Goat farms Total
number (%) number (%) number (%)
Meat farms 50 (69.4) 22(30.5) 72 (87.8)
Dairy farms 7 (70) 3(30) 10(12.2)
Total 82 (100)
Extensive farms 55 (70.5) 23(29.48) 78(95.1)
Non-extensive farms (semi-extensive 2 (50) 2(50) 4(4.87)
and intensive)
Total 82 (100)
Small-scaled farms (<50 animals) 51(62.2)
Medium-sized farms (>50 and <200 animals) 17 (20.7)
Large-scaled farms (>200 animals) 14 (17.1)
Total 82 (100)
Sheepnumber Total TABLE 3 Animals description
(%) Goat number (%)  number (%)
Meat animals 459 (70) 196 (29.9) 655 (86.6)
Dairy animals 71(70) 30(29.7) 101 (13.4)
Total 756 (100)
Extensive regime 500 (69.9) 215(30) 715 (94.6)
Non-extensive regime (semi-extensive 29(70.7) 12(29.2) 41 (5.4)
and intensive)
Total 756 (100)
TABLE 4 Prevalence values glands, with identification o€. pseudotuberculosis performed by
Prevalence conventional PCR assay in this investigation (Figure 1).
When the results of the ELISA are analysed regarding the size
SUITIRELISA WHERIES I PER] 225 of the farm, the data are also statistically significant. This data
(all ELISA) 341% suggests that farms without the reported disease have an aver-
age of 85 animals, whereas farms with confirmed disease have
TABLES Elb/andPCR results an average of 171 animals (p < .001). This observation appears to
PCR mean that CLA is more prevalent in medium to large farms (50-
Positive Negative Total 200 animals and >200 animals) (Table 6). Although the sample is
not proportionate regarding larger farms, these results seem to
ELISA Positive 13 10 23 b& relavait;
Negative 0 35 35 By performing a herd-level analysis (considering an infected farm
Total 13 45 58 with at least one animal positive for the ELISA), of the 82 farms in the
False negatives number 0(0%) study, 66 had at least one positive animal, leading to a value of 80%
%) (66/82) of affected holdings (Table 6).
False positives number (%) 10 (43%)

Regarding productive aptitude, dairy farms appear to be
more susceptible to CLA (32 (1,N = 756) = 17.458,p < .01); the
same propensity appears to exist regarding the production re-
gime, with the farms in the non-extensive regime (intensive and
semi-extensive, approximately 6% of the total sample) showing
an increased propensity for the disease (12 (2, N =756)=22.561,
p < .01) (Table 6).

The presence of the disease in milk farms (especially sheep
farms) was evident in the visceral form, namely, in the mammary
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The performance of the ELISA test technique (ELITEST CLA #
CK105A®) was evaluated by determining the positive predictive
value (PPV) and negative predictive value (NPV). In this analysis,
the ELISA test allowed the detection of 57% of subclinical ani-
mals, which was confirmed by thepostmortem examination and
conventional PCR assay performed in pyogranulomatous lesions.
In the group of animals in which both tests were performed (PCR
and ELISA) (n = 58), 57% of the animals positive for the ELISA test
were positive for the PCR assay (13/23), and all the negatives,
100%, in the ELISA test were negative for the PCR assay (35/35)
(Table 7).
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TABLE 6 ELISAresults

ELISA negative number (%) ELISA positive number (%) Total Fischer's exact test
Sheep 381 (72.15) 147 (27.8) 528 72 (1,N=756) = 30.773,
Goat 117 (51.3) 111 (48.68) 228 p<.01
ELISA negative number ELISA positive number
(%) (%) Total Fischer's exact test
Meat 450 (68.7) 205 (31.29) 655 42 (1,N = 756) = 17.458,
Dairy 48 (47.52) 53(52.47) 101 p<.01
ELISA negative number ELISA positive number
(%) (%) Total Fischer's exact test
Extensive regime 485 (67.83) 230 (32.16) 715 72(2,N=756)=22.561,
Non-extensive regime 13(31.7) 28 (68.29) 41 p<.01
(semi-extensive and
intensive)
ELISA negative number ELISA positive number
(%) (%) Total
Farm level analysis 16 (19.51) 66 (80.48) 82 80% positive holdings

Small farms (<50 animals) No reported disease

Medium farms (>50 and
<200 animals)

Large farms (> 200
animals)

Seroprevalence 258/756 (34%)

4 | DISCUSSION

The present study shows that CLA is a prevalent disease in small ru-
minants in Portugal, with 34% seroprevalence. This prevalence is very
close to values found in other studies, such as in Spain (26%-73%
in different provinces of Andalusia, 38% in Andalusia and 80%-90%
in Aragon and Navarre) (Cubero, Gonzalez, Martin, & Leén, 2002;
Gomez-Gascon et al., 2013), and Canada (from 152 goats subjected
to necropsy, 54 (35.5%) had at least 1 abscess,Corynebacterium
pseudotuberculosis was isolated in 37 of the 54 (68.5%) goats with
abscesses, confirming that CLA was the most frequently diagnosed
disease in this study, affecting 24.3% of the animals sacrificed)
(Debien et al., 2013).

In recent research (Costa et al., 2019), the authors found an
overall prevalence of CLA of 17% in affected small ruminant herds
(with macroscopic observation of characteristic lesions in 58/335,
and conventional PCR assay in 10/58, made in pyogranulomatous
lesions). Smith estimated the prevalence in large breeding opera-
tions in endemic areas to be between 5% and 10% (Smith Bradford,
2015). With these data, we consider CLA an endemic disease in the
Portuguese region of Alentejo.

The results show a statistically significant difference when an-
alysing the proportion of disease between sheep and goats, and
generally, goats appear to have a higher propensity for the dis-
ease. It would be important to validate these data internally and
include a large number of samples of goats to properly evaluate
these results.

Universidad de Cérdoba — Facultad de Veterinaria

Farms without the reported disease have an average of 85 animals

Farms with the confirmed disease have an average of 171 animals (p < .001)

The greater propensity for the disease in both dairy farms and
farms in non-extensive (intensive and semi-extensive) production
regimes, when compared to meat production units and extensive
farms, is statistically significant (p < .01). This fact is due to the easier
dispersion of the disease when animals are more confined, as de-
scribed in the literature (Smith Bradford, 2015).

The internal form of the disease is a recent concern in milk
goat farms, and C. pseudotuberculosis must be considered for rou-
tine bacteriological examination of milk from dairy goats (Nabih,
Hussein, EI-Wakeel, EI-Razik, & Gomaa, 2018) as the presence of
CLA in dairy herds can have serious consequences on the milk
yield of the herd by spreading to a large number of animals in
production.

The data suggest that the larger the farm is, the more predis-
posed it is for the disease; CLA is more prevalent in medium to large
farms (50-200 animals and >200 animals, respectively), again con-
firming that the dissemination of the agent increases as the possibil-
ity of contact between infected animals increases.

These proportions must be carefully interpreted since they
originate from a very unbalanced sample (low number of goats, low
number of dairy farms and low number of farms in a non-extensive
production regime).

At the farm level, 80% (60/82) of the farms had at least one
seropositive animal; these values are similar to those found in the
Canadian study (Debien et al., 2013) in which eleven of the 13
farms (84.6%) analysed had at least one affected animal with CLA.
A recent study revealed a very equal prevalence of CLA at the farm
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FIGURE 1 CLA in the mammary gland in dairy sheep. (a)
Presence of mammary abscess. (b) Purulent material when cutting
the udder

TABLE 7 ELISA performance

Sensitivity 100%

Specificity 78%
Positive predictive value (PPV) 57%
Negative predictive value (NPV). 100%

level (Farias et al., 2018), where 88.5% (193/218) of the investigated
Brazilian herds had at least one seropositive goat infected with
C. pseudotuberculosis.

Assessment of the utility of the ELISA test was made by compar-
ing the results obtained with those of a conventional PCR assay. The
choice of PCR instead of the gold-standard identification technique,
bacterial isolation ofC. pseudotuberculosis, is influenced by finan-
cial (economic constraints) and practical reasons (mainly conserva-
tion and sample processing) but is mostly based on several studies
that found that bacterial culture resulted in a low isolation rate and
that conventional PCR was a more sensitive and specific test for
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CLA, with more accurate detection of the aetiologic agent (Baird
& Fontaine, 2007; Costa et al., 2019; Debien et al., 2013; Kumar,
Tripathi, Kumar, Sonawane, & Dixit, 2013; Oreiby et al., 2015).

The ELISA test performed in this investigation used the
Corynebacterium pseudotuberculosis virulence factor phospholi-
pase D (PLD), a recombinant protein that proved to be very accu-
rate for the serodiagnosis of caseous lymphadenitis in goats and
sheep (Barral et al., 2019). The ELISA test performed in this re-
search was able to detect 57% of infected animals. These results
suggest that the ELISA test is very accurate in its ability to detect
subclinically infected animals. With the ELISA test detecting ap-
proximately a proportion of 0% of false-negative animals and 43%
of false-positive animals, the use of this diagnostic technique to
detect infected animals and the elimination of the herd could be a
good measure to implement in small ruminant farms. Real negative
animals can stay in the herd with no risk of agent persistence and
dispersion, and the majority (57%) of positive infected animals will
certainly be eliminated or separated from the herd core until sub-
sequent screening or culling.

5 | CONCLUSION

The facts found in this research lead us to the conclusion that the
ELISA test may be detecting a valid proportion of subclinically in-
fected animals, and based on these data, the authors consider the
ELISA test to be a good tool for application in CLA eradication pro-
grammes in Portugal.

The eradication of a disease with the characteristics of CLA is
a challenge that involves decision-making at various levels. Factors
that make eradication a challenge include the weak response of the
agent to antibiotic therapy, its great ability to survive in the environ-
ment and the difficulty of detection of infected animals, the main
factor responsible for the maintenance of the disease in a herd, as a
source of infection.

New studies on CL prevalence in animals and herds should be
conducted in the region and in the country, using serological di-
agnostic techniques, for the detection of asymptomatic animals.
Assessment of the real damage caused by the presence of infection
in small ruminant's farms and the economic impact of the disease
in Portugal is needed. These data will allow to assess the need to
implement control and eradication measures of the disease, as has
already been done in other parts of the world.
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Abstract

Caseous lymphadenitis (CL) is a pyogenic disease that is caused by zoonotic bacteria and is in the same family as Corynebacterium
diphtheriae (the etiologic agent of human Diphtheria). CL mainly affects small ruminants but has also been described in deer, cows,
horses, pigs and humans. The main objective of this study was to optimize conventional PCR (Polymerase Chain Reaction) for
the identification of the CL etiologic agent, Corynebacterium pseudotuberculosis, from pyogenic lesions. The present work is also a
preliminary study of CL prevalence conducted in a slaughterhouse in 335 animals (311 sheep and 24 goats) from 114 herds of small
ruminants in the region of Alto Alentejo, Portugal affected by CL. The prevalence of CL was determined by macroscopic observation
of the lesions and conventional PCR in pathological samples of pus and affected organs collected from sheep and goats that had
external or visceral lesions. The PCR technique for the detection of Corynebacterium pseudotuberculosis genomic DNA (as described
by Pacheco et al. was based on the design of primer pairs for two target genes, the 16S ribosomal segment (16s rRNA) - 815 bp (base
pairs) and the gene which encodes the exotoxin Phospholipase D (PLD) - 132 bp both at normal and diluted concentrations. From the
gross detection of the lesions the results shows a CL prevalence of 17, 31% (58/335) and indicate a CL prevalence of 17, 24% in affected
animals, with the identification of C. pseudotuberculosis in 10 of the 58 lesions sampled. The dilution of DNA samples and detection
of genomic DNA of C. pseudotuberculosis from two different DNA regions (i.e., 16s and PLD) conducted in this investigation allowed
maximal agent identification. This is the first report of CL prevalence in Portugal. We conclude that conventional PCR is an excellent
tool for definitive and differential diagnosis of CL but is not useful in prevalence studies since it does not allow the identification of
subclinical cases.

Keywords: Caseous Lymphadenitis; PCR; Small Ruminants; Pyogenic; Portugal

Article Summary

Extraction and purification of genomic DNA for the detection of Corynebacterium pseudotuberculosis are often hampered by
the large pyogenic component of typical pathological samples and the high concentration of cellular debris. There has not been
sufficient validation of the performance of existing PCR assays for the identification of C. pseudotuberculosis from pyogenic
lesions. The present work aimed to improve the effectiveness of conventional PCR for the direct detection of C. pseudotuberculosis
in field samples. Caseous lymphadenitis (CL) is a pyogenic disease with two recognized clinical manifestations: subcutaneous
and visceral. The visceral form is primarily responsible for disease dissemination in animal flocks, largely due to the presence of
subclinically infected animals. Examination of a slaughterhouse allowed for a real evaluation of CL on farms through the detection
of subclinically infected animals. The present work sought to optimize conventional PCR analysis for the identification of C.
pseudotuberculosis in pyogenic lesions and then apply the new assay to estimate the prevalence of CL in affected small ruminant
flocks in Alto Alentejo, a region of the Iberian Peninsula with important sheep and goat livestock production. To our knowledge,
this is the first prevalence study of CL in small ruminants carried out in Portugal and the high prevalence found in this study (17%)
justifies the implementation of new sanitary measures and suitable control programs to prevent the transmission and dispersion of
C. pseudotuberculosis in Portugal. This study has certain limitations, including an inability to identify other pathogenic agents in
pyogenic lesions, which would have increased clinical knowledge regarding differential diagnoses for CL. The fact that this study
included samples of superficial, visceral, acute and chronic lesions, most of which had a strong purulent component, may explain
the difficulty associated with the digestion and extraction of genomic DNA from lesions. In addition, false negative results may
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have occurred in the case of sterile CL lesions that do not include a bacterial agent or its DNA. These considerations may have led
to an underestimation of the true CL prevalence.

Introduction

Caseous lymphadenitis (CL) is a chronic and insidious disease that mainly affects small ruminants. CL is caused by Corynebacterium
pseudotuberculosis, a Gram-positive bacterium from the actinomyces group of microorganisms [1]. C. pseudotuberculosis is a robust
microorganism in the external environment, which has largely been attributed to the presence of a lipid component in its external
membrane that protects the bacterium very effectively from desiccation [2].

Clinical signs of CL include enlargement of superficial lymph nodes, such as the submandibular, pre-scapular, pre-femoral, popliteal
and supra-mammary lymph nodes, as well as the presence of lesions in internal organs, such as the lungs, liver, kidneys and others
[3]. The disease is characterized by necrotizing and suppurative inflammation of one or more nodes with features of a necrotic-
purulent nature, as well as damage to multiple organs, the lesions of which usually acquire a caseous nature [2].

The true prevalence of CL in small ruminants remains underestimated, and there are no data in Portugal concerning either the
prevalence or the economic impact of this disease. CL has been disseminated worldwide, and its economic impact in sheep and
goat flocks is a long-standing concern of governmental agricultural departments in developed countries. This has led to the recent
implementation of novel control programmes. In addition to its sanitary and zoonotic importance, CL is a major cause of economic
losses in sheep and goat flocks worldwide, causing highly impactful disruptions in the production of milk, meat and wool [4-7].

Corynebacterium pseudotuberculosis primarily affects small ruminants, although it has occasionally been found in cattle, horses,
buffalo, deer and humans [8-12]. Corynebacterium pseudotuberculosis infection in horses is widespread worldwide and may lead to
varying clinical conditions [13,14]. In Portugal, the first case of CL in a Black Alentejano pig (Sus scrofa domesticus) was reported in
2014, with phenotypic and genotypic characterization of Corynebacterium pseudotuberculosis from clinical isolates [15].

The pathogenicity of C. pseudotuberculosis strains is related to the secretion of toxic factors, such as Phospholipase D (PLD), and the
lipid contents of their cell walls [10,12,16,17].

The transmission of C. pseudotuberculosis between infected and healthy animals occurs through direct contact with purulent material
and through the inhalation of infected particles [11,18,19].

It has been reported in the United States (USA), Israel and Egypt that C. pseudotuberculosis can be dispersed among animals by
insect vectors, such as flies (e.g., Musca domestica and Hippobosca equine) [12,20]. Numerous studies performed around the world
regarding CL control are unanimous in reporting the importance of detecting subclinical animals, a major focus of infection in every
affected herd.

There is no single diagnostic test that is able to identify all cases, different phases or forms of the disease [21]. Serological diagnosis
based on ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) tests continues to be improved and validated for the identification of
subclinical animals [22-25]. However, the definitive diagnosis of CL currently still relies on the isolation and identification of the
etiologic agent through biochemical tests, bacterial culture, and, most recently, molecular diagnostic tests including PCR [19,26].
PCR offers a robust technique that has been adopted for the direct detection of microorganisms in a wide variety of clinical and
post-mortem specimens [26]. However, to date, the effectiveness of PCR for the direct detection of C. pseudotuberculosis in pyogenic
samples has been poorly evaluated, and there have not been sufficient validation studies regarding the performance of existing PCR
tests [27].

The present study sought to optimize conventional PCR techniques for the identification of C. pseudotuberculosis in pyogenic lesions,
and then apply the newly developed assay to estimate the prevalence of CL in affected flocks of small ruminants in Alto Alentejo,
a region of the Iberian Peninsula with important livestock production of sheep and goats. The continental region of Portugal has a
total of 2 218 000 sheep and 326 000 goats and almost half of this herd is in the province of Alentejo (1 324 000 sheep and 108 000
goats) (Portugal, 2017). In Alto Alentejo a sub-region of Alentejo there are approximately 250 000 sheep and 87 000 goats. In this
sub-region of Portugal the majority of the farms are meat production units in extensive regime, and some in intensive production,
being these mainly for milk production. The approximate average number of animals per herds is 114, with farms with 10 to 1200
animals per holding.

Materials and Methods

Animals and Samples

This study was carried out in 114 small ruminant farms (74 sheep farms and 40 goats farms) based in the Portuguese region of
Alto Alentejo, located in the district of Portalegre, with different types of production systems, including intensive, semi-extensive
and mostly extensive. A total of 335 animals (311 sheep and 24 goats) were observed in a local slaughterhouse to investigate lesions
compatible with C. pseudotubeculosis infection. From a macroscopic analysis, 17, 31% of the animals (58/335) were identified with
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lesions suggestive of CL, which were collected and analyzed (Table 1). Clinical samples (58) of purulent and pyogranulomatous
lesions were obtained from visceral lesions and/or internal organs manifesting macroscopic changes suggestive of pyogenic
processes, as well as from superficial lesions characteristic of CL.

‘ Nu:l}r:r(%) Goats(:l)xmber Total

Herds | 74(65) 40 (35) 114

Animals 311 (92, 8) 24(7,2) 335
Purulent/pyogranul lesi lyzed 54(93,1) 4(6,9) 58

Table 1: Animals and Samples

The samples were labelled with the location of origin, animal species and type of organ/affected area and preserved by freezing at
-20 °C. A total of 58 samples were collected and preserved, which corresponded to one sample per animal.

The preparation of samples for processing by conventional PCR assay was realized by sectioning, with the aid of a scalpel blade,
25 to 30 mg of tissue from the most representative portion of the pathological sample (including purulent characteristic lesions)
and placing the sample in a 1.5 ml Eppendorf tube. During the study, we verified that the sample selected for processing included
original tissue of the organ or peripheral material of the lesion, making sure that the piece was not sterile and that it contained
genomic material of the etiologic agent.

Conventional PCR Method

Primer Design: The DNA from each sample was tested by PCR according to the method described by Pacheco et al. The PCR
technique for the detection of Corynebacterium pseudotuberculosis genomic DNA was based on the design of primer pairs for two
target genes, the 16S ribosomal segment (16s rRNA) - 815 bp (base pairs) and the gene which encodes the exotoxin Phospholipase
D (PLD) - 132 bp both at normal and diluted concentrations (Table 2).

PCR1 Detection of 16S ribosomal RNA gene (normal DNA concentration)
PCRII Detection of exotoxin Phospholipase D gene (PLD) (normal DNA concentration)
PCR III Detection of 16S ribosomal RNA gene (diluted DNA 1:10)

PCRIV Detection of exotoxin Phospholipase D gene (PLD) (diluted DNA 1:10)

Table 2: Description of PCR assay design for analysis of each of the pathological samples

All primers were designed using the software "Primer Express" (Primer Express™ Software v3.0.1 License) to determine the optimal
sequence of nucleotides for both the 16s and PLD segments.

The choice of nucleotide sequence was made using www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ as follows:
Primers for the Corynebacterium pseudotuberculosis 16S ribosomal RNA gene:

Fw: GTCTAATACTGGATAGGACCGCACT (58 °C)
Rv: ATATGTCAAGCCCAGGTAAGGTTC (59 °C)

Amplicon: 815 bp
Seq ref: NR_119175.1

Primers for the Corynebacterium pseudotuberculosis PLD gene:

Fw: GCTCGTAGTGTGTGCTCCATAAAT (58 °C)
Rv: ATCAGCGGTGATTGTCTTCCA (59 °C)
Amplicon: 132 bp

Seq ref: L16587.1

DNA Extraction and Digestion: For the DNA digestion and extraction procedure, we used the “NZY Tissue gDNA Isolation
kit” from the Portuguese company “Nzytech - genes & enzymes Company” Lisbon, Portugal - Catalogue numbers: MB13502, 50
columns, MB13503, 200 columns, Batch 14071. The NZY Tissue gDNA Isolation kit is optimized for isolating up to 35 ug of DNA
from up to 25 mg of tissue or 107 of cells.

In this particular study, the purification of DNA from purulent material proved to be a difficult procedure, resulting in subsequent
decreases in test sensitivity.

Agarose Gel Electrophoresis: The obtained bands were confirmed, analyzed and compared to bands obtained from standards for
each isolate, and the results were imaged for future reference and analysis.

Statistical analysis of the observed results use SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 9.0 and x2 (Chi-squar) testing
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Evaluation of the analytical specificity and analytical sensitivity of conventional PCR for the identification
of Corynebacterium pseudotuberculosis

The specificity of PCR analysis for Corynebacterium pseudotuberculosis is conferred by the primers selected, which show 100%
homology with the bacterias DNA segments (16s RNA and PLD gene).The analytical specificity was evaluated using DNA
from 2 different Corynebacterium pseudotuberculosis strains and DNA from other common bacteria in animal diseases, such
as Chlamydia sp., Mycobacterium avium paratuberculosis, Escherichia coli, Neospora caninum, Coxiella burnetti, Mycoplasma
sp., Staphylococcus sp., Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida, among others, which were selected because of

their pathogenic similarities (e.g., pyogenic lesion formation and toxic factor production) and of their hosts (small ruminants)
(Figure 1).

Figure 1: Electrophoresis analysis for the evaluation of the specificity of PCR for the detection of Corynebacterium pseudotuberculosis.

In the 1st row, from left to right, are the molecular weight marker, common PCR products for negative control and DNA of Corynebacterium pseudotuberculosis
field strain (red arrow), and various other bacterial DNAs (orange arrow). In the 2nd row, from left to right, are the molecular weight marker, PCR products with
acquired DNA from Corynebacterium pseudotuberculosis—DSMZ 20689 and Corynebacterium pseudotuberculosis—field strain (blue arrow), and PCR products
with DNA from other bacteria (green arrow).

The PCR analysis results used to evaluate the specificity of PCR for Corynebacterium pseudotuberculosis allowed us to conclude that

this test has high analytical specificity, as it was not possible to detect DNA from other bacteria with pathogenic characteristics and
hosts analogous with the agent under study.

The sensitivity of PCR for the detection of Corynebacterium pseudotuberculosis was evaluated using successive dilutions of 25 ng
of standard DNA-acquired strain DSMZ 20689 of Corynebacterium pseudotuberculosis-approximately equivalent to 2.5 x 10" CFU
(colony - forming units) of Corynebacterium pseudotuberculosis (Figure 2).

Figure 2: Electrophoresis analysis for evaluation the sensitivity of PCR for the detection of Corynebacterium pseudotuberculosis (from left to
right, the molecular weight marker, the PCR product with 0.1 ng of standard DNA, and 1:10 dilutions in the subsequent wells, with a response
observed at 0.001 ng of DNA / reaction, a dilution equivalent to 10° CFU of Corynebacterium pseudotuberculosis (yellow arrow))
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PCR testing performed with serial dilutions (1:10) of 25 ng of standard DNA-strain DSMZ 20689 of Corynebacterium
pseudotuberculosis-demonstrate that the PCR assay designed for the identification of Corynebacterium pseudotuberculosis has
high analytical sensitivity, as it allows the identification of the agent in a DNA dilution at low as 0.001 ng, equivalent to 10° CFU of
Corynebacterium pseudotuberculosis.

Results

Positive results in one or more of the four PCR products analysed are presented in Table 3. As seen in Table 3, from the 58 pyogenic
samples analyzed, 10 were positive for at least one of the PCR product analyzed in this study. Of the 10 positive results, 3 were
positive in PCR I, and 4 results were positive only in PCR III, which detected the 16S gene for C. pseudotuberculosis with genomic
DNA diluted 1:10 (Figure 3 and Figure 4). Of the 58 clinical samples analyzed, 3 were positive for both PCR products I and II, with
16S and PLD gene segments for C. pseudotuberculosis detected at normal concentrations (Figure 4). As each sample originated
from a different herd, we estimated an overall prevalence of 17, 24% for Caseous Lymphadenitis in affected herds throughout
the Portuguese region of Alto Alentejo. Of the 10 samples with positive results, one was derived from goats (sample 84) and the
remaining nine were obtained from sheep (Table 4).

Sample Pfgolr::as] ‘ée;]':\l“ Pc&gi ';'])r’;;r“s PCRIII 168 Results | PCR IV PLD Results
number eoncenttation) conlcehtration) (Diluted DNA 1:10) | (Diluted DNA 1:10)
4 NEGATIVE | POSITIVE NEGATIVE
32 NEGATIVE POSITIVE NEGATIVE
52 POSITIVE NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE
61 NEGATIVE POSITIVE NEGATIVE
62 NEGATIVE | POSITIVE | NEGATIVE
63 POSITIVE NEGATIVE NEGATIVE
66 POSITIVE NEGATIVE NEGATIVE
77 POSITIVE POSITIVE NEGATIVE
84 POSITIVE POSITIVE NEGATIVE
85 POSITIVE POSITIVE ' NEGATIVE

Table 3: Positive results obtained via PCR I, PCR II, PCR III and PCR IV with normal DNA concentrations
(e.g.,1 uL and 2 pL) and diluted DNA concentrations (1:10).

Figure 3: Electrophoresis analysis of the results of PCR I and PCR III (as seen in the 1st row, from left to right, the molecular weight marker (bands
distributed from 1000 to 100 bp), followed by PCR products from samples 4 to 44-with positive samples identified in 4 and 32 (815bp) (blue arrows). In the
2nd row, from left to right, the molecular weight marker and PCR products from samples 45 to 59 sequentially, with sample 52 identified as positive (815 bp)
(red arrow))

In the visceral form of the disease, the lung was the most-commonly affected organ, with pyogranulomatous lesions caused by C.

pseudotuberculosis observed in 40% of the tested animals. The liver was the second-most affected organ (20%), and the disseminated
form was identified only in one animal (Table 4).

Subcutaneous abscesses (cutaneous or external form of the disease) were observed in 30% of cases with identification of the
etiologic agent of CL. In general, the visceral form was the most prevalent, with 70% of positive results in the identification of C.
pseudotuberculosis in PCR samples obtained from internal lesions (Table 4).
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Figure 4: Electrophoresis analysis of the results of PCR IIT, PCR IT and PCR I (in the 1st row, from left to right, the molecular weight marker, followed by PCR
products from samples 60 to 68, followed by an empty well and PCR products from samples 69 to 73, with positive samples identified in samples 61, 62, 63 and
66 (815 bp) (blue arrow). In the 2nd row, from left to right, the molecular weight marker and PCR products from samples 76 to 85, followed by samples 51 1I to
58 11, as well as positive and negative controls (green arrow), with samples 77, 84 and 85 identified as positive (815 bp) (red arrow))

Organ/Affected area
Subcutaneous | . Disseminated
Liver Lung
abscesses form
sheep goats | sheep | goats | sheep | goats | sheep | goats 58 tested
4 52 77 organs
Positive sample 34 ) 6l
number
85 62 63
66

Total number (%) | 2(20) | 1(10) |20) | 0 |4@0)| o |1ao)| o | 1007249

30% superficial

0% Vvisc CL lesions
Cllesions 70% visceral CL lesions

Table 4: Distribution of positive samples of C. pseudotuberculosis by organ/affected area and animal species

Statistical analysis of the observed results showed no statistically significant difference between species (sheep and goats) concerning
positive PCR identification for C. pseudotuberculosis (P>0.05) (Figure 5).

oW W
w o W

[
w o

-
w o

o
I'
|
|.-

GOATS SHEEP
2PCR - ®WPCR +
Figure 5: Distribution of positive and negative PCR samples for C. pseudotuberculosis by species (e.g., sheep and
goats)

With regards to the location of the lesions, including both positive and negative results for C. pseudotuberculosis PCR analysis, the
evaluated distributions did not prove to be statistically significant (P>0.05), although it was possible in Figure 6 to see that the lung
was the organ most affected by pyogenic lesions (Figure 7).
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Figure 6: Lesions Location

(@) (b)
Figure 7: Pulmonary lesions in a sheep with identification of C. pseudotuberculosis (a) Cutting of the lung parenchyma with exit of thick purulent material; (b)
Encapsulated pulmonary abscess

In contrast, when evaluating the distribution of pyogranulomatous lesions detected in sheep and goats, we found a statistically
significant difference between the two species (P<0.05), with sheep having the higher frequency of characteristic CL lesions
(Figure 8).

5
0 l .- —

LIVER DISSEMINATED LUNG SUBCUTANEOUS  INGUINAL
FORM

LESION LOCATION
m SPECIES GOATS = SPECIES SHEEP

Figure 8: Distribution of pyogranulomatous lesions screened for C. pseudotuberculosis by PCR in sheep and goats

Discussion

The extraction process and purification of genomic DNA for the detection of C. pseudotuberculosis was hampered by the large
pyogenic component of the pathological samples and a high concentration of cellular debris. The dilution of DNA samples
allowed us to detect four positive samples in PCR III, in which we investigated the 16S gene for C. pseudotuberculosis with
genomic DNA diluted 1:10 (Figure 4). Therefore, to detect the maximal number of positive animals in the diagnosis of CL, it
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is appropriate to perform PCR analysis by searching for more than one genomic DNA fragment (i.e., 16s RNA and PLD) while
diluting the DNA samples.

Molecular diagnosis is not a routine analysis technique in screening of caseous lymphadenitis, mainly because of the high cost
of PCR testing. However, compared to other diagnostic methods available for this disease, PCR has proven to be a sensitive and
specific test that enables the identification of an etiologic agent from a wide variety of pathological samples.

The definitive diagnosis of CL is primarily based on culture and identification of C. pseudotuberculosis, which can be isolated from
any kind of lesions. However, the number of viable bacteria in a chronic abscess may be low, and sterile lesions can occasionally
be found [11]. A study in Canada that focused on CL identified Corynebacterium pseudotuberculosis (via bacterial isolation) in
37 of 54 animals with abscesses [28]. In the 17 negative animals, the authors isolated Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes in 6
cases, Pasteurella multocida in one case and isolated no bacteria in 10 cases, consistent with the possibility of "sterile" abscesses or
abscesses with very low microbiological levels.

The present study allowed us to evaluate the analytical specificity and sensitivity of conventional PCR testing for C. pseudotuberculosis.
It was not possible to obtain a relative specificity or sensitivity value because no comparative tests were performed to check
for false positives or false negatives; nevertheless, high analytical specificity and high analytical sensitivity of PCR testing for
Corynebacterium pseudotuberculosis were identified.

From the 335 animals observed in the slaughterhouse, 58 (17, 31%) were presumptively diagnosed with CL. C. pseudotuberculosis
was identified in 17, 24% (10/58) of these animals. The overall CL prevalence in affected flocks of small ruminants (17, 31% in
macroscopic observation of lesions and 17, 24% in agent identification by PCR) confirmed in this investigation was lower than that
obtained in previous studies. This prevalence may have resulted from the chronic and purulent nature of the study samples, which
may correspond to CL lesions that lack the etiologic agent or its DNA, thus leading to an underestimation of the true prevalence
of CL. In a recent study in Korea in which 466 Korean native goats were tested, 34 (7.3%) were grossly diagnosed with CL. C.
pseudotuberculosis was isolated from 24 of these goats (70.6% of goats with superficial CL lesions), with infection confirmed by
PCR [29]. In the province of Tanta, Egypt, a study performed in a slaughterhouse identified 259 animals severely affected with
CL, among 962 small ruminants slaughtered, representing a prevalence of 26.92% [30]. Corynebacterium pseudotuberculosis was
isolated (via bacteriological analysis) in 241 cases (25.05% of the total).

The majority of pathological samples were obtained from sheep, which is consistent with data indicating that CL is more prevalent
in sheep than in goats. The increased prevalence of CL may be because, in the study area, there is a predominance of ovine species
(approximately 250 000 sheep and 87 000 goats) [31-33]. However, one of the positive PCR identification results was found in a
goat sample (10%). Several authors have suggested that goats are more commonly affected by external abscesses, while the visceral
form of CL may be more common in sheep [17,34].

Regarding lesion locations, the lung was the most-commonly affected organ in the visceral form of the disease (40%), as
previously described in the literature [17,34,35]. Visceral disease presentation was the most frequent, with the identification of C.
pseudotuberculosis in a greater percentage of visceral lesions (70%) compared with the skin or superficial forms (30% of subcutaneous
abscesses). These data confirm previous study results, demonstrating that the presence of external abscesses represents only the
tip of the iceberg, and underscoring that the problem of CL in the visceral form is more prevalent than commonly considered
[17,34,35]. Small ruminants affected by the visceral form of the disease rarely show abscesses in external lymph nodes, which
emphasizes the importance of accurately detecting animals affected by the visceral form [17].

This is the first prevalence study of caseous lymphadenitis in small ruminants carried out in Portugal. The only work previously
published Boinas F et al. used a very small number of animals and flocks [36].

Approximately half of the national herds of small ruminants (46%) reside in the Alentejo region, and the annual production of
lamb meat and certified sheep cheese has its largest representation in Alto Alentejo [31-33,37]. We therefore conclude that the
presence of a disease with such insidious characteristics and chronic nature as CL at such a high prevalence require the concern
of public health authorities and research centres of animal health. Future studies should attempt to estimate its morbidity and
mortality rate and its overall economic impact for the country and the region [38,39].

The performance of part of the study in a slaughterhouse allowed the real evaluation of CL on actual farms, including the detection
of subclinical animals.

This study faced certain limitations, including the inability of identifying other etiologic agents in pyogenic lesions, which would
have increased overall knowledge for differential diagnoses of CL and, non-performance of bacterial culture (gold standard
technique for detection of C. pseudotuberculosis) for comparison with PCR results.

PCR proved to be an excellent test for definitive and differential diagnosis of CL, although it is not the most appropriate for
prevalence studies due to its relative expense compared to microbiological culture. Furthermore, PCR is not likely to become
the technique of choice in control and eradication programmes for CL since it does not allow for in vivo detection of subclinical
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carriers, the main cause of disease spread within a flock.

Additional studies concerning the true prevalence and economic impact of CL should be conducted to more fully assess the
importance of this disease in Portugal and in the Alentejo.
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Anexo 6: Lina Costa (2016). LINFADENITE CASEOSA NO ALTO ALENTEJO,
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ruminantes afetados e Otimizacdo da prova de PCR Cléssico no diagndstico e
identificacio de Corynebacterium pseudotuberculosis. PUBLICACAO ZOETIS —
SAUDE ANIMAL - PORTUGAL. http://hdLhandle.net/10400.26/18564.
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