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'Healing is a matter of time, but it is sometimes also a matter of opportunity.'  

(Hippocrates)



Tesis Doctoral – Lina Costa 

ABSTRACT & RESUMEN 
 

 

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.



 

Universidad de Córdoba – Facultad de Veterinaria 

ii 

Resumen 
 
La Linfadenitis caseosa (LC) o pseudotuberculosis es una enfermedad piógena, causada 
por Corynebacterium pseudotuberculosis, que afecta principalmente a pequeños 
rumiantes, si bien también se ha descrito en ciervos, vacas, caballos, cerdos y humanos. 
A pesar de su distribución mundial y su impacto económico en la producción ovina y 
caprina, su prevalencia real y distribución están subestimadas en aquellos países donde 
no se considera una enfermedad de declaración obligatoria. El presente trabajo es el 
primer estudio de seroprevalencia de LC realizado en el Alto Alentejo, principal región 
ganadera de Portugal, con el objetivo de (1) evaluar la validez y utilidad de diversas 
técnicas de diagnóstico serológico y molecular, (2) realizar una encuesta transversal de la 
seroprevalencia de C. pseudotuberculosis en los pequeños rumiantes, (3) realizar un 
estudio preliminar de los factores de riesgo asociados a la seropositividad y (4) describir 
los casos clínicos encontrados. Para ello, se tomaron muestras de suero a 756 animales 
procedentes de 82 explotaciones, así como muestras de abscesos y pus a 58 animales con 
lesiones piogranulomatosas cutáneas y viscerales. A fin de mejorar la sensibilidad de la 
PCR múltiple para la identificación de C. pseudotuberculosis a partir de muestras 
purulentas, previamente al estudio se determinó la validez de esta prueba tras incluir una 
dilución (1:10) de las muestras de ADN. Los resultados obtenidos no mostraron ninguna 
mejora en su validez diagnóstica, por lo que consideramos que la dilución sólo debería 
aplicarse en lesiones muy purulentas que resulten negativas al protocolo clásico. Por su 
parte, la comparación del test ELISA directo (ELITEST CLA # CK105A®) con la PCR 
múltiple (prueba de referencia) mostró una sensibilidad y especificidad diagnósticas del 
100% y el 76,1%, respectivamente, con una Razón de Probabilidad de 4,78 para los 
resultados positivos y superior a 100 para los negativos. En base ello, el ELISA ofrecería 
una certeza del 100% al descartar la LC, independientemente de la probabilidad pre-
prueba, pero la credibilidad de los resultados positivos sólo sería ≥ 80% cuando la 
prevalencia real en el colectivo fuese ≥ 46%.  
El estudio epidemiológico de la infección por C. pseudotuberculosis reflejó una 
seroprevalencia a nivel de granja (dispersión) del 75,4% (IC95% [66,4%-84,5%]), con un 
16,7% de la cabaña 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 producción no extensivo (RP 4,19 IC95% [3,67-4,79]) y/o en 
granjas de mediano y gran tamaño. Finalmente, el estudio patológico confirmó 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 pequeños rumiantes en Portugal, así como la utilidad de la técnica ELISA 
directa en la detección de casos subclínicos 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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Lista de siglas y términos específicos 

Sigla Significado 

Bp Pares de bases 

DGADR Direção-Geral de Agricultura e Desenvolvimento Regional 

DGAV Direção Geral de Alimentação e Veterinária 

DIV Divisão de Intervenção veterinária 

DNA Desoxyribonucleic acid 

DOP Denominação de Origem Protegida 

DSMZ German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) 

DT Diphtheria toxin 

ELISA 

FAO 

Enzyme-lynked Immunosorbent Assay 

Food and Agriculture Organization of the United Nations 

Fw Forward 

IG Indicação Geográfica 

IGP Indicação Geográfica Protegida 

INE Instituto Nacional de Estatística 

INIAV Instituto Nacional de Investigação Alimentar e de Veterinária 

LC Linfadenitis caseosa 

Ng Nanogramos 

nM Nanomolares (concentración de primers) 

PCR Polimerase Chain Reaction 

mPCR Multiplex PCR 

PLD  Phospholipase D 

OSD Oedematous skin disease 

Rv Reverse 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate 

SPSS Statistical Package for the Social Sciences 

TAE buffer Tampón Tris – Acetato – EDTA 

Tm Temperatura de emparejamiento 

UFC Unidades Formadoras de Colonias 
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CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN Y JUSTIFICACIÓN 

1 

CAPÍTULO I. 

INTRODUCCIÓN Y JUSTIFICACIÓN 

 

La infección por Corynebacterium pseudotuberculosis (también denominado C. ovis) es 

la causa de Linfadenitis Caseosa (LC), un proceso infeccioso muy contagioso de curso 

crónico y caquectizante que afecta principalmente a ovejas y cabras. La bacteria 

Corynebacterium pseudotuberculosis además de afectar a pequeños rumiantes, también 

se encontró en infecciones ocasionales en ganado vacuno, caballos, rumiantes salvajes, 

búfalos, 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 formación de abscesos en uno o más nódulos 

linfáticos (Paton, 2010; Aquino de Sá et al., 2013). Menos frecuentemente, puede resultar 

en neumonía, hepatitis, mastitis, artritis, orquitis, abortos, nacimientos prematuros, 

infertilidad y mortalidad perinatal en estas especies (Paton, 2010; Mendonça, 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 científico 

preferido es Linfadenitis caseosa (Cabi.org , 2019). La LC fue descrita por primera vez 

en el año 1888 por el veterinario francés Edmond Isidore Etienne Nocard, quien recuperó 

la bacteria de un caso de linfangitis bovina (Belchior et al., 2006), un poco más tarde en 

Hungría por Preisz y Guinard con aislamiento del Corynebacterium en una lesión renal 

en ovinos (1891) y por Nocard nuevamente y 5 años más tarde en equinos (1896) 

(Hosseinzadeh et al., 1996; Baird y Fontaine, 2007). A partir de 1896 lo bacteriólogo 

húngaro Preisz y el veterinario francés Nocard hicieron un cuidadoso estudio sobre el 

bacilo, razón por la cual por años se denominó “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, África 

del Sur, Oriente Medio, América del Norte y América del Sur, y la mayoría de los países 

del norte y sur de Europa (Dercksen et al., 2000; Fointaine y Baird, 2008; O’Reilly et al., 
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2008; Windsor, 2011; Zavoshti et al., 2012). En Portugal la enfermedad se describió por 

primera vez en 1968 por el Profesor Jacinto Ferreira y el mismo autor refiere el 

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

Se considera una de las enfermedades de las ovejas y cabras más importantes, en términos 

económicos, en Estados Unidos, Canadá, Brasil y Australia, países donde la enfermedad 

es endémica y presenta altas tasas de prevalencia (Çetinkaya 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 económicas provocadas 

por la LC derivan del aumento de las horas de trabajo en la inspección de canales 

afectadas, en la limpieza y desinfección de material y equipamiento infectado (material 

empleado para esquilar, identificación animal, ...), de la elevada tasa de decomisos de 

órganos, piezas y canales completas en matadero, la muerte de los animales afectados por 

la forma sistémica, la disminución de la producción de leche y lana, la infertilidad y 

disminución del rendimiento reproductivo resultante del “Síndrome de la oveja flaca" 

(Stanford et al., 1998; Çetinkaya 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 pequeños 

productores (Aquino de Sá 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 

proporción elevada de animales, los cuales suelen exhibir sintomatología a cualquier 

momento de la infección. 

En Europa, hasta hace unos años, existía muy poco interés en la LC, si bien, en los últimos 

años se ha observado una preocupación creciente por parte de varios países debido al 

impacto económico que supone esta enfermedad en la industria ganadera de los pequeños 

rumiantes (Windsor, 2011; Smith, 2015). Aunque la enfermedad ha sido reportada en 

países anteriormente libres de la LC, probablemente debido a la importación de animales 

infectados, son muchas las regiones de Europa, como Portugal, en las que se desconoce 

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

La situación sanitaria de los rebaños de pequeños rumiantes en Portugal ha mejorado a lo 

largo de los años, con respecto a enfermedades animales sujetas a acciones oficiales de 

control o erradicación. Sin embargo, los esfuerzos de control de enfermedades no 
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sometidas a declaración obligatoria, como la LC, son pequeños y se limitan a los 

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

En base a ello, en este trabajo de tesis doctoral se planteó una validación de una prueba 

ELISA comercial para la detección de animales portadores asintomáticos, a fin de 

aplicarla al estudio epidemiológico de la LC en la región del Alto Alentejo (Portugal) y, 

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

La actual prevalencia de Linfadenitis caseosa en pequeños rumiantes esta subestimada, 

por el hecho de que no se trata de una enfermedad de notificación oficial en muchos 

países, como Portugal y España, y también porque los propietarios de las fincas no están 

informados de su impacto económico, no recurriendo a apoyo veterinario en los casos de 

los abscesos superficiales. Sin embargo, se trata de una enfermedad con importantes 

implicaciones no sólo económicas, sino también sanitarias. 

- Sanitaria: se trata de una zoonosis que afecta a personas con mucho contacto con 

pequeños rumiantes (profesional u ocupacional), en las cuales la infección se hace a través 

de heridas abiertas e inhalación de polvo contaminado (esquiladores, matarifes, 

veterinarios, investigadores, etc.). También puede producirse el contagio por la ingestión 

de leche, situación más frecuente en países en desarrollo y donde no exista un control 

sanitario de los productos de origen animal. La infección 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 hospitalización, terapia antibiótica 

prolongada e incluso cirugía. 

- Económica: siendo una enfermedad crónica e insidiosa con posibilidad de presencia de 

animales asintomáticos, la estimativa de sus daños económicos no es fácil de realizar. 

Este daño económico deriva principalmente de los siguientes puntos: 

• Por ser una enfermedad de difícil diagnóstico es comúnmente un hallazgo de 

matadero, lo que obliga al decomiso de las canales, o de necropsia, determinando 

restricciones en el comercio de esas canales. 

• Es responsable por un acortamiento de la vida útil de los animales enfermos y 

disminución de los índices productivos, provocando también un retraso en la edad de 

alcanzar la madurez sexual y manifestaciones de mortalidad perinatal con abortos 

esporádicos. 
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• La ineficacia del tratamiento antibiótico se debe a las características de la lesión y la 

dificultad para llegar al interior del absceso, lo que obliga al sacrificio de los animales 

enfermos. 

• Al no existir procedimientos adecuados de inmunización, el comercio de animales en 

vida se ve limitado: el intercambio comercial puede encontrarse restringido tanto en 

el ámbito internacional como dentro de un mismo país. 

• La LC puede originar pérdidas económicas graves en criadores de ovejas de raza 

seleccionada y con pedigree, aumentando la posibilitad de diseminación de la 

enfermedad entre los colectivos comerciales de reproductores, conduciendo a un 

decomiso de corderos en matadero aún más grande. 

 

La verdadera prevalencia de la infección en ovejas en los países europeos no se ha 

estimado, parcialmente debido a la no existencia de una prueba de diagnóstico fiable para 

la detección de la infección en animales vivos. Pero hay datos de algunos países en que 

se verifica el aumento del número de casos en las anteriores décadas (Fig. 1). 

 

 

Figura 1: Gráfica representativa del número de explotaciones de ovejas con diagnóstico 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 económica 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 pulmón 

conduciendo al decomiso de órganos y canales, se registró 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 económica sobre la producción de pequeños rumiantes y 

que es importante desarrollar programas de control y erradicación, con el objetivo de 

disminuir su prevalencia. 

 

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

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

 Número (%) 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 últimos 20 años ha habido un aumento de la inversión de las autoridades oficiales 

de los países desarrollados en programas de control y erradicación de la enfermedad, 

especialmente en países donde la producción de ganado ovino y caprino es importante 

para la economía del país. Estos programas deben basarse en el conocimiento de la 

prevalencia y los factores asociados a la aparición de la enfermedad, la aplicación de 

métodos de diagnóstico rápidos y fiables, y la implementación de medidas de lucha 

eficaces (Thrusfield y Christley, 2018). 

La investigación desarrollada en este trabajo de Tesis aportará, por primera vez, 

información amplia y relevante sobre la epidemiología y el diagnóstico de la infección 

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

REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Sector ovino y caprino en España y Portugal 

La industria de los pequeños rumiantes ya sea en el sector cárnico o lácteo, es muy 

importante en muchos países, y en países en desarrollo suele ser la parte que más 

contribuye a la economía agraria nacional. En estos países la especie caprina ha sido 

descrita como la vaca del pobre (Poor man’s cow), debido a su inmensa contribución a la 

economía de los pueblos más desfavorecidos. Las ovejas y las cabras, por ejemplo, 

constituyen la base principal de la producción de carne en la India (Pal y Chakravarty, 

2020). 

En el contexto europeo, y a pesar de que el desarrollo de los países permite a la población 

utilizar otros productos, la explotación de pequeños rumiantes sigue siendo de enorme 

importancia, especialmente en las zonas más rurales, propias de los países de la península 

Ibérica. 

El sector ovino y caprino representa en España el 12% de la Producción Final Ganadera, 

si se tiene en cuenta el conjunto del subsector cárnico y el lácteo. Con un censo ovino que 

en los últimos cinco años se encuentra estabilizado alrededor de los 16 millones de 

cabezas, España es el segundo país en importancia de la Unión 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, España es el segundo país comunitario en censo de ganado caprino 

con unos 2.5 millones de animales (Estadística ESPAÑA, 2016). Debido al carácter 

extensivo de una parte importante del sector y a que es una actividad que se asocia a 

aquellas zonas donde no existen otras alternativas económicas, este sector tiene un papel 

primordial en la vertebración del territorio, en la conservación del entorno y en la 

generación de empleo en zonas rurales. En los últimos años se ha puesto de manifiesto la 

capacidad de éste para adaptarse a los nuevos condicionantes de los mercados, 

aumentando el comercio con países terceros, así como promocionando y valorizando la 

calidad de los productos obtenidos en España (www.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 número de ovejas es de 3 mil en Madeira y 4 mil en las Azores (Estadística 

Portugal, 2014). Las cifras del 2018 de la FAO (Food and Agriculture Organization of 

the United Nations - Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la 

Alimentación) sitúan a Portugal entre los 10 países con mayor producción de pequeños 

rumiantes de la Unión Europea (considerando el Reino Unido) (Fig. 2). 

 

 

 

Figura 2: Gráfica representativa de la producción de ovinos y caprinos (en número total de 

animales) en los principales países productores de pequeños rumiantes de la Unión Europea 

(FAOStat, 2018). 

 

Cabe señalar que en 2013 la producción total (toneladas de carne) fue mucho menor que 

en años anteriores, cuando Portugal produjo el doble. Estos registros también muestran 

una reducción global de la producción de carne de ovino en los últimos 10 años de registro 

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

El Alentejo es la región del país con el mayor número de cabras y ovejas, con un total de 

aproximadamente 97.000 cabras y más de 1 millón de ovejas (la mitad de la población 

ovina nacional y una cuarta parte de la población caprina nacional se encuentra en el 

Alentejo) (Fig. 4 y 5, respectivamente). En esta región de Portugal, el 80% de las ovejas 

son de aptitud cárnica y el 20% de aptitud láctica (Estadística PORTUGAL, 2014). 
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Figura 3: Gráfica representativa de la reducción de la producción de carne de ovino (en toneladas) 

en los últimos 10 años de registro existente, en Portugal y España (FAOStat, 2013). 

 

 

 

Figura 4: Gráfica representativa del total de cabras en 2014 en las principales regiones agrícolas 

de Portugal (Estadística PORTUGAL, 2014). 
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Figura 5: Gráfica representativa del número total de ovinos en 2014 en las principales regiones 

agrícolas de Portugal (Estadística PORTUGAL, 2014). 

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

de leche de oveja del país (Fig. 6 y 7, respectivamente) (Estadística PORTUGAL, 2014). 

 

Figura 6: Gráfica representativa de la producción de leche de cabra en 5 regiones agrícolas de 

Portugal, entre 2010 y 2014 (Estadística PORTUGAL, 2014). 
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Figura 7: Gráfica representativa de la producción de leche de oveja en 5 regiones agrícolas de 

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

 
La producción de pequeños rumiantes lecheros y cárnicos en el Alto Alentejo representa 

una parte importante de la producción ganadera en la región y en el país, con un total de 

250.000 ovejas y 25.000 cabras (Estadística PORTUGAL, 2009). 

La producción anual de carne, cordero certificado (Borrego do Nordeste Alentejano IG-

Indicación Geográfica), en la región en estudio, es de 128 toneladas, siendo la segunda 

región certificada más grande en la producción de esta carne en Portugal. En cuanto a la 

producción de queso de oveja, el Alto Alentejo es la región con mayor producción de 

queso certificado en el país, registrando el queso Nisa DOP (Denominación de Origen 

Protegida) una producción anual de 120,3 toneladas.  

En Portugal, en los últimos años se ha producido un abandono de la actividad por parte 

de pequeños y medianos productores de ovejas y cabras, debido a la baja rentabilidad y 

pequeña dimensión de la explotación, reducción del apoyo a la producción, nuevos 

requisitos sanitarios, edad avanzada de los ganaderos y reducido interés de los jóvenes 

agricultores en el sector agrario (Estadística 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 cría de ovejas y cabras, con la consecuente disminución del número de 
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explotaciones y animales (FAOStat, 2015; Cabo et al., 2017). Sin embargo, la población 

nacional de pequeños rumiantes se ha mantenido estable, mientras disminuye 

progresivamente el número de explotaciones, lo que indica una cierta concentración del 

sector (Tabla 2 y Fig. 8). 

La población autóctona va acompañada de una tendencia decreciente a nivel nacional y 

en 2013, era solo el 5% y el 11% del rebaño de ovejas y cabra nacional, respectivamente. 

Esta pérdida de efectivo también se refleja en la producción y comercialización de sus 

productos certificados (Cabo et al., 2017). 

 

Tabla 2: Evolución del número total de explotaciones de pequeños rumiantes y del número 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 

Nº explotaciones 69.005 66.051 64.330 62.497 60.958 59.236 58.591 

Nº animales 2.476.829 2.378.815 2.267.714 2.227.202 2.280.744 2.331.381 2.298.938 

 

 

Figura 8: Gráfica representativa de la evolución del número total de ovinos y caprinos en los 

últimos años, en Portugal (FAOStat, 2018). 
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El efectivo ovino no ha cambiado significativamente desde 2009 (-2%), pero el tamaño 

medio de los rebaños aumentó de 43 a 51 cabezas por explotación en 2019, debido al 

aumento del efectivo en explotaciones con más de 500 cabezas (+ 12%) y el abandono de 

pequeños productores, con rebaños de menos de 10 ovinos, cuyo número disminuyó un 

19%. La disminución del efectivo caprino fue más evidente que la de ovino, registrándose 

una disminución 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 pequeños productores, ya que los grandes rebaños, con más de 

500 cabras, aumentaron tanto en número de animales (+ 28%) como en efectivo (+ 34%), 

contribuyendo así al crecimiento del tamaño medio de 13 a 16 cabezas por explotación 

en 2019. A diferencia de la producción ovina, que está muy concentrada en el Alentejo 

(53%), la producción caprina tiene una mayor dispersión territorial (Estadística 

PORTUGAL, 2019). 

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

programas regionales y nacionales para contrarrestarlo. 

En un futuro próximo será fundamental impulsar la denominada agricultura familiar con 

enfoque en las pequeñas explotaciones y un fuerte apoyo en el ámbito de la sanidad 

animal y en el diagnóstico 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 rápidamente y destaca 

más que nunca el importante papel que desempeñan en la erradicación del hambre y en 

la configuración de nuestro futuro de la alimentación. La agricultura familiar ofrece una 

oportunidad única 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 sabiduría y cuidado de la 

tierra, los agricultores familiares son los agentes de cambio que necesitamos para lograr 

el Hambre Cero (Zero Hunger), un planeta más equilibrado y resiliente, y los Objetivos 

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

El presente trabajo se desarrolló en la zona rural más extensa de Portugal continental y 

gran parte del trabajo de recolección de muestras y datos se llevó 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 países 

pequeños como Portugal, la valorización del sector primario de la economía debe ser la 

apuesta de futuro de los gobiernos nacionales y regionales. 

 

2.2. Etiología 

La LC es una enfermedad de etiología bacteriana con una evolución crónica causada por 

el agente Corynebacterium pseudotuberculosis. 

Inicialmente el microorganismo se conoció como bacilo de Preisz-Nocard y tras varias 

denominaciones, en 1923 pasó a llamarse Corynebacterium ovis y finalmente en 1948 se 

denominó oficialmente Corynebacterium pseudotuberculosis. La etimología de la palabra 

"corynebacterium" es de origen griego y hace referencia a la morfología y agrupación de 

la bacteria, un bacilo Gram positivo irregular, pleomórfico 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 lesión 

con el nódulo 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 

nódulos linfáticos 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 

típicas de LC, aislándose el patógeno 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 aisló como patógeno único en 219 casos 

(77,65%), y en infección mixta con Staphylococcus spp. en 35 casos (12,41%). Por otro 

lado, las especies de Staphylococcus spp. se aislaron como patógeno único en solo 28 

casos, representando 9,92%. En un trabajo desarrollado en Canadá (Debien et al., 2013) 

se identificó (por aislamiento bacteriológico) Corynebacterium pseudotuberculosis en 37 

de los 54 animales con abscesos. De los 17 animales restantes que eran negativos a esta 

bacteria, se aisló, el agente Trueperella (Arcanobacterium) en 6 casos, Pasteurella 
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multocida en 1 caso y, en 10 casos no se observó ningún aislamiento bacteriológico, 

hecho que es consistente con la posibilidad de haber abscesos "estériles" o por lo menos 

con una baja carga microbiológica. 

El Corynebacterium pseudotuberculosis (Actinomycetales: Corynebacteriaceae) es un 

bacilo intracelular facultativo, pleomórfico, no-móvil, no esporulado, con fimbrias y con 

tamaños que oscilan entre 0,5-0,6 µm y 1,0-3,0 µm, muy resistente en el medio externo, 

lo que parece vincularse a la existencia de un componente lipídico de su membrana, muy 

eficaz frente a la desecación (Quinn et al., 2011). Esta propiedad le da casi el carácter de 

enfermedad telúrica pudiendo dar lugar, por tanto, a infecciones de origen exógeno, 

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 60oC 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 grupo CMNR 

presentan características en común, incluyendo un elevado contenido genómico en bases 

G/C (52,85%) y una pared celular específica con una estructura compuesta por ácido 

micólico, peptidoglicanos y arabinogalactina (Dorella et al., 2006 citado por Bezos et al., 

2015; Almeida et al., 2016). 

La Pseudotuberculosis afecta fundamentalmente a los pequeños 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 Pequeños 

rumiantes 

II Linfangitis ulcerativa Equino 

Renale  Pielonefritis y cistitis Bovino 

Cystitidis  Cistitis hemorrágica Bovino 

Pilosum  Pielonefritis y cistitis Bovino 

Ulcerans  Mamitis Bovino 

Actinomyces Bovis  Actinimicosis Bovino 

Archanobacterium Pyogenes  Piobacilosis Porcino 

Eubacterium Suis  Pielonefritis, cistitis y 

metritis 

Porcino 

 

Corynebacterium diphtheriae, ulcerans y pseudotuberculosis constituyen un grupo de 

microorganismos “toxigénicos” que están relacionados con diferentes procesos 

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

Se consideran dos biotipos de C. pseudotuberculosis, clasificados así en base a la 

capacidad de reducción 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 típicamente 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 búfalos en Egipto y 

el C. pseudotuberculosis serotipo II (biotipo equi; nitrato positivo) se considera la causa 

primaria (Selim, 2001). 

El gen de la toxina Diphtheria toxin (DT) está codificado por un bacteriófago 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 clasificación del Corynebacterium pseudotuberculosis se basaba en 

sus características morfológicas y bioquímicas, pero la quimiotaxonomía ha revelado la 
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existencia del ácido mesodiaminopimelico en su pared celular. Los peptidoglicanos, 

arabinosa y galactosa son los principales glúcidos de la pared celular, así como los ácidos 

micólicos de cadena corta. La utilización de secuencias parciales de genes rpoβ, que 

codifican a la subunidad β de la ARN polimerasa, también han resultado útiles en la 

identificación y clasificación de las especies del género Corynebacterium (Gyles et al., 

2010). 

Muy recientemente técnicas moleculares de tecnología genómica y filogenética, como la 

secuenciación multilocular (Sellyei et al., 2017) y la evaluación de ERIC-PCR 

(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus – PCR) (Dorneles et al., 2014)   se han 

desarrollado con la intención 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 países (Dorneles et al., 2014). 

El análisis del pangenoma de 15 cepas del C. pseudotuberculosis se completó 

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 modificación de los 

nucleótidos responsables de que una cepa sea más virulenta que otra, no han sido 

identificados y actualmente una de las áreas de investigación en C. pseudotuberculosis 

más importantes es la definición de los genes que se expresan de forma diferenciada en 

cultivos bacteriológicos y en el interior de las lesiones granulomatosas (Almeida et al., 

2016). 

 

2.3. Epidemiología 

La pseudotuberculosis, al no ser una enfermedad de declaración obligatoria, presenta una 

prevalencia generalmente subestimada. En zonas pobres y con pocos recursos 

económicos, donde el principal sector de subsistencia es la ganadería, los ganaderos y 

veterinarios no están sensibilizados y los casos de LC no son declarados ni investigados, 

siendo total el desconocimiento de su verdadera importancia (Belchior et al., 2006; 

Gómez-Gascón et al., 2013; Kumar et al., 2013). 
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Por otro lado, su impacto en la economía de países con numerosas explotaciones de 

pequeños rumiantes y los estudios recientemente publicados demostraron que existe una 

fuerte expansión de la LC (Connor et al., 2000; Çetinkaya et al., 2002; Guimarães et al., 

2011a; Pavan et al., 2012; Costa, 2016; Alves et al., 2020; Ruiz et al., 2020). En Reino 

Unido por ejemplo la enfermedad está presente desde 1980 y se considera actualmente 

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

En la tabla 4 se presentan datos de prevalencia de LC en los últimos 30 años y en 

diferentes partes del globo. En este cuadro resumen el valor estimado de la prevalencia 

varía de una región a otra y según el método de diagnóstico utilizado para detectar los 

animales afectados (detección macroscópica de abscesos, aislamiento bacteriológico del 

agente Corynebacterium pseudotuberculosis, serología o PCR). Aun considerando que 

los resultados se obtuvieron en base a diferentes técnicas diagnósticas, y que no sea 

posible tener una valoración real de la evolución de la prevalencia de LC a lo largo de los 

años, se puede observar que la prevalencia de la enfermedad ha tendido a aumentar hasta 

los días de hoy.  Otro hallazgo interesante en este resumen es el hecho de que la frecuencia 

de la enfermedad es más elevada cuando se presentan los datos en referencia a la 

dispersión de la infección en rebaños (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). 

País/Región Estudo/Año/Técnica analítica Especie Valor estimado de la prevalencia de LC 

Brasil de Farias et al./2019/Serologia (dispersión en rebaños y prevalencia en animales) Caprino 87.8% y 30.3% 

Portugal/Alto Alentejo Costa /2016/PCR Ovino y Caprino 17.24% 

Etiopía Abebe y Tessema/2015/Aislamiento microbiológico Ovino y Caprino 72% 

Corea Jung et al./2015/Serología Caprino 57.3% 

Argelia Chikhaoui et al./2013/Aislamiento microbiológico Ovino 53.6% 

España/Andaluzía Gómez-Gáscon et al./2013/Aislamiento microbiológico Ovino y Caprino 38% 

Canadá/Quebeque Debien et al./2013/Evaluación macroscópica de abscesos Caprino 24.3% 

Australia Windsor/2011/Evaluación de mataderos y encuestas a productores Ovino 26% 

Argentina/Patagonia Pavan et al./2012/Serología (dispersión en rebaños) Ovino y Caprino 70% 

Brasil Pavan et al./2012/Serología (dispersión en rebaños) Caprino  78% 

Egipto Al-Gaabary et al./2010/Evaluación macroscópica de abscesos y análisis bacteriológico Ovino y Caprino 26.92% y 25.05% 

Irlanda Malone et al./2006/Aislamiento microbiológico Ovino 40.4% 

Canadá/Quebeque Arsenault et al./2003/Aislamiento microbiológico Ovino 21% 

Turquia Çetinkaya et al./2002/Aislamiento y PCR Caprino y Ovino 16 – 63% 

Canadá/Alberta Stanford et al./1998/Serología Ovino 23% 

Japón Chikamatsu et al./1989/Serología Ovino 39.3% 

Brasil/Nordeste Brown et al. /1987/Evaluación macroscópica de abscesos Caprino 14% 
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Un estudio realizado en la provincia de Quebec, Canadá (Debien et al., 2013) que tenía 

como objetivo determinar las principales causas de muerte en 13 explotaciones de cabras, 

verificó que entre las principales causas de muerte en colectivos de cabras están la 

Enterotoxemia por Clostridium perfringens tipo D (17,1%), la neumonía (13,8%), la 

Paratuberculosis (10,5%), la Listeriosis (6,6%), la Toxemia de gestación (5,3%), la 

Artritis encefalitis caprina (4,6%) y la Linfadenitis caseosa (3,9%). El mismo estudio 

concluyó 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) está 

presente en un 54.1% de los casos. En este trabajo (Debien et al., 2013), de las 152 cabras 

a las que se le realizó la necropsia, 54 (35,5%) tenían al menos un absceso y se aisló 

Corynebacterium pseudotuberculosis en 37 de las 54 (68,5%) cabras con abscesos. La 

LC fue la enfermedad más frecuente diagnosticada en este estudio, afectando a un 24,3% 

de los animales sacrificados y once de las 13 explotaciones participantes (84,6%) tenían 

al menos un animal afectado por esta enfermedad. 

En estudios desarrollados en España se verifica que la LC se ha mantenido en los últimos 

años sin alteraciones en su prevalencia (Gómez-Gascón et al., 2013) y un trabajo reciente 

en este país (Ruiz et al, 2020) registra una prevalencia de LC por observación 

macroscópica de lesiones compatibles y confirmación por aislamiento del C. 

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

En Portugal, no existen estudios previos sobre la prevalencia y la importancia económica 

de la infección por Corynebacterium pseudotuberculosis en pequeños rumiantes a nivel 

nacional o regional. Sin embargo, la forma clínica de la enfermedad caracterizada por 

abscesos subcutáneos, a menudo descrita como "Enfermedad de los quistes", es 

reconocida en la mayoría de los efectivos, tanto por los productores como por los médicos 

veterinarios. Se ha concluido, de forma empírica, 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 nódulos superficiales es 

altamente sugestiva de la presencia de LC en un rebaño, particularmente si muchos 

animales del grupo están 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 nódulos linfáticos submaxilar, retrofaríngeo lateral, pre-

escapular, supra-mamario y poplíteo, refirió el aislamiento de Corynebacterium 



Tesis Doctoral – Lina Costa 

CAPÍTULO II: REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

21 

pseudotuberculosis en 5 de las 11 (45%) ovejas y 2 de las 3 (66,7%) cabras analizadas 

(Boinas et al., 2000). Este trabajo se centró en la investigación del agente infeccioso en 

lesiones externas, sin embargo, el principal problema radica en la detección de cuadros 

subclínicos y en las manifestaciones sistémicas de la enfermedad, que son menos 

detectadas, y a la vez son las principales causas de las pérdidas económicas asociadas a 

la LC. Así, estudios llevados a cabo en la región de Tras-os-Montes (Portugal) sobre la 

mortalidad perinatal en pequeños 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 (Mendonça, 2012).  

Sin embargo, y a pesar del interés aparente y la concienciación actual sobre la importancia 

de la LC en la producción nacional de pequeños rumiantes, no se están desarrollando 

estudios para profundizar en el conocimiento científico y epidemiológico 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 erradicación implementados sólo cubren 

las enfermedades de control oficial1 y no es posible obtener datos o registros de otras 

enfermedades infectocontagiosas con importancia sanitaria y económica relevantes, 

como la Pseudotuberculosis, la Paratuberculosis, la Clamidiosis o la Leptospirosis. Sin 

embargo, para la exportación de corderos a terceros países, como Israel, Irán, Túnez o 

Arabia Saudí, es obligatoria la certificación de las explotaciones de origen como libres de 

LC en caso de venta para reproducción, y la no evidencia clínica de LC en los últimos 3 

años para la venta de corderos para sacrificio (Drª Rita Amador – DGAV (Direção Geral 

de Alimentação e Veterinária - IV Jornadas Técnico-Veterinarias de Campo Blanco, 20 

y 21 de noviembre de 2015). A pesar del enorme interés por parte de estos países en el 

cordero portugués (el cual valora por encima de 5 euros por kilogramo en los animales 

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

 
1 
  - Pequeños rumiantes: “Programa de Erradicação de Brucelose Ovina e 
 Caprina e Plano de Vigilância, Controlo e Erradicação das Encefalopatias 
 Espongiformes Transmissiveis (EET’s)”. 
 - Bovinos: “Programa de Erradicação de Brucelose Bovina, Tuberculose Bovina 
 e Leucose Enzoótica dos Bovinos e o Plano de Vigilância, Controlo e 
 Erradicação das Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (EET’s)”. 
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impide a los productores nacionales de los pequeños rumiantes exportar su producción 

(Costa, 2016). 

En cuanto a los factores de riesgo asociados a la Linfadenitis Caseosa, la prevalencia en 

la especie ovina es significativamente más 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 simultáneamente más alta en animales adultos que en 

jóvenes (Chikhaoui y Khoudja, 2013). Las hembras son criadas con finalidad 

reproductiva y por eso permanecen más tiempo en la explotación, por lo tanto, están 

expuestas durante periodos de tiempo más 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 año de vida, lo 

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

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

2013). 

Varios estudios de análisis 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 rebaños donde sus dueños 

dejaron que los abscesos se rompieran naturalmente se presentaron una probabilidad más 

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 más elevada de LC fueron ovejas de raza pura (Razón de 

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

animales (PR = 1.192; P = 0.020), la separación 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 eliminación tardía 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 número de rebaños infectados puede ser 

resultado de factores ambientales que predisponen a la infección 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 más susceptibles son los pequeños 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), búfalo 

(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 patógeno se ha asociado con casos de linfadenitis en caballos y con linfangitis 

ulcerativa en bovinos (Baird y Fontaine, 2007) y se aisló en el ciervo de cola blanca 

(Odocoileus virginianus) (Stauber et al., 1973), antílopes (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 coinfección 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) basándose en una serie de 98 casos de infección por C. pseudotuberculosis 

confirmados por bacteriología y análisis de secuenciación genética (Domenis et al., 

2018). 

En países donde conviven estas especies salvajes con los rumiantes domésticos, como 

Portugal y España, puede preverse la transmisión del agente etiológico entre ambos y 

dificultar el control de la LC. Existen evidencias científicas de que la cohabitación entre 

los pequeños rumiantes domésticos y salvajes es un importante factor de riesgo en la 

prevalencia de enfermedades infecciosas (Márquez et al., 2013; Matos et al., 2015) 

alterando el panorama de distribución de enfermedades como la LC. 

El modo de transmisión, la patogenia y el impacto económico de la enfermedad en 

bovinos está poco estudiada. A pesar del amplio espectro de hospedadores, la transmisión 

natural del C. pseudotuberculosis entre pequeños rumiantes y bovinos no es común, si 

bien en las infecciones en bovinos se han aislado ambos biotipos I y II (ovis y equi) 

(Soares et al., 2013). 

La aparición de casos de LC en otras especies (diferentes a los pequeños rumiantes), como 

bovinos y caballos, es cada vez más frecuente, no sólo porque la presión diagnóstica es 
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mayor, sino porque existe una dispersión del agente etiológico al medio ambiente que 

desemboca en una mayor transmisión a otras especies. El estudio de un brote de C. 

pseudotuberculosis en caballos de todas las edades, sexo y razas en Kansas (USA) 

determinó que la enfermedad se desencadenó en condiciones climáticas de calor y sequía, 

bajo condiciones ambientales de baja humedad del suelo y fragmentación de pastos 

(finales de verano hasta finales de otoño, con un pico en el mes de noviembre), 

condiciones propicias para el desarrollo del agente etiológico en esta región (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 afectó 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, aislándose 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 más de cien años, está lejos de estar controlada. La posibilidad de 

diseminación cruzada entre hospedadores animales alerta sobre la importancia de 

implementar medidas de control y manejo sanitario que controlen la infección y eviten su 

dispersión. 

La LC se introduce normalmente en un rebaño por medio de un portador asintomático 

procedente de una explotación infectada. Para la mayoría 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; Gómez-Gascón et al., 2013; de Farias et al., 

2019). La rotura de abscesos en el nódulo linfático mediastínico y la creación de fístulas 

en los bronquios, con eliminación en los aerosoles, son la causa principal, especialmente 

en época de confinamiento (Windsor, 2014). Los animales afectados por la forma cutánea 

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 (106 y 5x107 

células/g) a la piel y al vellón, 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 más en el medio ambiente (Underwood et al., 2015) y durante 55 días 

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

como la principal vía de transmisión del agente etiológico (Kaba et al., 2001).  

Además de la transmisión por contacto directo, se admite como forma indirecta de 

contagio el esquilado, la aplicación de medicamentos inyectables y la aplicación de 

dispositivos de identificación auricular o tatuajes, debido al manejo deficiente y la 

contaminación de los trabajadores y sus equipos (Guimarães et al, 2011a; Gómez-Gascón 

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 transmisión de la LC en un rebaño. 

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 patógeno 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 aparición de brotes de OSD (Oedematous skin disease) en 

búfalos 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 implicación del 

cambio climático en la ecología y evolución 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 pública. 

Según O’Reilly et al. (2008) la diseminación dentro del rebaño se inicia con una epidemia 

de abscesos superficiales, seguida por un aumento de la frecuencia de abscesos en los 

pulmones, mediastino y nódulos linfáticos bronquiales (abscesos respiratorios), brote que 

eventualmente se vuelve endémico (Guimarães et al., 2011a). Entre los factores de riesgo 

para la adquisición de la infección se citan el manejo deficiente, la ausencia de higiene y 

la edad, siendo más frecuente en animales mayores de 3 años (Guimarães et al., 2011a; 

Chikhaoui y Khoudja, 2013; Gómez-Gascón et al., 2013).  

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

enfermedades infectocontagiosas se estudia desde hace años con el objetivo de evaluar el 
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potencial de la selección 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 infección por nematodos, mastitis, pedero, Scrapie e 

intoxicación por micotoxinas, entre otras enfermedades, que han permitido introducir 

programas de mejora de la raza mediante selección genética, obteniéndose mayor éxito 

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

 

2.4. Importancia zoonótica 

La LC está considerada una enfermedad con potencial zoonótico y una enfermedad 

profesional, debido a que puede afectar a individuos en estrecho contacto con animales 

infectados (Paton, 2010; Gómez-Gascón et al., 2013; Latif et al., 2016). 

La LC se describió como una zoonosis en 1966 (Lopez et al., 1966 citado por Join-

Lambert et al., 2006). La infección se ha descrito mayoritariamente en Australia, en 

personas que conviven con animales de producción (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 inhalación de polvo contaminado, sin que se haya identificado 

ninguna condición predisponente (Peel et al., 1997; Join-Lambert et al., 2006; Torres et 

al., 2013). Aunque menos importante, se ha descrito la eliminación de C. 

pseudotuberculosis en la leche; por tanto, la ingestión de leche no pasteurizada procedente 

de animales infectados podría ser una fuente de infección para el hombre (Peel et al., 

1997; Çetinkaya 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 lesión 

en la localización de entrada, pero tras un período de incubación, que varía de semanas a 

meses, se forman abscesos en la región de drenaje de los nódulos linfáticos (Fig. 9) (Join-

Lambert et al., 2006). La linfadenitis axilar es la presentación más 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 escisión de los nódulos infectados y la administración de 

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

 

 

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

El primer caso en la especie humana publicado en España fue en 1995: un pastor de 34 

años que se mostraba sano fue atendido por presentar un nódulo doloroso en la ingle 

derecha con un año de evolución (Bartolomé et al., 1995). La bacteria Corynebacterium 

pseudotuberculosis se aisló en un cultivo puro a partir del tejido aspirado y ganglionar. 

El examen histológico del nódulo extirpado mostró una linfadenitis granulomatosa 

supurativa con áreas de necrosis en las que había agrupaciones de organismos bacilares. 

Tras la escisión quirúrgica y la administración de eritromicina, los signos clínicos 

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

En 2006, se publicó el caso de una niña francesa de 12 años con una linfadenitis 

necrotizante por C. pseudotuberculosis (Join-Lambert et al., 2006). En este caso, la niña 

presentaba una adenopatía inguinal asociada a un leve exantema pruriginoso y fiebre (38° 

C), que ocurrió 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 infección por C. pseudotuberculosis debe considerarse en el 

diagnóstico diferencial de la linfadenitis granulomatosa localizada en humanos. 
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Más recientemente, en Noruega se ha publicado (Heggelund et al., 2015) un caso de 

neumonía por C. pseudotuberculosis en una estudiante de veterinaria, con evidencia de 

contagio durante un trabajo de laboratorio. 

 

2.5. Importancia económica 

La Linfadenitis caseosa tiene una distribución mundial y causa grandes pérdidas 

económicas a la industria ovina y caprina. En países Islámicos, como Egipto, donde el 

ganado ovino constituye una importante fuente de alimentación cárnica, la LC afecta a 

un 10% de la población 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 período de 2 años (1990-1992) los valores 

estimados de perdidas directamente imputadas a la infección por LC son superiores y 

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

Sin embargo, al ser una enfermedad crónica y de comportamiento insidioso, los perjuicios 

económicos asociados son difíciles de cuantificar, si bien las pérdidas son constantes y 

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

La Pseudotuberculosis es una enfermedad insidiosa, lo que en sentido estricto significa 

que inicialmente no aparenta gravedad, pero con la evolución de la enfermedad y el 

desarrollo de signos clínicos se vuelve altamente peligrosa. Esta frase refleja exactamente 

lo que ocurre en un efectivo de pequeños rumiantes infectado con LC, los signos clínicos 

y sus consecuencias, inicialmente no son al inicio evidentes para el productor, pero la 

caída de la rentabilidad aumenta con el nivel de infección y la presencia de animales 

infectados, mayor riesgo de que la enfermedad evolucione hacia la forma visceral, con 

brotes o con cuadros clínicos graves de mastitis, neumonía, infertilidad, abortos, ... 

aumentando también la posibilidad de transmisión a los animales sanos. 

Los daños causados por la enfermedad están relacionados con la disfunción de órganos, 

caída de la productividad, problemas reproductivos, mastitis, desecho de la piel, lana y 

vellón, decomiso de canales e incluso muerte de los animales (Alves et al., 2018). En la 

producción 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 

años de mayor incidencia de infección (Paton, 2010). 

El decomiso de canales en matadero de animales con LC parece estar más asociado con 

la presencia de abscesos que con la etiología del proceso. En estudios realizados en 

Argelia por Chikhaoui y Khoudja (2013), un 14.9% de las canales inspeccionadas 

mostraron lesiones compatibles con LC, aislándose C. pseudotuberculosis como agente 

único en el 53.6%; en los restantes casos se observó una infección mixta con 

Staphylococcus aureus y/o Escherichia coli. 

En Portugal, el reglamento de inspección sanitaria en vigor (Reglamento (CE) nº 

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 piógeno generalizado o que alcance más 

de un órgano o tejido, la canal debe ser completamente retirada. Un trabajo realizado en 

un importante matadero portugués (Oviger – Alcains, sacrifica aproximadamente 100.000 

ovejas al año) revela que los abscesos y pleuroneumonías purulentas son la segunda causa 

de decomiso total en ovinos adultos y la principal causa de decomiso total en canales de 

ovinos jóvenes (D'Avelar, 2011). Relativamente al decomiso de canales y su relación con 

la LC, otro estudio más reciente (Furtado, 2018) desarrollado en un matadero de la 

provincia de Alentejo, Portugal, verificó que las dos especies con más porcentaje de 

decomiso han sido precisamente los ovinos y caprinos y encontró 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 observación 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 neumonía 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 pequeños 

rumiantes, en Portugal. 

Otros estudios revelan la importancia de la LC en términos económicos en la producción 

de carne de oveja en España, 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). 



 

Universidad de Córdoba – Facultad de Veterinaria 

30 

Además de las pérdidas económicas directas, hay una pérdida del valor del rebaño, y un 

aumento del riesgo de padecer otro tipo de enfermedades respiratorias, tales como 

Pasterelosis, debido a la inmunodepresión local (Velasco y Fernández, 2007; Gómez-

Gascón et al. 2013). 

 

2.6. Patogenia 

La LC se caracteriza por la formación de granulomas de naturaleza necrótico-purulenta 

en los nódulos linfáticos y en órganos internos con múltiples localizaciones (Pugh y 

Baird, 2012). La posibilidad de evolución de las lesiones para una consistencia caseosa 

justifica el nombre de Linfadenitis Caseosa dado a esta enfermedad. La LC visceral está 

considerada como una de las principales causas del llamado “síndrome de la oveja flaca” 

en Estados Unidos (Brown et al., 1987). En ocasiones, también se la ha denominado 

“Forunculosis cutánea” o “Apostema de los ovinos”, haciendo referencia a sus 

manifestaciones clínicas más frecuentes. 

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

poco conocida (Aquino de Sá 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 más virulentas que otras, como la cepa VD57 

(Cp_VD 57), identificada por De Souza y cols. (citado por Aquino de Sá et al., 2013; 

Almeida et al., 2016). Entre los genes que codifican los factores de virulencia, destaca el 

gen involucrado en la codificación de la fosfolipasa D (PLD), considerada el principal 

factor de virulencia de C. pseudotuberculosis, la proteína de membrana integral (integral 

membrane protein – FagA), el transportador de hierro (iron enterobactin transporter – 

FagB), las proteínas de membrana citoplasmática ligadas al ATP (ATP binding 

cytoplasmic membrane protein – FagC) y las proteínas 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 vísceras de animales con LC (Aquino de Sá et al., 2013), indicando una naturaleza 

multifactorial de la enfermedad, así como una variación en el potencial invasivo de las 

diferentes cepas de C. pseudotuberculosis. 
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La fosfolipasa D es una exotoxina (31,5-KDa) específica de C. pseudotuberculosis, 

responsable de la lisis de la esfingomielina (fosfolípido de la pared celular) en fosfato y 

colina, lo que origina la salida de plasma desde el interior de los vasos sanguíneos hacia 

el interior de los linfonodos por aumento de la permeabilidad vascular (Aquino de Sá et 

al., 2013; Smith, 2015; Mahmood et al., 2016). Se cree que esta enzima actúa de forma 

similar al veneno de la araña Loxosceles recluse (o “araña solitaria parda de América del 

Norte”), que provoca hemólisis y produce hemosiderina en los tejidos linfáticos, 

causando dermonecrosis, fallo renal y agregación plaquetaria (Mahmood et al., 2015). La 

fosfolipasa D produce, además, destrucción de los macrófagos en la infección de caprinos 

e inhibición de la quimiotaxis de los neutrófilos en ovinos y provoca la muerte de las 

células fagocitarias, acciones que contribuyen a la diseminación del agente desde el punto 

de infección a otras partes del organismo (Pepin et al., 1994; Muckle y Gyles, 1986; 

Brogden y Engen, 1990; Tashjian y Campbell, 1983; Guimarães et al., 2011 citados por 

Mahmood et al., 2016).  

Gracias al elevado contenido de ácidos micólicos en la superficie de la pared celular, C. 

pseudotuberculosis puede resistir la acción fagocitaria del sistema inmunitario, dando 

lugar a la formación de piogranulomas, cuyo fin es bloquear los macrófagos infectados y 

evitar la diseminación de la infección (Zavoshti et al., 2012; Latif et al., 2016; Odhah et 

al., 2019) (Fig. 10, 11, y 12). Estos microabscesos son la principal característica 

histopatológica de la Linfadenitis caseosa en ovejas (Mahmood et al., 2015) (Fig. 13). 
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Figura 10: Imagen histopatológica del pulmón con infección por C. pseudotuberculosis con 

extensas áreas de hemorragia pulmonar (flechas rojas) y congestión vascular (flecha amarilla) con 

engrosamiento del intersticio por infiltración leucocítica (flechas negras). También se observa la 

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

 

 

Figura 11: Pulmón con infección por C. pseudotuberculosis con áreas extensas de edema 

pulmonar (flechas verdes) y congestión vascular (flechas amarillas) con infiltración de células 

fibrosas e inflamatorias (flecha azul), también infiltración leucocítica difusa (flechas rojas) en el 

intersticio. H&E x 100 (Odhah et al., 2019). 
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Figura 12: Pulmón con infección por C. pseudotuberculosis (ácido micólico) que muestra 

congestión vascular (flechas amarillas) con infiltración linfocítica peri-bronquiolar mutifocal 

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

 

 

Figura 13: Vista microscópica del nódulo linfático 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 formación 

de una cápsula facilita la persistencia del microorganismo en el animal y, por tanto, la 

inmunidad celular es más importante que la inmunidad humoral en el combate contra la 

LC (Prescott et al., 2002). Una característica de la infección por C. pseudotuberculosis es 
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la posibilidad de reactivación del microorganismo en los abscesos antiguos con la 

reaparición de signos clínicos 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. Patología 

La LC presenta un largo período de incubación, que oscila entre los 25 y los 140 días 

(Smith, 2015; Akgul y cols., 2018). Se considera una enfermedad crónica y recurrente, 

durante la cual los animales infectados pueden no evidenciar signos clínicos hasta que la 

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

Su cuadro patológico principal se caracteriza por la formación de piogranulonas en los 

nódulos linfáticos superficiales, sobre todo mandibulares (Fig. 14) y preescapulares, 

debido a la vía de entrada de la bacteria, el tipo de pastoreo, el tatuaje del pabellón 

auricular, la administración de medicamentos inyectables por vía subcutánea en la zona 

preescapular y el esquilado (Zavoshti et al., 2012; Chikhaoui y Khoudja, 2013; Gómez- 

Gascón et al., 2013; Costa, 2016; Primera et al., 2016). La afectación del nódulo 

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

 

 

Figura 14: Absceso superficial localizado en el nódulo linfático mandibular que, al drenar, sale 
un pus espeso y de olor fétido (ovino macho de una explotación de aptitud cárnica en la región de 
estudio, 2014) (Costa, 2016). 
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Desde los nódulos superficiales se puede producir la diseminación del microorganismo 

por intermedio del sistema linfático y circulatorio a los nódulos linfáticos internos, con la 

formación de abscesos en pulmones, riñones, hígado, 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 clínicas distintas:  

“Adenítica superficial” que suele aparecer cuando la vía de entrada es la cutánea, 

notándose focos piógenos bajo la piel y asociados a un nódulo linfático subcutáneo que, 

con el transcurso de las semanas, el contenido del nódulo se vuelve más pastoso. A la 

palpación, el nódulo aparece blando, fluctuante e indoloro, hasta que, aparece una fístula 

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 cápsula fibrosa y con pérdida de pelo alrededor (Fontaine y 

Baird, 2008). 

Posterior a la descarga purulenta, se instaura un proceso de cicatrización que deja como 

secuela cutánea un área 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 nódulo linfático parotídeo por Corynebacterium pseudotuberculosis 

(Malone et al., 2006). 
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“Adenítica visceral” asociada a la vía respiratoria y/o digestiva, o la diseminación a partir 

de una adenopatía superficial. En esta forma, las lesiones piogranulomatosas se presentan 

como microabscesos y abscesos en los nódulos linfáticos internos (Fig. 19a) y las 

vísceras, siendo la principal localización el parénquima pulmonar (Fig. 16, 17, 18 y 19b, 

19c, 19d y 19e) y los nódulos linfáticos mediastínicos (Fig. 18a e 18b) (Malone et al., 

2006; Velasco y Fernández, 2007; Fontaine y Baird, 2008; Gómez-Gascón et al., 2013; 

Costa, 2016). Otras localizaciones descritas son hígado, bazo, riñones, ubres y, de forma 

menos frecuente, corazón, testículos, escroto, útero, articulaciones, cerebro y médula 

espinal (Pugh y Baird, 2012; Gómez-Gascón et al., 2013; Latif et al., 2015; Costa, 2016; 

Latif et al., 2016; Mahmood et al., 2016). Los signos clínicos suelen ser imperceptibles 

(subclínica), los animales se mantienen en la explotación con baja producción (carne, 

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

 

Figura 16: Microabscesos pulmonares y neumonía 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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 (a)         (b) 

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

(Velasco y Fernández, 2007). 

 

a) 

b) c) 

d) e) 

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

 

Estudios recientes demuestran que C. pseudotuberculosis está presente como agente 

etiológico en un 7% de las mastitis en pequeños rumiantes, debiendo ser considerado en 

el examen bacteriológico de leche (Nabih et al., 2018). La mastitis por Corynebacterium 



 

Universidad de Córdoba – Facultad de Veterinaria 

38 

se caracteriza por la formación de nódulos y abscesos en la superficie de la mama (Fig. 

20a). Estos abscesos espesos, al romper, dejan fluir un pus espeso, de coloración verdosa 

y olor nauseabundo (Fig. 20b). La condición 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 explotación lechera, en la región en estudio. 
(a): Nódulos 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 

síntomas obvios, pasando varios meses sin identificar un animal enfermo. La clínica es 

muy inespecífica y variable dependiendo del órgano afectado (pérdida de peso, debilidad, 

alteraciones hemáticas, a veces edematización subcutánea en las regiones pectoral y 

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

 

 

 (a)     (b) 

Figura 21: (a) e (b) Forma clínica caquetizante (visceral) (Costa, 2016). 
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El cuadro clínico depende de la vía 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. Así, en los pequeños rumiantes podemos encontrar ambas formas, 

cutánea y visceral; en bovinos la forma visceral es rara, mientras que en caballos se 

presenta con frecuencia.  

Para comprender mejor la clínica de esta infección en los diferentes hospedadores y cómo 

se relaciona la plasticidad del genoma con los patrones de síntomas, Soares et al. (2013) 

realizaron un análisis del pan-genoma de 15 cepas de C. pseudotuberculosis (Tabla 5) de 

diferentes orígenes y biotipos, siendo evidente que existen diferencias a nivel de cepas en 

los genomas y factores de virulencia. Por ejemplo, el biotipo ovis presentó una secuencia 

constante de genes para la polimerización de estructuras pilis importantes en la adhesión 

e invasión celular, y responsables de la mayor capacidad de estas cepas para invadir el 

organismo y multiplicarse intracelularmente. 

 

Tabla 5: Análisis de pan-genoma de 15 cepas de Corynebacterium pseudotuberculosis (Soares y cols., 

2013). 

 

 

 
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 

órganos reproductivos (vagina, cérvix, útero, cuernos uterinos, ovarios, nódulos linfáticos 

ilíacos, escroto y testículos) se produjo 60 días después de la infección experimental (Latif 
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et al., 2015). La severidad de las lesiones dependió del tiempo de infección (“time 

dependent effect”), lo que refuerza la necesidad de llevar a cabo un diagnóstico precoz 

para prevenir la infertilidad y el aborto en los rebaños de cabras. Otros estudios han 

confirmado que la infección bacteriana de los ovarios afecta a la producción de 

progesterona, crucial para la implantación del embrión y el mantenimiento de la 

gestación, 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 reducción de la concentración 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 económicas 

para la explotación. 

La lesión típica 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 Fernández, 2007; Baird y Fontaine, 2007) (Fig. 

22a, 22b y 23). Esta lesión, patognomónica de LC, es frecuente en ovejas y rara en 

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

 

 

 (a)  (b) 

Figura 22: “Ganglio en forma de cebolla” (a) e (b) (Velasco y Fernández, 2007). 
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Figura 23: Nódulo linfático preescapular de una oveja infectada por C. pseudotuberculosis, que 

muestra los gritos centrípetos de exudado. Se puede visualizar una cápsula de tejido conectivo 

alrededor del exudado (Velasco y Fernández, 2007). 

 

 

Las alteraciones patológicas de la LC han sido bien estudiadas por Mahmood y cols., 

(2015), con la inoculación experimental del C. pseudotuberculosis y de la fosfolipasa D 

en caprinos. En esta investigación los animales infectados por C. pseudotuberculosis 

presentaron aumento de la temperatura corporal, de la frecuencia cardíaca y respiratoria, 

alteraciones en la condición corporal y formación de abscesos en el lugar de inoculación, 

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 histopatológicas, los animales mostraron 

edema, congestión del córtex y médula de los linfonodos afectados, infiltración por 

células inflamatorias, principalmente linfocitos y macrófagos, hemorragia, degeneración 

y necrosis del tejido linfático y la presencia de micro focos con formación de abscesos y 

reducción de los folículos linfoides. 

El aislamiento del C. pseudotuberculosis en bovinos se ha descrito en coinfección con 

otros agentes bacterianos primarios (Escherichia coli y Arcanobacter pyogenes) 

considerándose un oportunista, que al estar presente en lesiones viscerales 

(principalmente, pulmón) en forma de piogranulomas ha favorecido la virulencia de los 

agentes bacterianos primarios y el aumento de resistencia antibiótica (Costa, 2016). En 

esta especie los abscesos abiertos y las dermatitis ulcerativas piogranulomatosas son las 

principales formas de presentación de la enfermedad, aunque la mastitis, con excreción 

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 infección por Corynebacterium pseudotuberculosis en equinos está mundialmente 

extendida (Guedes et al., 2015) dando lugar a cuadros clínicos, a menudo poco específicos 

y que suelen ser confundidos con otras patologías. El diagnostico diferencial se debe 

hacer en caso de sospechas de muermo, dermatofitosis, celulitis estafilocócica, 

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 carácter crónico, con una forma 

clásica conocida por Linfangitis ulcerativa o absceso del pecho, o como Fiebre de la 

paloma (“Pigeon fever”). Ésta es la forma más grave por tener un carácter 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 

asintomática o cursar con abscesos externos. 

En rumiantes salvajes la enfermedad presenta manifestaciones mui semejantes a las 

lesiones descritas en pequeños rumiantes y estudios recientes describen una patología 

grave con la forma adenítica visceral y afección importante del pulmón, sistema nervioso 

y aparato reproductor (Fig. 24) (Domenis et al., 2018). 
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Figura 24: Abscesos de órganos de gamuza infectados con Corynebacterium pseudotuberculosis. 

(A) Pulmón, (B) ganglios linfáticos mediastínicos, (C) corazón, (D) vértebras torácicas, (E) bazo, 

(F) hígado, (G) testículo y (H) cerebro. Obsérvese el típico 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. Diagnóstico diferencial 

La linfadenitis caseosa es una enfermedad contagiosa crónica tan común en ovejas y 

cabras que cualquier presentación de abscesos y nódulos linfáticos drenantes debe 

suponerse que se trata de LC hasta que se demuestre lo contrario (Underwood et al., 2015) 

y la investigación debe seguir siempre en busca de agentes piógenos. 

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, además, que otros agentes piógenos pueden 

estar presentes en las lesiones de LC (S. aureus, Trueperella pyogenes y Pasteurella 

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

La forma cutánea de la enfermedad debería diferenciarse del edema submandibular 

causado por parásitos como, Fasciola hepatica y Haemonchus spp., de los quistes 
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salivales, el linfosarcoma y la inoculación subcutánea de vacunas, principalmente las 

reacciones en el local de inyección de la vacuna contra clostridios (Delano et al., 2002; 

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

En caso de neumonía, se debe realizar el diagnóstico diferencial con Mycobacterium 

bovis, Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida y la neumonía progresiva ovina 

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

La forma caquectizante es clínicamente similar al parasitismo crónico, y el 

adelgazamiento extremo se puede observar también por pérdida anormal de dientes, 

periodontitis alveolar y desnutrición, y en enfermedades crónicas como la adenomatosis 

pulmonar, neoplasias y Scrapie. Esta enfermedad produce emaciación y debilidad en los 

animales y debe tenerse en cuenta en el diagnóstico diferencial de los llamados "Síndrome 

de la oveja flaca", especialmente cuando las ovejas se ven afectadas por la presentación 

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 

(Guimarães et al., 2011b). 

El diagnóstico definitivo de la LC implica siempre la identificación del agente etiológico 

a partir de muestras de material purulento u órganos afectados (Gómez-Gascón et al., 

2013; Costa, 2016). 

 

2.9. Diagnóstico laboratorial 

No existe ninguna prueba de diagnóstico 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 diagnóstico de la LC se realiza en base a las características 

epidemiológicas, la clínica de la enfermedad, la observación de lesiones y/o la 

identificación del agente en el material purulento obtenido de los abscesos (Gómez-

Gascón et al., 2013; Huerta et al., 2013; Kumar et al., 2013). 
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Los casos sin manifestación clínica aparente (portadores asintomáticos) se evidencian 

exclusivamente cuando el animal es sacrificado, lo que dificulta la obtención de datos 

para estudios de prevalencia de la enfermedad. En estos casos, el diagnóstico serológico 

es de gran importancia para su detección, al representar una potencial fuente de infección 

para los animales sanos del rebaño (Kaba et al., 2001; Gómez-Gascón et al., 2013). 

Aunque se han mejorado y validado diversas pruebas ELISA (Enzyme-lynked 

Immunosorbent Assay) para la identificación de portadores asintomáticos, el diagnóstico 

definitivo de la LC continúa siendo el aislamiento e identificación del agente etiológico 

mediante cultivo bacteriológico, pruebas bioquímicas y/o pruebas de diagnóstico 

molecular, como la PCR (Pavan et al., 2012; Gómez-Gascón et al., 2013; Huerta et al., 

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

Los factores de virulencia están directamente relacionados con la patogenicidad de la 

bacteria, por lo que sus genes representan targets ideales para la detección e identificación 

específica 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 – PAIs) que contienen diversos factores de virulencia clásicos 

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 tipificación molecular utilizados en la caracterización de C. diphtheriae, 

C. ulcerans y C. pseudotuberculosis, además de útiles, 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 múltiple específica de especie (species-specific mPCR) han 

facilitado no solo la identificación de diferentes cepas y biotipos del agente, sino también 

la posibilidad de su utilización en investigaciones epidemiológicas (Soares et al., 2013; 

Almeida et al., 2014; Dorneles et al., 2014). Entre las ventajas de la mPCR sobre los 

procedimientos bioquímicos convencionales, destacan su rapidez, facilidad de 

realización, el gran número de cepas que pueden ser analizadas a la vez y la facilidad de 

interpretación de los resultados (Torres et al., 2013). La especificidad de la PCR para la 

identificación de C. pseudotuberculosis se considera probada en base a la homología (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 comparación de la PCR con el patrón oro (cultivo + pruebas bioquímicas) 

ha demostrado una sensibilidad diagnóstica del 94,6% en la detección de esta bacteria a 

partir de muestras de pus. En cuanto a la sensibilidad analítica, la PCR es capaz de detectar 

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

En base a ello, muchos autores la utilizan como prueba de referencia para confirmar la 

infección a partir de abscesos, si bien señalan como desventajas el tiempo y coste de 

ejecución, y una posible limitación en la purificación y secuenciación del ADN como 

consecuencia de la naturaleza purulenta de las lesiones patológicas y la alta concentración 

de desechos celulares (Pacheco et al., 2007; Andrade et al., 2012; Ilhan, 2013). Para 

minimizar el efecto de los inhibidores enzimáticos, Pacheco et al. (2007) propusieron la 

dilución de la muestra de ADN antes de la amplificación. 

Aun existiendo diversas pruebas de serodiagnóstico para la detección de anticuerpos de 

C. pseudotuberculosis en ovejas, como ensayos de interferón-gamma, la inhibición de la 

hemolisis, la inhibición de anti-hemolisina, la hemaglutinación indirecta, pruebas de 

fijación del complemento, inmunodifusión y ELISAs, ninguna es completamente efectiva 

(Prescott et al., 2002; Menzis et al., 2004; Binns et al., 2007; Gómez-Gascón et al., 2013; 

Hoelzle et al., 2013).  

En el caso del ELISA, se han utilizado diferentes preparaciones antigénicas, incluyendo 

antígenos 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 infección subclínica o que solo presentan abscesos internos (Dercksen et 

al., 2000; Kaba et al., 2001; Binns et al., 2007). La especificidad, comparada con el cultivo 

bacteriológico, 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; Gómez-Gascón et al., 2013). Estudios previos para validar un ELISA indirecto 

en muestras de suero de ovejas con signos clínicos de LC mostraron una sensibilidad y 
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especificidad próximas al 100% respecto al cultivo bacteriológico y la PCR realizadas a 

partir de nódulos linfáticos y pulmones (Nassar et al., 2014). 

De esta forma, el principal problema en el diagnóstico de la LC es la identificación de los 

animales afectados con la forma visceral y sin signos clínicos perceptibles, lo que 

favorece la dispersión y diseminación de la enfermedad. Recientemente, se han 

desarrollado otros métodos de diagnóstico para la detección de estas formas de LC, 

basados en el control de parámetros clínicos indicativos de infección por C. 

pseudotuberculosis. La monitorización de las proteínas séricas de fase aguda (acute phase 

proteins) muestra alteraciones significativas en los niveles séricos de haptoglobina, 

proteína C-reactiva, procalcitonina y albumina, en cabras infectadas con C. 

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

 

2.10. Tratamiento y prevención 

Considerando la prevalencia actual de la LC en todo el mundo, existe una necesidad 

urgente de alternativas más eficientes para el control de la enfermedad, que incluyan la 

aplicación de tratamiento a los animales infectados, la administración de vacunas a los 

rebaños en riesgo y la identificación de portadores asintomáticos (Aquino de Sá et al., 

2013; Gómez-Gascón et al. 2013). 

Aun siendo sensible in vitro a la mayoría de los antimicrobianos, el tratamiento de la 

Pseudotuberculosis suele ser poco efectivo debido a que la cápsula externa de los abscesos 

impide la penetración de los antibióticos hasta el microorganismo (Velasco y Fernández, 

2002; Gómez-Gascón et al., 2013). 

El drenaje quirúrgico de los piogranulomas se recomienda sólo en los animales de elevado 

valor genético y reproductores seleccionados, en granjas de recría o centros de selección 

y reproducción de razas. Cada caso debe ser analizado individualmente y debe 

considerarse la escisión quirúrgica de los abscesos siempre que esté justificado, 

cumpliendo con todas las normas de higiene y desinfección que garanticen la protección 

del rebaño de la contaminación 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 sí 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 

infección por C. pseudotuberculosis en caprinos y ovinos, desarrollado en Brasil, se 

verificó 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 quirúrgico y el tratamiento antimicrobiano, la infección por C. 

pseudotuberculosis tiene a menudo una duración prolongada y un curso recurrente. La 

ausencia de efectividad de los antibióticos puede explicar en parte las recaídas que se 

observan durante el tratamiento de la LC, así como la tolerancia bacteriana a los 

betalactámicos que se ha descrito para C. pseudotuberculosis y otros patógenos Gram 

positivos, como Corynebacterium diphtheriae y Listeria monocytogenes (Join-Lambert 

et al., 2006). 

Numerosos estudios realizados en todo el mundo sobre el control de la LC son unánimes 

en la importancia de la detección de animales portadores asintomáticos, con programas 

de control y/o erradicación, a pequeña y gran escala, para la prevención de la dispersión 

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 

erradicación de la infección mediante la identificación por ELISA y la retirada de los 

animales portadores, o bien la inmunización de los animales susceptibles, junto con el 

diagnóstico 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 protección completa frente a la 

infección, supone una gran dificultad para el control y erradicación de la enfermedad 

(Prescott et al., 2002; Gómez-Gascón et al., 2013). 

La inmunización activa ha reducido en muchos casos, la aparición de casos clínicos 

(60%-95%) (Paton et al., 1995 citados por Mendonça, 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 disminución gradual del 

número de nuevos casos y por tanto de la incidencia de la enfermedad (Gómez-Gascón 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 protección completa y sus resultados son variables. En muchos casos, 

además, la administración de las vacunas disponibles es ineficiente (Paton, 2010; Gómez-

Gascón et al., 2013). Así, en Estados Unidos, la recomendación es que la vacunación sea 

opcional dependiendo de la historia de la explotación (Gómez-Gascón et al., 2013; Smith, 

2015).  

El control de la LC depende en muchos países de la vacunación (Windsor, 2011; Windsor, 

2014). En Portugal no existe ninguna vacuna disponible comercialmente para la LC. La 

utilización de autovacunas producidas a partir del agente etiológico aislado en el rebaño 

parece ser eficaz en el control de los brotes de la forma visceral y la reducción de la 

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

En Australia, el programa de vacunación comenzó en 1983. Se combinó el antígeno de la 

LC con las vacunas frente a clostrídeos, lo que permitió la vacunación anual rutinaria 

frente a C. pseudotuberculosis de un gran número de efectivos nacionales. 

Aproximadamente el 70% de los productores optaron por vacunas comerciales y 

programas de vacunación 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 reducción 

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

En Canadá la vacunación en caprinos finalizó en 2006, tras la retirada de la única vacuna 

aprobada para esta especie (Debien et al., 2013). Por su parte, la inmunización 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 raíz de 

estos resultados negativos, la vacunación 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 países, la concienciación de la importancia de esta enfermedad para la 

rentabilidad de las explotaciones de pequeños rumiantes ha originado programas de 

control voluntarios y no financiados por el gobierno, con una reducción de los casos 

clínicos (Windsor, 2014).  

No obstante, no hay que olvidar que, además de la vacunación, 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 propagación aumentan ante la presencia de factores de 

riesgo como la contaminación del suelo, la contaminación de los tanques de baño y 

materiales de esquilado y tatuaje, la introducción de nuevos animales en la explotación y 

el incumplimiento de las reglas básicas de manejo, como las que se presentan a 

continuación (Velasco y Fernández, 2002; Paton, 2010; Gómez-Gascón et al., 2013): 

o Implementación de medidas de bioseguridad como la cuarentena, control de 

la entrada de animales provenientes de otras explotaciones, de la entrada de 

personas en la explotación (ropa y calzado), y de la entrada de vehículos 

mediante la construcción de vados sanitarios. 

o Reducción de la contaminación del ambiente con una adecuada higiene de las 

instalaciones, maquinaria y equipos. 

o Extremar la limpieza y desinfección de todos los utensilios de marcado, 

esquilado, castraciones y otros tratamientos. 

o Desinfección correcta de heridas, aplicaciones inyectables, tatuajes y crotales 

auriculares. 

o Inspección periódica del rebaño para la detección precoz y separación de los 

portadores asintomáticos y/o con la forma visceral de la enfermedad. 

o Realizar el tratamiento de los abscesos superficiales sólo en animales de un 

alto valor genético.  

o Retirada del rebaño de cualquier animal que presente recidivas, por 

considerársele un portador crónico.  

o Implementar programas de reposición adecuados con retirada de efectivo de 

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

 

Respecto al control de la mastitis por C. pseudotuberculosis, muy importante en 

colectivos de producción lechera, se recomiendan, además de las prácticas anteriores, las 

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

 

o Realización del ordeño en local limpio y desinfectado con productos a base de 

cloro o similares. 

o Lavarse las manos correctamente antes y después del ordeño. 

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

o Todos los animales con lesiones en la mama (costras, pápulas, abscesos…) 

deben ser identificados, separados, ordeñados al final, eventualmente con la 

mano y, si es necesario y recomendable, tratados. 

o En el ordeño mecanizado, controlar periódicamente el buen funcionamiento 

de la máquina y substituir todas las partes de goma por lo menos una vez al 

año. 

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 aplicación 

de un conjunto de medidas de bioseguridad y buenas prácticas ganaderas, siendo evidente 

que su prevalencia y propagación aumenten en presencia de factores de riesgo como la 

contaminación del suelo, de tanques de baño y de materiales de esquila y tatuaje, 

introducción de nuevos animales en la explotación y la no observación de reglas básicas 

de manejo. En general, lo importante sería la sensibilización de ganaderos y veterinarios 

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

El desafío para quienes se enfrentan a esta enfermedad es conocer los hallazgos de la 

investigación realizada hasta el momento y aplicarlos para ayudar a resolver los 

problemas que la infección por C. pseudotuberculosis causa en sus sistemas de 

producción. Los estudios desarrollados han arrojado importantes avances en la 

identificación de los genes de C. pseudotubercuosis implicados en la virulencia, lo que 

permitirá llegar a nuevas formulaciones de vacunas, así como al desarrollo de nuevos 

métodos de diagnóstico (Paton, 2010; Gómez-Gascón et al., 2013). 

Por otro lado, se están realizando investigaciones de genómica 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 líneas de animales 

genéticamente resistentes a esta enfermedad para reducir su incidencia y mejorar el estado 

sanitario de los rebaños. Son estudios integrados que incluyen la recopilación de datos a 

gran escala (dentro y entre razas), combinado con predicción epidemiológica (Pal y 

Chakravarty, 2020).  La genética molecular puede y debe aplicarse al diagnóstico de 
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enfermedades infecciosas como la LC, y los avances en esta área pueden permitir la 

optimización de estas técnicas en el diagnóstico y desarrollo de terapéuticas y vacunas. 

De hecho, en los últimos años, se ha realizado una inversión en investigación 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 económico y epidemiológico sería importante y más inteligente 

seleccionar animales resistentes a enfermedades como la LC, donde el control es difícil y 

dependiente de muchos factores.
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CAPÍTULO III. 
 
OBJETIVOS 

Esta Tesis doctoral constituye el primer estudio epidemiológico desarrollado en la 

población de pequeños rumiantes de la región de Alto Alentejo (Portugal) y tiene por 

objeto:  

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

para el diagnóstico de la Linfadenitis casesosa. Para ello, 

a. Se determinará la validez analítica y diagnóstica de una modificación de 

la PCR convencional para la detección de C. pseudotuberculosis a partir 

de lesiones piogranulomatosas que incluye la dilución sistemática de la 

muestra de ADN. 

b. Se determinará la validez y utilidad diagnóstica del ELITEST CLA # 

CK105A® (HYPHEN BioMed, Francia) en el diagnóstico de la infección 

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 analítico preliminar de los factores de riesgo asociados a 

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

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

PCR.
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CAPÍTULO IV. 

MATERIAL Y MÉTODOS GENERAL 

4.1. Caracterización de la región 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 subregión del Alto Alentejo, perteneciente a la región 

del Alentejo, en el centro-sur de Portugal. 

La región del Alentejo tiene una extensión aproximada de 31 605 km² (34,3% de la 

superficie total de Portugal continental) y una población estimada de 704 558 habitantes, 

de elevada tradición ganadera (Estadística PORTUGAL, 2019a; Estadística 

PORTUGAL, 2019b). Según el Instituto Nacional de Estadística (INE) (2019), en el 

Alentejo se concentran la mayoría 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 millón 324 mil ovinos (66% del efectivo 

nacional) (Estadística PORTUGAL, 2019b). A pesar de que la producción de bovinos de 

carne tiene una gran importancia en esta región, la carne procedente de ovinos y caprinos 

(principalmente de cordero y cabrito) son las que tienen un mayor peso en la economía 

nacional. El 39% de los corderos y el 29% de los caprinos sacrificados y aprobados para 

el consumo humano en el año 2009 procedían del Alentejo (Estadística PORTUGAL, 

2009). 

El Alto Alentejo es una subregión del Alentejo, correspondiente al distrito de Portalegre 

(Fig. 25). Esta subregión tiene un área total de 519 082 hectáreas (5 190,82 km2), que 

representa el 7% del territorio nacional y el 17% del área total del Alentejo. Tiene en total 

9 mil explotaciones; el 15% de ellas con un área igual o superior a 50 hectáreas 

(Estadística PORTUGAL, 2009). La producción de pequeños rumiantes lecheros y 

cárnicos en el Alto Alentejo representa una parte importante de la producción ganadera 

de la región y el país, con un total de 250.000 ovinos y 25.000 caprinos (Estadística 

PORTUGAL, 2009). 

Su proximidad con Andalucía, región de España con alta prevalencia de LC (Gómez-

Gascón et al., 2013), y el comercio intensivo de pequeños rumiantes entre ambos países, 
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aumentan la probabilidad de que esta enfermedad sea prevalente en la subregión de Alto 

Alentejo. 

 

Figura 25: Mapa de la subregión del Alto Alentejo, Portugal. En verde se señalan 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 población en estudio estaba compuesta por un total de 1.208 rebaños de ovejas (con 

una media de 135 animales por explotación) y 107 rebaños de cabras (con una media de 

42 animales por explotación) ubicadas en la subregión del Alto Alentejo, lo que supone 

un total de 250.000 ovejas y 25.000 cabras (Estadística PORTUGAL, 2017a, 2017b, 

2017c).  

Para estimar la dispersión de la infección, se estimó, en base a una prevalencia esperada 

del 50%, un error máximo 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 selección 

de las granjas, mediante muestreo aleatorio simple, se realizó en colectivos de entre 10 y 

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

Para determinar la presencia de la infección en los colectivos seleccionados se determinó, 

en base a una prevalencia mínima esperada del 25% (Debien et al., 2013) y un nivel de 

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

responsable del sacrificio de la mayoría de pequeños rumiantes en esta región.  

 

Tabla 6: Muestreo para la detección de infección en las explotaciones seleccionadas. 

Tamaño de la explotación N.º 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 permitió determinar la seroprevalencia de la infección en animales con una confianza 

del 95% y un error máximo aceptado del 3,6% (censo 275.000 animales; prevalencia 

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

Tabla 7: Relación de muestras analizadas. 

 Ovino 

No. (%) 

Caprino 

No. (%) 

Total 

Muestras de sangre 528 (69.8) 228 (30.8) 756 

Muestras de lesiones 

purulentas/piogranulomatosas 
50 (86.2) 8 (13.8) 58 

 

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

Vacutainer® sin anticoagulante (Becton-Dickinson, USA) y se centrifugaron a 5000 rpm 

durante 10 min para la obtención de 2 ml de suero sanguíneo. Tras su identificación, los 

viales (Eppendorf®) se conservaron a -20ºC, hasta su procesado en el departamento de 

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

Durante el muestro se realizó, además, un examen macroscópico a 335 de los 756 

animales analizados (311 ovejas y 24 cabras) para la detección de lesiones 
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piogranulomatosas, externas e internas, compatibles con LC. En los casos positivos (n = 

58) se procedió a la sección de un fragmento de 25-30 mg de tejido, que se conservó en 

tubo Eppendorf® a - 20ºC hasta su procesado. Las muestras se identificaron con el código 

de la explotación de origen, registrando la especie animal, aptitud productiva, régimen de 

producción y el órgano o zona afectada. 

 

4.3. Cuestionario  

 

Ante la reticencia inicial de muchos ganaderos a aportar información de sus 

explotaciones, se decidió centrar la encuesta en los aspectos más relevantes para la 

aparición de la enfermedad.  Así, una vez aceptaron participar en el estudio, se recabó 

información sobre: (Tabla 8) (Anexo 1) 

 

Tabla 8: Categorización / Información cuestionario. 

Variable Categorías 

Especie ovina / caprina 

Aptitud lechera / cárnica 

Régimen de producción extensivo / semi-extensivo / intensivo 

Tamaño de la explotación Pequeño (< 50) / mediano (50-200) / grande (> 200) 

 

4.4. Prueba de ELISA 

 

Para la determinación del título de anticuerpos frente a C. pseudotuberculosis se utilizó 

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 patógena ovina que este dotada de la PLD, el ELISA 

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

Los pocillos de las placas de microtitulación se tapizan con PLD recombinante (rPLD) 

altamente purificado, que constituye el antígeno en fase sólida. La muestra se incuba en 

el pocillo y los anticuerpos específicos contra rPLD, si están presentes en la muestra, se 

unen al antígeno inmovilizado en fase sólida. 

Posteriormente, se añade un anticuerpo monoclonal de ratón IgG anti-cabra/oveja 

marcado con peroxidasa de rábano (HRP- horseradish peroxidase) (anticuerpo 

secundario). Cuando en la muestra hay anticuerpos anti-PLD, estos se unen al antígeno 

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

 

Figura 26: Reactivos del ELITEST CLA # CK105A®. 

La incubación posterior con sustrato de HRP produce un color azul en los pocillos de 

prueba; el ensayo colorimétrico se acelera (y se detiene) mediante la adición de ácido 

sulfúrico, 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 dejó atemperar todos los reactivos a 

18-25ºC antes de su utilización. A continuación: 

• se preparó la solución de lavado, mediante dilución del concentrado de lavado a 

1:20 con agua destilada o desionizada estéril.  

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

• y se diluyó 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 µl Adicionar a todos los pocillos  

Muestras 
20 µl a 1:50 

Adicionar en los pocillos 

correspondientes. Agitar y cubrir la 

placa con Parafilm 
Controles positivo y negativo 

Incubar 60 minutos a temperatura ambiente (18-25ºC)  

Preparar el inmunoconjugado antes del final de la incubación 

Solución de lavado a 1:20  5 x 0.3 ml Lavar cada pocillo 5 veces 

Inmunoconjugado a 1:100  200 µl 
Adicionar a cada pocillo y agitar 

suavemente. Cubrir con Parafilm 

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

Solución de lavado a 1:20 5 x 0.3 ml Lavar cada pocillo 5 veces 

Sustrato 200 µl 
Adicionar a cada pocillo. Agitar y 

cubrir con Parafilm 

Incubar 5 minutos a temperatura ambiente (18-25ºC) 

Solución Stop 50 µl  

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. Interpretación de la prueba 

Tras verificar la validez de los controles, se estimó el valor de corte (cutt-off) mediante la 

siguiente fórmula (HYPHEN BioMed, 2007), quedando establecido en 0,5 para Tª 18-

25ºC.  

donde: 

P = 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 interpretación: 

 

Absorbancia media de la muestra (S) Interpretación 

< 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 identificación de C. pseudotuberculosis en las lesiones piogranulomatosas se 

realizó una PCR clásica de acuerdo con el protocolo descrito por Pacheco y cols. (2007). 

Todas las pruebas se realizaron por duplicado, incluyendo en el segundo ensayo una 

modificación respecto al protocolo clásico: la dilución de las muestras de ADN a 1:10 

para disminuir la inhibición enzimática 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. Diseño de los primers 

La técnica se basó en el diseño de pares de primers para dos genes diana: el segmento 

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

����� ݀݁ ܿ���݁ =  (� − �)

4
 + � 
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fosfolipasa D (PLD) - 132 pb- (Fig. 28). La elección de la secuencia de nucleótidos y el 

diseño de los primers se realizó con el software “Primer express” (Primer Express™ 

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

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Primers Corynebacterium pseudotuberculosis gen ARN ribosomal 16s: 

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

Primers Corynebacterium pseudotuberculosis gen PLD: 

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

4.5.2. Digestión y extracción del ADN 

Esta fase de la PCR es crucial para su sensibilidad, de forma que cuanto mayor es la 

pureza del ADN extraído mayor es el grado de sensibilidad de la técnica. En el caso de la 

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

2012; Mendonça, 2012; Ilhan, 2013).  

Para el procedimiento de digestión y extracción de ADN se utilizó el “NZY Tissue gDNA 

Isolation kit” de la empresa portuguesa “nzytech - gens & enzymes”. Los kits NZY están 

diseñados para la obtención rápida y sencilla de ADN genómico puro de una amplia 

variedad de muestras, que incluyen células y tejidos animales, bacterias Gram positivas 

y Gram negativas, muestras forenses y muestras clínicas. 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 extracción mediante fenol o cloroformo. Tras el 

lisado, el ADN es absorbido selectivamente por la columna de centrifugado a base de 

sílice y otras impurezas, como proteínas y sales, se eliminan durante los pasos de lavado. 

El ADN eluido presenta una razón A260/280 entre 1,7 e 1,9 (densidad óptica) lo que lo 

hace listo para su uso en secuenciación, PCR, multiplex-PCR, y genotipado. El NZY 

Tissue gDNA Isolation kit está optimizado para aislar hasta 35 µg de ADN de hasta 25 

mg de muestras de tejido o 107 células. 

Antes de usar el kit se añadieron 1,35 ml (MB13502 / 3) de tampón de proteinasa a cada 

tubo de proteinasa K y se agitaron en vórtex (Vortex stirrer-Fisher brand 3000rpm). A 

continuación, se añadieron 28 ml (MB13502) o 112 ml (MB13503) de etanol de biología 

molecular al 100% a cada recipiente de tampón NW2.  

Para el pre-lisado de las muestras, se añadieron 180 µl de la solución tampón NT1 y 25 

µl de la solución de proteinasa K preparada a cada una de las muestras y se incubaron a 

56ºC en baño seco (Drybath modelo FB15101), durante 1-3 horas, agitando 

ocasionalmente en el vórtex durante la incubación. Algunas muestras difíciles de digerir 

se mantuvieron en incubación durante la noche. 

El proceso de digestión de las muestras se observó a simple vista, evaluando el color y 

homogeneidad de la preparación de digestión, la ausencia de grumos o porciones de 

tejido. 

Para la lisis de las muestras, se añadieron 200 µl de tampón NL (clorhidrato de guanidina), 

seguido de agitación en vórtex durante 10 segundos. En los casos en que las partículas 

visibles permanecieron en suspensión, las muestras se centrifugaron a 4500 rpm durante 
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1 minuto (modelo Guoto de minicentrífuga Fisherbrand) y el sobrenadante se transfirió a 

un nuevo tubo de microcentrífuga. 

A continuación, se añadió a cada tubo de muestra lisada 210 µl de etanol al 100%. Los 

tubos se agitaron inmediatamente para obtener una solución 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 desechó el volumen del tubo colector y se 

reemplazó la columna. 

Para el lavado de la membrana de sílice se añadieron 500 µl de tampón NW1 (clorhidrato 

de guanidina) a cada columna de tejido y se centrifugaron durante 1 minuto a 12000 rpm. 

Se descartó el volumen del tubo colector y se reemplazó la columna. 

Se agregaron 600 µl del tampón 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 µl de NW2, centrifugando durante 2 min a 12000 

rpm.  

Cada columna de tejido NZYSpin se colocó en el tubo colector respectivo y se centrifugó 

durante 2 minutos a 1200 rpm para secar la membrana de sílice. En esta etapa, el ADN 

de la muestra ya está en la membrana de sílice. 

Para la elución del ADN, cada columna de tejido se colocó en un tubo de microcentrífuga 

(tipo eppendorf) y se añadieron 100 µl del tampón N precalentado a 70°C para mejorar la 

recuperación del ADN. Se incubó durante 1 minuto a temperatura ambiente y se 

centrifugó 2 minutos a 12000 rpm. El ADN extraído (concentración media de 200 ng / µl 

y pureza media de 2,0) se almacenó a -20ºC. 
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4.5.3. PCR 

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

Reactivo Volumen 

2x NZYtech Green Mastermix 5µl 

Mistura de Primers 16S e PLD de Coryneb. Pseud. (Fw500nM:Rv 500nM) 1µl 

RNAse free water 2µl 

ADN de cada muestra* 2 µl 

* Se utilizó 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 Nº de ciclos 

Desnaturalización 95ºC 10 minutos 1 

Desnaturalización 95ºC 1 minuto 

40 Annealing 58ºC 45 segundos 

Extensión 72ºC 45 segundos 

Extensión final 72ºC 10 minutos 1 

 

Este procedimiento se llevó 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 

tiñeron para su revelado con bromuro de etidio. 

El gel se preparó con 1 g de agarosa y 100 ml de tampón TAE 1x, calentando la mezcla 

se horno microondas hasta su disolución. Tras enfriar ligeramente, se añadieron 10 µL de 

bromuro de etidio. La mezcla se vertió en el molde y se alinearon los peines para formar 

los pocillos, dejando enfriar 15-20 minutos antes de retirarlos lentamente. Se colocó 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 aplicó 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 inició la migración durante 25 min a 100 V. Una vez 

concluida, se retiró el gel de la cubeta y se examinó en busca de radiación ultravioleta 

(U.V.).  

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

Los resultados se fotografiaron para su registro. 

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

era positiva a la PCR con la detección de al menos uno de los genes estudiados.
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CAPÍTULO V. 

VALORACIÓN DE TÉCNICAS MOLECULARES Y SEROLÓGICAS 

PARA EL DIAGNÓSTICO DE LA LINFADENITIS CASEOSA  

 
La Linfadenitis caseosa es una enfermedad insidiosa: los casos clínicos sólo pueden 

detectarse a partir de nódulos linfáticos superficiales y un alto porcentaje de animales 

únicamente desarrolla lesiones a nivel visceral. Estos casos subclínicos se evidencian, 

generalmente, cuando el animal es sacrificado mediante cultivo bacteriológico y/o 

pruebas moleculares, como la PCR múltiple (mPCR) (Baird y Fontaine, 2007). Esta 

técnica molecular, utilizada habitualmente para el diagnóstico 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 patógenas asociadas con la formación de abscesos 

en pequeños rumiantes, como Arcanobacterium pyogenes y Pasteurella multocida, por 

lo que se le atribuye una especificidad analítica del 99%. En cuanto a su sensibilidad, la 

mPCR es capaz de detectar en las muestras hasta 0,001 ng del ADN genómico de C. 

pseudotuberculosis (Pacheco et al., 2007). 

Respecto a su validez diagnóstica, se considera que la PCR tiene una especificidad del 

98-100% y una sensibilidad del 94,6% en la detección 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 infección a partir de abscesos, si bien señalan una 

posible limitación en la purificación y secuenciación del ADN como consecuencia de la 

alta concentración de desechos celulares en las lesiones purulentas, proponiendo la 

dilución de la muestra de ADN como solución (Pacheco et al., 2007; Andrade et al., 2012; 

Ilhan, 2013). 

Dado el coste de las técnicas moleculares y el tiempo de ejecución, el diagnóstico 

serológico resulta de gran importancia en la detección precoz de los casos subclínicos y 

el control de la infección (Kaba et al., 2001; Gómez-Gascón et al., 2013). Los estudios 

desarrollados hasta la fecha han validado diversas pruebas de ELISA, con respecto al 

cultivo bacteriológico, para la identificación 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 

subclínicos a nivel de campo. 

En base a todo ello, nos planteamos valorar la validez de la PCR múltiple descrita por 

Pacheco et al. (2007) para la detección directa de C. pseudotuberculosis en lesiones 

piogranulomatosas tras incluir la dilución sistemática de la muestra de ADN, así como la 

validez de un ELISA comercial para el diagnóstico de las infecciones subclínicas por C. 

pseudotuberculosis.  

 

5.1. Valoración de la especificidad y la sensibilidad analíticas de la PCR optimizada 

para la identificación de Corynebacterium pseudotuberculosis 

La especificidad analítica 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): 

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

presencia de interferentes, productos de degradación, uniones no específicas, etc. 

• Exclusividad: capacidad de la prueba para detectar una secuencia genómica que es 

propia del microorganismo buscado, y excluir todos los demás microorganismos 

conocidos que pudieran dar una reacción cruzada.  

• Inclusividad: capacidad de la técnica para detectar varias cepas o serovares de una 

especie, varias especies de un género o una agrupación similar de microorganismos 

estrechamente emparentados. Caracteriza el ámbito de aplicación de una prueba de 

cribado. 

La sensibilidad analítica es el límite inferior de detección (LOD) de un compuesto en 

una prueba. En el caso de la PCR, se puede expresar como el número 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 número 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 

modificación 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 optimización de la técnica se analizó el ADN 

genómico 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, así 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 analogía patogénica (lesiones piógenas y 

producción de factores toxigénicos) y las especies animales hospedadoras (pequeños 

rumiantes). 

Por su parte, la sensibilidad analítica se determinó utilizando diluciones sucesivas de 25 

ng de ADN genómico de la cepa de C. pseudotuberculosis DSMZ 20689, equivalente a 

aproximadamente a 2,5 x 107 UFC (unidades formadoras de colonias). 

 

5.1.1. Resultados 

En el ensayo para evaluar la especificidad analítica de la PCR optimizada sólo las cepas 

de C. pseudotuberculosis mostraron un perfil similar en la PCR, con los amplicones de 

815 y 132 pb correspondientes a los genes diana ARNr 16S y pld, respectivamente (Fig. 

29). Ninguno de los productos de estos genes se detectó 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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Figura 29: Imagen de electroforesis para evaluar la especificidad analítica 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 analítica, la prueba identificó el agente etiológico en una 

dilución de 0.001 ng de ADN, equivalente a 103 UFC de Corynebacterium 

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

 

 

Figura 30: Imagen de electroforesis para evaluar la sensibilidad analítica de la PCR para 

Corynebacterium pseudotuberculosis. De izquierda a derecha: el marcador de peso molecular, 

producto de PCR con 0.1 ng de ADN estándar, y sucesivas diluciones 1:10, en los siguientes 

pocillos, observándose una reacción hasta 0.001 ng de ADN/reacción, dilución equivalente a 103 

UFC de C. pseudotuberculosis (flecha en naranja). 

1ra Línea 

2da Línea 
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5.2. Validez y utilidad diagnóstica de la PCR múltiple optimizada y del ELISA 

comercial ELITEST CLA#CK105A® en la detección de la infección por 

Corynebacterium pseudotuberculosis 

Los valores de sensibilidad y especificidad diagnóstica constituyen los parámetros más 

importantes que se establecen durante la validación de una prueba. La sensibilidad 

diagnóstica es la proporción de muestras de animales de referencia, que se sabe que están 

infectados, que dan un resultado positivo en la prueba. La especificidad diagnóstica es la 

proporción de muestras de animales de referencia, que se sabe que no están infectados, 

que dan un resultado negativo en la prueba. Estas estimaciones son la base del cálculo de 

otros parámetros 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 Capítulo IV) se tomaron muestras de sangre y material purulento a 58 

animales con lesiones externas y/o internas compatibles con LC para su análisis con el 

ELISA comercial ELITEST CLA#CK105A® y la PCR con dilución del ADN (PCR 

optimizada). La determinación de su validez diagnóstica se realizó con la PCR 

convencional (S 94,6%; E 99,9%) (Pacheco et al., 2007; Kumar et al., 2013), mediante el 

programa estadístico Epidat 3.1 (Servicio Gallego de Salud, España) y las siguientes 

fórmulas: 

 

 PCR convencional + PCR convencional - 

Prueba + a b 

Prueba - c d 

 

donde: 

N muestra de sujetos analizados 

 es la sensibilidad de la prueba de referencia y  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 gráficamente con el programa Microsoft Excel. 

 

Razón de verosimilitud del resultado +  (RVP) Sensibilidad / (1-Especididad) 

Razón de verosimilitud del resultado –  (RVN) (1-Sensilidad) / Especificidad 

Valor Predictivo Positivo  (VPP) Probabilidad preprueba x RVP 

Valor Predictivo Negativo  (VPN) Probabilidad preprueba x RVN 

 

 

5.2.1. Resultados 

Validación de la PCR múltiple optimizada (con dilución del ADN) 

De los 335 animales (311 ovejas y 24 cabras) estudiados para la detección macroscópica 

de alteraciones compatibles con C. pseudotuberculosis, 58 (17,31%) mostraron lesiones 

piogranulomatosas externas y/o internas. Su análisis con la PCR optimizada (ADN 

diluido 1:10) y la PCR convencional (ADN sin diluir) para la detección de los genes 16s 

y PLD mostró 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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Figura 31: Resultados de PCR. Leyenda - En la primera línea, 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 vacío 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 línea, 

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). 

 

 

Figura 32: Resultados de PCR. Leyenda - En la 1ra fila, de izquierda a derecha, el 1er 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 línea, 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). 

 

 

2da Línea 

1ra Línea 

1ra Línea 

2da Línea 
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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 sería de 0% y la especificidad del 91,75%. Es decir, la 

técnica no detectaría ninguno de los casos positivos a la PCR convencional (100% falsos 

negativos) y clasificaría correctamente el 91,75% (45/49) de los casos negativos a la 

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

Tabla 11: Comparación 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 0 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 infección. 

 

Validación del ELITEST CLA#CK105A® 

Atendiendo a las limitaciones descritas por otros autores, y observadas en esta Tesis, para 

la aplicación de la PCR en muestras purulentas (inhibición enzimática y baja carga 

bacteriana) (Baird y Fontaine, 2007; Pacheco et al., 2007; Andrade et al., 2012; 

Mendonça, 2012; Ilhan, 2013), para la validación del ELISA comercial se decidió utilizar 

como prueba de referencia una combinación de la PCR convencional y la PCR 

optimizada. Se consideró que los cuatro negativos a la prueba convencional, detectados 

como positivos por la PCR optimizada, habían sido debidos a la inhibición enzimática y 

que los nueve positivos de la PCR clásica, que no detectó la técnica optimizada, se 

debieron a un exceso de dilución de muestras con reducido número de bacterias (Tabla 

10). De esta forma, se minimizaron los posibles errores de diagnóstico. 
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Al analizar las muestras con el test ELISA, éste clasificó correctamente los 13 animales 

positivos a las técnicas moleculares y 35 de los 45 animales negativos a C. 

pseudotuberculosis, lo que determina una S y E del 100% y el 79,1%, respectivamente 

(0% falsos negativos y 20,9% falsos positivos) (Tabla 12). De esta forma la probabilidad 

de obtener un resultado positivo al ELISA en un animal infectado sería 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 sería infinitamente 

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

 

Tabla 12: Tabla de contingencia de los resultados de validación 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 estimó, posteriormente, la credibilidad y utilidad 

del ELITEST CLA#CK105A® en función de la prevalencia real de la enfermedad en un 

colectivo animal (Fig. 33). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: Gráfica 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 gráfica, la probabilidad de que un animal positivo en el ELITEST 

esté infectado por C. pseudotuberculosis (Valor Predictivo Positivo) será 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 será siempre del 100%, ya que la técnica no comete falsos negativos. 

 

5.3. Discusión 

La discusión sobre el diagnóstico de la LC actualmente se plantea a dos niveles: 1) clínico, 

en explotaciones muy afectadas intentando identificar y controlar los casos más graves 

de la enfermedad, y 2) científico con el objetivo de encontrar un método o un conjunto de 

métodos de diagnóstico gold standard que permitan la detección de casos subclínicos en 

programas de control y erradicación. 

La optimización de la especificidad y sensibilidad de las técnicas diagnósticas constituye 

un punto crítico para garantizar el éxito de los programas de prevención y control. El 

estándar de oro para el diagnóstico de la Linfadenitis caseosa es el aislamiento de C. 

pseudotuberculosis a partir de abscesos. Sin embargo, una proporción de los animales 

infectados, principalmente en ovejas, suelen presentar lesiones que sólo afectan a 

ganglios linfáticos internos y órganos como hígado, bazo y riñones, y, además, 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 patológicas para 

determinar la validez de la PCR múltiple en la detección de C. pseudotuberculosis 

verificaron una alta sensibilidad y especificidad (Nassar et al., 2015). De esta forma, y 

aunque el diagnóstico molecular no es una técnica rutinaria para detectar esta infección 

(debido a su alto coste), muchos autores han propuesto la mPCR como alternativa al 

cultivo bacteriológico 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 formación de abscesos, la amplificación del ADN a partir de material purulento puede 

verse limitada por las enzimas presentes en las lesiones e, incluso, por la degradación del 
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ADN (Baird y Fontaine, 2007; Pacheco et al., 2007; Andrade et al., 2012; Mendonça, 

2012; Ilhan, 2013). En el caso de la Linfadenitis caseosa, se ha comprobado que la 

dilución de estas muestras permite reducir la inhibición enzimática e incrementar la 

capacidad de detección 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 dilución de la muestra de ADN al 1:10. Sin embargo, la mPCR optimizada no 

detectó ninguno de los casos positivos a la PCR convencional, lo que podría deberse a un 

exceso de dilución de muestras procedentes de lesiones crónicas con baja carga 

bacteriana. La presencia de “lesiones purulentas estériles” ya fue descrita por Andrade et 

al. (2012) durante el estudio microbiológico de abscesos compatibles con Linfadenitis 

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

Nuestros resultados sugieren, por tanto, que la dilución de la muestra de ADN al 1:10 no 

aportó ningún valor diagnóstico al método convencional descrito para la detección de C. 

pseudotuberculosis por Pacheco et al. (2007), si bien, debemos señalar que la precisión 

de estos cálculos pudo estar limitada por el número de casos confirmados de Linfadenitis 

que se obtuvieron en la encuesta transversal. Así, hubiese sido preciso comparar 73 

animales infectados para determinar la sensibilidad de la PCR optimizada con una 

precisión del 95% (error máximo del 5%) y un nivel de confianza del 95%, y sólo se 

identificaron 9. En el caso de la especificidad, sin embargo, el valor estimado para la PCR 

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

Sin embargo, y a pesar de su fiabilidad, la PCR resulta poco práctica como técnica de 

elección en estudios de prevalencia y programas de control y erradicación, ya que no 

permite la detección in vivo de portadores asintomáticos -principal causa de dispersión de 

esta enfermedad en una población- (Kaba et al., 2001; Gómez-Gascón et al., 2013). En 

este contexto, la técnica ELISA suele ser la más adecuada (Hoelzle et al., 2013; Menzies 

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

El serodiagnóstico ha sido implementado con éxito en algunas explotaciones caprinas 

(sensibilidad de 94% y especificidad 98%) (Derckeson et al., 2000; Kaba et al., 2001). 

Sin embargo, en ovejas, especialmente en individuos con infección inaparente y abscesos 

internos, el ELISA muestra una sensibilidad reducida (71-79%) y su especificidad, 

aunque elevada (99%), puede variar notablemente en función de la técnica utilizada 

(protocolo, antígeno ensayado, etc.), la existencia de reacciones cruzadas con otras 



 

Universidad de Córdoba – Facultad de Veterinaria 

78 

bacterianas y la persistencia de los anticuerpos en los animales recuperados (Malone et 

al., 2006; Binns et al., 2007; Hoelzle et al., 2013; Gómez-Gascón et al., 2013). 

En este trabajo de Tesis se utilizó 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 sándwich de doble anticuerpo 

(sensibilidad 88% y especificidad 55%).  

De esta forma, la prueba ELISA utilizada en nuestro trabajo resultaría especialmente útil 

en programas de erradicación 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 rebaño sin riesgo de persistencia y dispersión 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 será 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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CAPÍTULO VI. 

ESTUDIO EPIDEMIOLÓGICO DE LA LINFADENITIS CASEOSA 

EN PEQUEÑOS RUMIANTES EN LA REGIÓN DE ALTO 

ALENTEJO, PORTUGAL 

 

Al no ser una enfermedad de declaración obligatoria, la Linfadenitis caseosa se mantiene 

constante en muchos países. Debido a que está subestimada por los ganaderos y, en 

muchos casos por los veterinarios, no se conoce su prevalencia real y lo que supone 

económicamente. Esta situación se observa en Portugal y en España, donde los pequeños 

rumiantes representan una parte importante de la producción ganadera nacional. 

La existencia de portadores asintomáticos favorece la dispersión de la infección y, una 

vez que la enfermedad se establece en un rebaño, su control es complicado debido a la 

dificultad para identificar las formas subclínicas y la mala respuesta de los animales 

enfermos a los antibióticos (Velasco y Fernández, 2002; Aquino de Sá et al., 2013; 

Gómez-Gascón 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 

epidemiología de la Pseudotuberculosis (Linfadenitis caseosa) en Portugal. Para ello, se 

ha realizado una encuesta transversal de la infección por Corynebacterium 

pseudotuberculosis en pequeños rumiantes en la región de Alto Alentejo, así como un 

estudio analítico transversal de la influencia de diversos factores relacionados con el 

animal (especie y aptitud) y el sistema de producción (régimen y tamaño de la 

explotación). La población de estudio, el plan de muestreo y la metodología seguida se 

han descrito en el Capítulo IV de esta Tesis doctoral.  

El análisis estadístico de los datos obtenidos se realizó con el programa SPSS 27.0 (IBM 

Corp. Released 2020. IBM SPSS Statistics for Windows) y el programa estadístico para 

epidemiología Winepi (Universidad de Zaragoza, España).  
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A partir de los datos obtenidos en la encuesta serológica se determinó la dispersión 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 Capítulo V).  

Como se comentó en Material y Métodos, un alto porcentaje de ganaderos se mostraron 

reticentes a aportar información sobre el estatus sanitario y productivo de la explotación. 

En consecuencia, sólo fue posible realizar un estudio analítico preliminar. Mediante las 

pruebas no paramétricas de chi cuadrado y test exacto de Fisher se comparó la dispersión 

y la seroprevalencia en función de los factores estudiados. El contraste se realizó a dos 

vías, con un nivel de significación del 5% y una potencia estadística del 80%. En el caso 

de las variables politómicas se realizaron, posteriormente, comparaciones múltiples 2x2, 

ajustando el nivel de significación con la corrección de Bonferroni. Una vez determinada 

la asociación, se estimó la fuerza y el sentido mediante la Razón de Prevalencias (IC95%). 

 

6.1. Estudio de seroprevalencia 

En base a los datos utilizados para estimar el tamaño de la muestra (Capítulo IV), la 

presencia de al menos 1 animal seropositivo en la explotación era indicativo de una 

seroprevalencia mínima del 25%, considerándose el colectivo positivo. Sesenta y seis de 

las 82 explotaciones analizadas en nuestro estudio resultaron positivas a la infección por 

C. pseudotuberculosis, lo que supone un porcentaje real de granjas afectadas (dispersión) 

del 75,43% IC95% [66,40%-84,45%] (Tabla 13). 

Por tipo de explotación, la infección fue significativamente más frecuente en las fincas 

de caprino (90,8% & 67,9%), así como en las granjas de régimen no extensivo (100% 

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

GRANJAS 
ELISA +/analizadas Seroprevalencia real (IC95%) 

P 
OV CA Total OV CA Total 

APTITUD 

Cárnica 37/50 21/22 58/72 
67,2% 

(54,2%-80,2%) 

94,4% 

(84,7%- 100%) 

75,5% 

(65,6%-85,5%) 
0,03 

Lechera 4/5 4/5 8/10 
74,8% 

(36,8%-100%) 

74,8% 

(36,8%-100%) 

74,8% 

(36,8%-100%) 
1,00 

    Aptitud   P = 0,96 

PRODUCCIÓN  

Extensiva 38/52 24/26 62/78 
66,1% 

(53,2%-78,9%) 

90,4% 

(79,1%-100,00%) 

74,2% 

(64,5%-83,9%) 
0,02 

No extensiva* 3/3 1/1 4/4 100% 100% 100% 1,00 

    Producción   P = 0,24 

TAMAÑO  

Pequeñas  

(< 50 anim.) 
21/33 17/18 38/51 

54,1% 

(37,1%-71,1%) 

93,1% 

(81,4%-100%) 

67,9% 

(55%-80,7%) 
0,004 

Medianas  

(50-200) 
10/11 6/6 16/17 

88,6% 

(69,9%-100%) 

93,1% 

(81,4%-100%) 

92,7% 

(80,3%-100%) 
0,76 

Grandes  

(> 200) 
10/11 2/3 12/14 

88,6% 

(69,9%-100%) 

57,9% 

(2,1%-100%) 

82,04% 

(61,94%-100,00%) 
0,21 

    Tamaño   P = 0,18 

TOTAL 41/55 25/27 66/82 
67,9% 

(55,6%-80.2%) 

90,8% 

(79,8%-100%) 

75,4% 

(66,4%-84,5%) 
0,023 

* Producción no extensiva: semi-extensiva e intensiva. 

OV: ovino   CA: caprino 

 

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

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

 

Tabla 14: Análisis comparativo del tamaño de las explotaciones negativas y positivas al ELISA. 

 ELISA Total Tamaño medio Media ± desviación estándar 

EXPLOTACIONES 
Negativas 16 85,16 6,058 ± 135,190 

Positivas 66 171,60 13,324 ± 214,012 
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De los 756 animales analizados, 258 presentaron un título positivo en la prueba ELISA, 

determinando una seroprevalencia real del 16,74% IC95% [14,09%-19,40%] (Tabla 15). 

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

ANIMALES 
ELISA +/analizadas Seroprevalencia real (IC95%) 

P 
OV CA Total  OV CA Total 

APTITUD 

Cárnica 120/478 85/177 208/655 
5,30% 34,30% 13,70% 0,0001 

(3,3%-7,3%) 
(27,3%- 
41,3%) 

(11,1%-16,4%)  

Lechera 27/50 26/51 53/101 
41,90% 38,10% 40% 

0,76 (28,2%- 
55,6%) 

(24,8%- 
51,4%) 

(30,4%-49,5%) 

    Aptitud   P < 0,0001 

PRODUCCIÓN  

Extensiva 128/497 102/218 230/715 
6,10% 32,77% 14,26% 

0,0001 
(4%-8,3%) (26,5%-39%) (11,7%-16,8%) 

No extensiva 19/31 09-Oct 28/41 
51,10% 87,50% 60% 

0,04 (33,5%- 
68,7%) 

(67%-100%) (45%-75%) 

    Producción   P < 0,0001 

TAMAÑO  

Pequeñas  
56/306 67/149 123/455 0% 

30,50% 7,80% 
0,0001 

(< 50 anim.) 
(23,1%- 
37,9%) 

(5,3%-10,2%) 

Medianas  
36/111 26/49 62/160 

14,60% 40,70% 22,60% 
0,0003 

(50-200) (8%-21,2%) (27%-54,5%) (16,1%-29,1%) 

Grandes  
55/111 18/30 73/141 

36,30% 49,50% 39,10% 
0,18 

(> 200) 
(27,3%- 
45,2%) 

(31,6%- 
67,4%) 

(31%-47,1%) 

        Tamaño   P < 0,0001 

TOTAL 147/528 111/228 258/756 
8,80% 35,20% 16,70%  

(6,4%-11,2%) (29%-41,4%) (14,1%-19,4%) 0,0001 

* Producción 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 categorías estudiadas, así 

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 infección por C. pseudotuberculosis podría ser 4 veces mayor que la 

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

 

 

OV: ovino   CA: caprino 

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

respecto a las variables especie, aptitud, producción y tamaño de explotación. 

 

En cuanto a la aptitud productiva, el 86,6% de los animales analizados eran de aptitud 

cárnica 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 láctea a la infección por C. pseudotuberculosis (RP 2.91 IC95% [2,49-3,42]) 

(Tabla 15) (Fig. 34).  

Por sistema de producción, 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 infección que los animales criados en extensivo 

(RP 4,19 IC95% [3,67-4,79]) (Tabla 15) (Fig. 34). 
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Finalmente, como refleja la Tabla 15 y la gráfica (Fig. 34), el 60,2% de los animales 

analizados procedían de explotaciones pequeñas (< 50 animales), el 21,2% de granjas 

medianas (50-200 animales) y el 18,6% restante de explotaciones grandes (> 200 

animales). El análisis 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 pequeñas, 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 pequeñas. 

 

6.2. Descripción de los casos positivos detectados mediante PCR 

Durante la encuesta transversal se realizó un examen macroscópico a 335 de los 756 

animales analizados para la detección de lesiones piogranulomatosas, externas e internas, 

compatibles con LC y su análisis mediante mPCR. Cincuenta y ocho de los animales 

(17,3%) mostraron lesiones, detectándose en 13 de ellos alguno de los amplicones de 

ADN específicos 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 tenían abscesos subcutáneos (Fig. 35) y 1 presentaba una forma diseminada de 

la enfermedad. En general, la forma visceral fue la más prevalente, detectándose en el 

76,9% de los casos positivos a la PCR y la forma cutánea en el 23,1% restante (Fig. 38) 

(Tabla 16). En cuanto a la zona/órgano afectado, el pulmón fue el órgano más afectado 

con lesiones piógenas causadas por C. pseudotuberculosis (38,5%) (Fig. 36), seguido del 

hígado (15,4%), mientras que la forma diseminada se observó en el 7,7% de los casos 

(Fig.  37 y 38) (Tabla 16). 
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Tabla 16: Distribución de las muestras positivas a C. pseudotuberculosis según la localización 

de la lesión y la especie animal afectada. 

 

Localización de las lesiones piogranulomatosas 

Abscesos 

subcutáneos 

Abscesos 

mamarios 
Hígado Pulmón 

Forma 

diseminada 

Casos + 

No. (%) 

ovino caprino ovino caprino ovino caprino ovino caprino ovino caprino 

1 
(7,7) 

2 
(15,4) 

1 
(7,7) 

0 2 
(15,4) 

0 
5 

(38,5) 
0 

1 
(7,7) 

1 
(7,7) 

 

23,1% lesiones 

superficiales 

de LC 

76,9% lesiones viscerales de LC 

 

 

Figura 35: Absceso subcutáneo en el nódulo linfático submandibular (forma adenítica superficial) 

de LC en caprino. 

 

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

 
 
 
 

 

Figura 38: Frecuencia de presentación de las formas clínicas y localización de las lesiones 

positivas a C. pseudotuberculosis. 

 

 

 



Tesis Doctoral – Lina Costa 

CAPÍTULO VI: ESTUDIO EPIDEMIOLÓGICO DE LA LINFADENITIS CASEOSA 

87 

6.3. Discusión 

 

En los últimos años, se ha observado una preocupación creciente a nivel mundial por el 

impacto económico de la Linfadenitis caseosa en la industria de los pequeños rumiantes, 

promoviéndose la implementación de programas de control y erradicación 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 investigación es el primero estudio epidemiológico sobre la infección por C. 

pseudotuberculosis desarrollado en pequeños rumiantes, en Portugal. Los resultados 

obtenidos en esta Tesis en la región del Alentejo - que alberga el 60% de la cabaña ovina 

y el 25% de la cabaña caprina nacional -, confirman que la LC es una enfermedad 

prevalente en los pequeños rumiantes de este país. Con un 80,5% de granjas afectadas, la 

dispersión de la infección es similar a la descrita por Debien et al. (2013) en Canadá 

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

A nivel de animal, nuestro trabajo reveló una seroprevalencia real del 16,74%; resultado 

similar al descrito en la región sur de España (26%) por Gómez-Gascón et al. (2013), que 

subraya la necesidad de implementar medidas rutinarias de control que incluyan, entre 

otras, la identificación y aislamiento de animales enfermos y portadores asintomáticos, 

medidas para minimizar la contaminación ambiental por el material purulento, análisis y 

cuarentena de los animales de reposición y medidas generales de bioseguridad (aplicación 

de autovacunas, limpieza, desinfección, etc.).  

La dispersión de la LC en los efectivos de ovejas y cabras en una región portuguesa de 

alta producción de ganado, como el Alentejo, puede llegar a ser un grave problema a nivel 

nacional al dificultar la certificación de las explotaciones portuguesas como libres de la 

enfermedad; lo que haría imposible la apertura de mercados internacionales a la 

producción de pequeños rumiantes. En este contexto, se hace necesaria la implantación 

de un sistema de vigilancia, con estudios periódicos a gran escala, para estimar la 

seroprevalencia y características epidemiológicas de la LC en las explotaciones y 

animales de todo el país, y obtener datos cuantitativos sobre el impacto económico de 

esta infección en los pequeños rumiantes. Asimismo, la existencia de una plataforma que 

pusiese a disposición de veterinarios y entidades sanitarias la información actualizada de 
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ésta y otras enfermedades contagiosas emergentes permitiría establecer la necesidad de 

implementar medidas de control y erradicación, como ya se hace en otras partes del 

mundo. 

Respecto a los factores de riesgo asociados a la infección 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 predisposición 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 análisis comparativo, debemos recordar que, en ambos trabajos, por 

su diseño transversal, es imposible alcanzar conclusiones definitivas sobre la causalidad 

de la infección, siendo necesario desarrollar estudios que aporten mayor evidencia 

científica. A raíz de estas observaciones nuestro grupo de investigación se propone, 

además, ampliar el estudio analítico a factores productivos, sanitarios y de manejo, con 

el objeto de realizar un análisis multivariante.  

Encontramos, asimismo, un porcentaje de seropositivos significativamente mayor entre 

los animales en régimen de producción no extensiva (intensiva y semi-extensiva) y 

aptitud lechera, debido probablemente a una mayor dispersión de la infección en 

condiciones de confinamiento y al contacto existente entre los animales antes y durante 

el ordeño (O’Reilly et al., 2008; Smith, 2015). Como indicamos en la introducción de esta 

Tesis, C. pseudotuberculosis está presente en un 7% de las mastitis descritas en los 

pequeños rumiantes, debiendo ser considerado en el examen bacteriológico de la leche 

(Nabih y cols., 2018). Su impacto en la producción a determinado un interés creciente en 

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

Finalmente, nuestros datos sugieren que cuanto más grande es la explotación, mayor 

predisposición tienen los animales a la infección, al ser ésta más frecuente en las 

explotaciones medianas (50-200 animales) y grandes (> 200 animales). Los resultados 

hallados coinciden con el modelo matemático diseñado por O’Reilly et al. (2008) para la 

transmisión de C. pseudotuberculosis, que verifica una mayor prevalencia de LC 

conforme aumenta el tamaño 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 duración de la infecciosidad en los individuos con 
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LC, que tras sufrir la infección respiratoria desarrollan abscesos respiratorios y 

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

Coincidiendo con la encuesta de seroprevalencia, durante la Tesis se realizó un examen 

macroscópico a 335 animales para determinar la frecuencia de lesiones 

piogranulomatosas e identificación mediante PCR de C. pseudotuberculosis. El 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 Canadá (Debien et al., 2013), con una frecuencia de lesiones del 

7,3% y 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 podría estar subestimada como consecuencia del elevado 

número de lesiones crónicas analizadas y la posibilidad de que tuviesen baja carga 

bacteriana. 

En cuanto a la localización de las lesiones producidas por C. pseudotuberculosis, la forma 

visceral fue la más frecuente (76,9%) en comparación con la forma subcutánea o 

superficial (23,1%), con una notable diferencia en la forma de presentación en función de 

la especie: los abscesos subcutáneos fueron más 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 vísceras, el pulmón fue el órgano más afectado 

(38,5%), generalmente con un cuadro de microabscesos piogranulomatosos. Estudios 

sobre las formas clínicas de la enfermedad han comprobado que, en la forma visceral el 

pulmón es a menudo el órgano más afectado por LC (Malone et al., 2006). Investigaciones 

previas han destacado que los pequeños rumiantes con afectación orgánica rara vez 

presentan abscesos externos, por lo que la forma visceral podría 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 (Canadá), el 54,1% de 

las cabras afectadas presentaron sólo abscesos internos, el 32,4% sólo abscesos externos 

y el 13,5% abscesos en ambas localizaciones. Estos mismos autores, señalaron que, a 

pesar de ser la enfermedad más diagnosticada, la Linfadenitis caseosa no constituía una 

causa importante de muerte (3,9%), en comparación con otras enfermedades como la 
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enterotoxemia por Clostridium perfringens tipo D (17,1%), neumonía (13,8%), 

paratuberculosis (10,5%), listeriosis (6,6%), toxemia de gestación (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 Neumonía 

enzoótica (Valcárcel et al., 2013). 

Los registros obtenidos en los mataderos regionales son de enorme importancia en el 

estudio de la epidemiología de las enfermedades animales y deben utilizarse con el fin de 

promover la salud animal y proteger la salud pública. Se deben realizar en Portugal otros 

estudios en matadero para esta y otras enfermedades de rumiantes, ya que permiten una 

evaluación real de la presencia de enfermedades infecciosas y parasitarias en animales de 

producción para el consumo humano, su caracterización y etiología, impacto económico 

en la producción 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 pequeños rumiantes, el hecho de ser una enfermedad crónica, 

transmisible a otros animales y al hombre y responsable de caídas económicas graves y 

no siempre perceptibles al productor, justifica la inversión en su diagnóstico y control, y 

una mayor sensibilización de médicos veterinarios y ganaderos para conocer las vías de 

contagio y medidas de prevención. Cuando se establece, la enfermedad es de difícil 

erradicación, no sólo porque presenta largos períodos de incubación y la respuesta a la 

terapéutica antibiótica no es efectiva, sino también porque la detección de animales 

infectados es difícil. Nos corresponde a todos, como actores sanitarios, alertar sobre su 

peligrosidad y características epidemiológicas y actuar instituyendo planes profilácticos 

que contemplen la prevención y el control de esta afección. 

La Linfadenitis caseosa sigue siendo un desafío importante para las industrias de ganado 

ovino y caprino, limitando su rentabilidad. El intenso mercado y movimiento de pequeños 

rumiantes, sin las medidas de bioseguridad necesarias son obstáculos importantes para el 

control de la Linfadenitis caseosa, manteniendo su prevalencia en niveles altos, lo que 

indica que deben tomar se medidas de control específicas. Hay varias dificultades que 

afectan al desarrollo y aplicación de métodos de diagnóstico efectivos e inmunógenos. 

Todos los intervinientes en la industria caprina y ovina deben concentrar esfuerzos para 

controlar esta grave enfermedad y contornar las dificultades en su diagnóstico y control.
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1. La dilución sistemática 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 

inhibición enzimática por detritus celulares, no aumentó la validez diagnóstica de la 

PCR múltiple, por lo que consideramos que sólo debería aplicarse en las lesiones con 

exceso de material purulento que resulten negativas al protocolo clásico, a fin de 

descartar falsos negativos. 

2. La comparación del ELITEST CLA#CK105A® con la PCR múltiple mostró una 

sensibilidad y especificidad diagnósticas del 100% y el 76,1%, respectivamente, lo 

que confirma la validez de esta técnica para la detección de casos subclínicos y como 

herramienta de control en programas de saneamiento. 

3. 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% tendrán la enfermedad con una certeza superior o igual al 

80%.  

4. Con una seroprevalencia a nivel de granja del 75,4% (IC95% [66,4%-84,5%]) y un 

16,7% de la cabaña ovina y caprina afectada (IC95% [14,1%-19,4%]), este estudio 

confirma, por primera vez, el carácter endémico, la importancia sanitaria de la 

Linfadenitis caseosa en la región portuguesa de Alentejo y en Portugal, así como la 

necesidad de instaurar medidas rutinarias de control. 

5. El estudio analítico 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 producción no extensivo 

y/o en granjas de mediano y gran tamaño. 

6. El estudio patológico de los casos positivos confirmó la importancia de la forma 

visceral, especialmente en la especie ovina, siendo el pulmón el órgano más afectado 

por las lesiones piogranulomatosas típicas de esta enfermedad.   
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Cuestionario  

INFORMACIÓN EXPLOTACIÓN: 

 

DATA: ______/_______/_________  IDENTIFICACIÓN EXPLOTACIÓN_____________________ 

CONCELHO ____________________________         FREGUESIA _____________________________ 

ESPÉCIE: ovina / caprina        APTITUD PRODUCTIVA: lechera / cárnica 

RÉGIMEN PRODUCCIÓN: extensivo / semi-extensivo / intensivo     Nº TOTAL EFETIVO____________ 

TAMAÑO EXPLOTACIÓN: Pequeño (< 50) / mediano (50-200) / grande (> 200) 

 

INFORMACIÓN ANIMALES: 

DEFINICIÓN DE CASO para identificación 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. 

 

INFORMACIÓN MUESTRAS: 

Identificación muestra Suero 
SI / NO 

Lesión 
Si / No Localización lesión Anotaciones 

Código explotación / 1     

Código explotación / 2     

Código explotación / 3     

Código explotación / 4     

Código explotación / 5     

Código explotación / 6     

Código explotación / 7     

Código explotación / 8     

Código explotación / 9     

Código explotación / 10     

Código explotación / 11     

OBSERVACIONES:_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________________________ 
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ANEXO 2: Resultados de la encuesta de seroprevalencia. 
 

EXPLOTACIONES 
 

Nº explotación Localización Especie Aptitud 
Sistema de 
cría 

Censo ELISA 

VD49L 
Urra / 
Portalegre caprino carne extensivo 4 

Positivo 

VD03C 
Sé e S. 
Lourenço caprino carne extensivo 5 

Negativo 

VD06L 
Carreiras 
Portalegre ovino carne extensivo 5 

Negativo 

VD28B 
Carreiras / 
Portalegre caprino carne extensivo 5 

Positivo 

VD28A 
Alegrete / 
Portalegre caprino carne extensivo 5 

Positivo 

VD37G 
Ribeira de Nisa 
/ Portalegre ovino carne extensivo 6 

Positivo 

VD25C 
Ribeira de Nisa 
/ Portalegre ovino carne extensivo 6 

Positivo 

VD69F 
Carreiras 
Portalegre caprino carne extensivo 8 

Positivo 

VD84F 

Sé e S. 
Lourenço / 
Portalegre ovino carne extensivo 8 

Positivo 

VD43F 
Reguengo / 
Portalegre caprino carne extensivo 9 

Positivo 

VD69N 
Alegrete / 
Portalegre caprino carne extensivo 9 

Positivo 

VD12J Urra/Portalegre caprino carne extensivo 10 Positivo 

VD36B 
Alagoa / 
Portalegre caprino carne extensivo 10 

Positivo 

VD62L 
Reguengo 
Portalegre ovino carne extensivo 11 

Positivo 

VD74D 
Ribeira de Nisa 
/ Portalegre caprino carne extensivo 11 

Positivo 

VD79N 

União Sé e São 
Lourenço 
Portalegre ovino carne extensivo 13 

Positivo 

VD23I 
Reguengo / 
Portalegre ovino carne extensivo 13 

Positivo 

VA34B 
Alagoa 
Portalegre ovino carne extensivo 14 

Negativo 

VD26H 
Alegrete 
Portalegre ovino carne extensivo 16 

Positivo 

VD45M 
Alegrete 
Portalegre ovino carne extensivo 16 

Negativo 

VD58H 

Sé e S. 
Lourenço / 
Portalegre caprino carne extensivo 17 

Positivo 
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VD68C 

Sé e 
S.Lourenço / 
Portalegre caprino carne extensivo 17 

Positivo 

VD06A 
Alagoa / 
Portalegre ovino carne extensivo 17 

Positivo 

VD80J 

Sé e S. 
Lourenço / 
Portalegre ovino carne extensivo 17 

Negativo 

VD78C 

Sé e s. 
Lourenço / 
Portalegre ovino carne extensivo 18 

Positivo 

VD97D 
Alegrete / 
Portalegre ovino carne extensivo 19 

Negativo 

VD15D 
Alegrete /  
Portalegre ovino carne extensivo 19 

Positivo 

VD90C 

União Sé e São 
Lourenço 
Portalegre ovino carne extensivo 20 

Positivo 

VD75J 
Alegrete 
Portalegre ovino carne extensivo 20 

Positivo 

VD90M 
Alagoa  
Portalegre ovino carne extensivo 20 

Positivo 

VD17B 
Carreiras 
Portalegre ovino carne extensivo 23 

Positivo 

VD83B 
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 

Cabeço de 
Vide 
Fronteira caprino carne extensivo 25 

Positivo 

VD13O 
Alagoa  
Portalegre ovino carne extensivo 25 

Negativo 

VD31L 
Alegrete / 
Portalegre ovino carne extensivo 26 

Negativo 

VD71M 

União Sé e São 
Lourenço 
Portalegre ovino carne extensivo 27 

Positivo 

WZ11J 
Montalvão/Nis
a ovino carne extensivo 30 

Positivo 

VD86L 

Sé e S. 
Lourenço / 
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 
Mártires / 
Crato ovino carne extensivo 34 

Positivo 
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VB27B 

São Salvador 
da Aramenha 
Marvão caprino carne extensivo 34 

Positivo 

VD48M 
Alagoa  
Portalegre ovino carne extensivo 36 

Negativo 

VD04D 

União Sé e São 
Lourenço 
Portalegre ovino carne extensivo 36 

Positivo 

WZ06A Alpalhão/Nisa ovino carne extensivo 42 Positivo 

VD19L 
Reguengo  
Portalegre caprino leite extensivo 43 

Positivo 

VD59I 
Alegrete 
Portalegre ovino carne extensivo 45 

Negativo 

VJ13D 
Vaiamonte 
Monforte caprino carne extensivo 45 

Positivo 

VD41N Urra/Portalegre ovino carne extensivo 52 Positivo 

WZ72B 
Montalvão / 
Nisa ovino carne extensivo 55 

Positivo 

WZ72B 
Montalvão / 
Nisa caprino carne extensivo 64 

Positivo 

VJ06E 
Assumar 
Monforte ovino carne extensivo 67 

Positivo 

WZ60H 
Montalvão / 
Nisa caprino carne extensivo 69 

Positivo 

WZ60H 
Montalvão / 
Nisa ovino carne extensivo 69 

Positivo 

VD35D Urra/Portalegre ovino carne extensivo 83 Negativo 

VH19D 
Alter do Chão /  
Alter do Chão caprino carne extensivo 105 

Positivo 

VD50A 
Alegrete 
Portalegre caprino carne extensivo 109 

Positivo 

VD62B 
Fortios / 
Portalegre caprino carne extensivo 117 

Positivo 

VD73M 
Carreiras / 
Portalegre ovino carne extensivo 119 

Positivo 

WZ75C 
São 
Matias/Nisa ovino carne extensivo 145 

Positivo 

VA02A 

Póvoa e 
Meadas Castelo 
de Vide caprino leite extensivo 156 

Positivo 

VD86B 
Reguengo 
Portalegre ovino carne extensivo 162 

Positivo 

VA02A 

Póvoa e 
Meadas Castelo 
de Vide ovino carne extensivo 167 

Positivo 

VH28A 

Cabeço de 
Vide 
Fronteira ovino carne extensivo 177 

Positivo 

VD75N 
Reguengo 
Portalegre ovino carne extensivo 194 

Positivo 

WZ35A Alpalhão/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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VD86B 
Reguengo / 
Portalegre caprino leite extensivo 255 

Negativo 

WZ66G 
São 
Matias/Nisa ovino leite extensivo 273 

Negativo 

VD66L 
Alagoa 
Portalegre ovino carne extensivo 308 

Positivo 

WZ12G 
Alpalhão / 
Portalegre ovino carne extensivo 321 

Positivo 

VD39D Urra/Portalegre ovino carne extensivo 420 Positivo 

VC12B 

Crato e 
Mártires 
Crato ovino leite 

semi-
extensivo 430 

Positivo 

VD38A 
Alegrete 
Portalegre ovino leite 

semi-
extensivo 444 

Positivo 

WZ30I 

Amieira do 
Tejo 
Nisa caprino leite intensivo 450 

Positivo 

VD01O 
Carreiras / 
Portalegre ovino carne extensivo 600 

Positivo 

WZ49G 
 São Matias / 
Nisa ovino leite extensivo 700 

Positivo 

VB73A 

São Salvador 
da Aramenha / 
Marvão ovino leite intensivo 871 

Positivo 
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Nº 
muestra 

suero 
Especie Aptitud 

Sistema de 
cría 

ELISA 

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 
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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 

276 ovino leite 
semi-

extensivo NEG 

277 ovino leite 
semi-

extensivo NEG 

278 ovino leite 
semi-

extensivo NEG 

279 ovino leite 
semi-

extensivo NEG 

280 ovino leite 
semi-

extensivo POS 

281 ovino leite 
semi-

extensivo POS 

282 ovino leite 
semi-

extensivo POS 

283 ovino leite 
semi-

extensivo POS 

284 ovino leite 
semi-

extensivo POS 

285 ovino leite 
semi-

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 

711 ovino leite 
semi-

extensivo POS 

712 ovino leite 
semi-

extensivo POS 

713 ovino leite 
semi-

extensivo POS 

714 ovino leite 
semi-

extensivo POS 

715 ovino leite 
semi-

extensivo POS 

716 ovino leite 
semi-

extensivo POS 

717 ovino leite 
semi-

extensivo NEG 

718 ovino leite 
semi-

extensivo POS 

719 ovino leite 
semi-

extensivo POS 
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720 ovino leite 
semi-

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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ANEXO 3: Costa L, Huerta B, Galán-Relaño Á, Gómez-Gascón L, Almeida A, Viegas 
I, Maldonado A (2020) Utility assessment of an Enzyme-linked immunosorbent assay 
for detection of subclinical cases of caseous lymphadenitis in small ruminant flocks. Vet 
Med Sci. 2020; 00:1–8. https://doi.org/10.1002/vms3.297.

  
 
 
 



Tesis Doctoral – Lina Costa 

ANEXOS 

XXV 

 
 
 
 
 
 
 
 



  

Universidad de Córdoba – Facultad de Veterinaria  

XXVI 

 
 
 
 
 
 
 
 



Tesis Doctoral – Lina Costa 

ANEXOS 

XXVII

 
 
 
 
 
 
 
 



  

Universidad de Córdoba – Facultad de Veterinaria  

XXVII

 
 
 
 
 
 
 
 



Tesis Doctoral – Lina Costa 

ANEXOS 

XXIX

 
 
 
 
 
 
 
 



  

Universidad de Córdoba – Facultad de Veterinaria  

XXX 

 
 
 
 
 
 
 
 



Tesis Doctoral – Lina Costa 

ANEXOS 

XXXI

 



  

Universidad de Córdoba – Facultad de Veterinaria  

XXXII

ANEXO 4: Costa L, Maldonado A, Huerta B, Almeida A (2019) Optimization of  a 

Conventional PCR Assay for the Identification Corynebacterium Pseudotuberculosis  

from Pyogenic Lesions. J Vet Sci Ani Husb 7(2): 201. ISSN: 2348-9790. 
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ANEXO 5: Lina Costa; Alfonso Maldonado; Belén Huerta. (2019) Estudio Descriptivo 

sobre la Pseudotuberculosis en Pequeños Rumiantes en la Región del Alto Alentejo 

(Portugal) y Determinación de la Utilidad de la Técnica de Diagnóstico ELISA (ELITEST 

CLA # CK105A®). Presentación de Poster en el VII Congreso científico de investigadores 

en formación de la Universidad de Córdoba, febrero de 2019.
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PORTUGAL – Estudo preliminar de prevalência da doença em rebanhos de pequenos 
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