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ABSTRACT

CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULOSIS: A BRIEF UPDATE

Corynebacterium pseudotuberculosis is the causal agent of caseous lymphadenitis of sheep and
goats (LAC), generating further cutancous abscesses and granulomas in horses and cattle. LAC is a
chronic, insidious and cosmopolitan disease. The infection has an endemic level in Chile, increasing
its incidence during the dry season. However, the diagnosis is generally made by clinical signs usually
being presumptive in nature. The aim of this paper is to present a brief review about the current state
of infection, describing characteristics of the agent, the epidemiology and the alternatives for disease
diagnosis.
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RESUMEN

Corynebacterium pseudotuberculosis es el agente casual de la linfoadenitis caseosa del ovino y
caprino (LAC), generando ademas abscesos y granulomas cutaneos en equinos y bovinos. LAC es una
enfermedad cronica, insidiosa y cosmopolita. La infeccidn se encuentra a nivel endémico en nuestro
pais y es capaz de generar enfermedad y pérdidas econdmicas significativas principalmente en las
épocas estivales, cuando es de mayor incidencia. Sin embargo, el diagnoéstico se realiza generalmente
por signos clinicos siendo generalmente de cardcter presuntivo. El objetivo de este trabajo presentar una
breve revision del estado actual de la infeccion, considerando aspectos del agente, de la epidemiologia
y del diagnostico de la enfermedad.
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El agente

Corynebacterium pseudotuberculosis es el
agente causal de la linfoadenitis caseosa del ovi-
no (LAC), enfermedad croénica insidiosa, cosmo-
polita, que causa pérdidas productivas cuantio-
sas. La enfermedad afecta también al caprino con
caracteristicas epidemioldgicas y patogénicas
semejantes. La bacteria produce abscesos pecto-
rales en equinos y granulomas cutaneos ulcerati-
vos en bovinos. Las cepas que infectan a equinos
tienen caracteristicas fenotipicas diferentes a las
que afectan a los pequefios rumiantes (Dorella y
col 2006b, Baird y Fontaine 2007).

Por la constitucién de su pared celular (po-
limero de peptidoglicano, arabinogalactano y
acidos micolicos) y de su acidos nucleicos (alto
contenido de G+C), C. pseudotuberculosis esta
integrado en el grupo denominado CMN, junto
a micobacterias, rhodococcos y nocardias. En
las extensiones para analisis microscopico tiene
una disposicion clasica de “letras chinas”, sien-
do Gram +, de crecimiento anaerobio facultativo
rapido en medios adicionados con suero, cuyas
colonias son de color palido, secas, opacas y
friables. En placas de agar-sangre las colonias
presentan una delgada banda de beta-hemolisis
a las 24 a 48 h de incubacién, producida por la
fostolipasa D. En medios liquidos se desarrollan
formando grumos, como consecuencia de sus
acidos micdlicos. Las propiedades bioquimicas
entre cepas son variables, especialmente ante la
fermentacion de fuentes de carbono, aunque to-
das las cepas que acidifican los medios no pro-
ducen gas. La mayor diferencia entre cepas de
pequefios rumiantes y las aisladas desde equinos,
es que las primeras no reducen nitratos a nitritos.
Los bovinos pueden infectarse con ambos tipos
de cepas (Dorella y col 2006b, Baird y Fontaine
2007).

Los determinantes genéticos de virulencia
de C. pseudotuberculosis no han sido muy
estudiados, a pesar del impacto econdmico que
genera esta infeccidn en los planteles (Dorella y
col 2006b). La mayoria de esos factores codifican
o modifican la expresion de genes relacionados
a virulencia, por lo que pueden ser utilizados
como blancos potenciales para el desarrollo de
vacunas, de farmacos quimioterapéuticos o en
ensayos de diagnostico del agente infeccioso.
Entre estos factores se pueden mencionar:

- Fosfolipasa D. Corresponde a una exotoxina

que altera la permeabilidad vascular y afecta
la funcioén de los neutrdfilos en la respuesta
inflamatoria (D’ Afonseca y col 2008). Debido
a su inmunogenicidad se ha estudiado como
potencial antigeno en vacunas. Ademas, se
ha utilizado como blanco de amplificacion
en ensayos de PCR miltiple para discriminar
entre aislados de C. pseudotuberculosis y
C. ulcerans, una especie genotipicamente
muy relacionada (Pacheco y col 2007). El
analisis bioinformatico de las secuencias pld
indica la existencia de un 68% de identidad
nucleotidica entre C. pseudotuberculosis 'y C.
ulcerans.

- RecA. Es una proteina altamente conservada
entre distintos géneros bacterianos, ya que
participa en funciones basicas como recom-
binacién homologa, reparacion del DNA y
respuesta SOS (D’Afonseca y col 2008).
Mutantes C. pseudotuberculosis recA  han
demostrado ser atenuadas e inmunoégenas al
ser incorporadas en vacunas (Pogson y col
1996).

- RpoB. Corresponde a la subunidad p de la
RNA polimerasa, y su secuencia codificante
se ha utilizado para estudios filogenéticos
de algunos géneros bacterianos (Dorella y
col 2006b, D’ Afonseca y col 2008). A través
de su secuencia también se han identificado
especies de Corynebacterium (Khamis y col
2004, 2005).

- 16S rDNA. Como secuencia codificante
del RNA ribosomal 16S, se ha utilizado en
ensayos previos tanto para el diagnostico
como para el analisis filogenético del Género
Corynebacterium (Khamis y col 2005).
Con estudios realizados sobre la secuencia
nucleotidica de este gen y de rpoB se ha
determinado que C. pseudotuberculosis tiene
una cercana relacion filogenética con C.
ulcerans (Khamis y col 20035, Dorella y col
2006b).

Patogenia

C. pseudotuberculosis produce en pequefios
rumiantes la formacion de piogranulomas en los
nodulos linfaticos. La infeccion se inicia con el
ingreso de la bacteria a través de lesiones gene-
radas en el manejo de los ovinos, como la esquila
y en menor medida los cortes de cola, marcaje y
castraciones. Los bafios sanitarios también con-
tribuyen a la infeccion de pequeiias escoriaciones
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de la piel cuando se han contaminado por absce-
sos abiertos. En caprinos, el consumo de forraje
espinoso que lesiona la mucosa oral también es
fuente de infeccion.

Cuando la bacteria esta dentro de la célula,
la exotoxina fosfolipasa D produce la degenera-
cién y destruccion de esta. Al mismo tiempo la
bacteria invade otras c€lulas, principalmente ma-
créfagos, que es el medio por el cual se disemina
en el organismo. Sus lipidos de pared celular le
confieren resistencia a las enzimas hidroliticas de
las células fagociticas, permitiendo su supervi-
vencia y proliferacidn en el ambiente intracelular
(Dorella y col 2006b).

Esto genera la forma mas corriente de pre-
sentacion de la enfermedad correspondiente a la
abscedacion de nédulos linfaticos superficiales,
debido al traslado del agente via linfatica has-
ta el linfonddulo regional. La otra forma de la
enfermedad afecta nodulos linfaticos internos,
especialmente del pulmon e higado, como con-
secuencia de diseminacion hematogena desde el
conducto eferente de los nodulos linfaticos abs-
cedados. Las lesiones de equinos y bovinos se
producen por infeccion de heridas superficiales y
también por la intervencion de insectos hematé-
fagos (Pinochet 1992, Yeruham y col 2004, Gi-
dicke y col 2008).

En equinos los cuadros en que se reconoce a
C. pseudotuberculosis como agente causal son:
abscesos subcutaneos profundos a nivel pectoral
y abdominal ventral siendo la presentacidon mas
frecuente, linfangitis ulcerativa, foliculitis y
furunculosis (Baird y Fontaine 2007, Gidicke y
col 2008).

En bovinos se describe la presentacidon de
abscesos subcutdneos profundos, cuadros de
mastitis e incluso casos de dermatitis necrotica
del tal6n (Baird y Fontaine 2007).

Epidemiologia

Los productores ovinos acostumbran a con-
vivir con LAC. Sin embargo, en los ultimos
afios ha aumentado la incidencia en paises con
endemia y aparecido en otros donde era consi-
derada exotica, como en el Reino Unido. Su pre-
sentacion se asocia a manejos especificos o bien
al consumo de forraje seco, por lo que las tem-
poradas estivales tienden a ser de mayor riesgo
para la presentacion de la enfermedad. Las pér-
didas econdmicas se deben a la disminucién en
la condicion corporal de los animales enfermos,
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al pobre desarrollo del vellon, a la disminucion
en la produccion de leche, desérdenes reproduc-
tivos, eliminacion de animales infectados pre-
maturamente y principalmente por la reduccion
en la produccion de lana, aumento de los costos
de inspeccién y decomisos de canales en mata-
dero (Paton y col 1994, Cetinkaya y col 2002).
En lesiones caracteristicas de LAC de pequefios
rumiantes, C. pseudotuberculosis puede recupe-
rarse con una frecuencia de un 70 a 80%. Este
porcentaje es aun mayor para equinos y bovinos,
considerando abscesos pectorales y granulo-
mas subcutaneos abscedativos, respectivamente
(Yeruham y col 2004, Tadich y col 2005, Baird y
Fontaine 2007). C. pseudotuberculosis también
causa linfoadenopatias purulentas en camélidos
sudamericanos domésticos, 1o que incidiria en la
calidad y valor del pelo de estas especies (Braga
2007).

En el ser humano la infeccién es esporadica,
especialmente como riesgo ocupacional en es-
quiladores, trabajadores de mataderos, carnice-
ros, etc. Es de buen pronodstico, cediendo a los
tratamientos con antibacterianos (Baird y Fontai-
ne 2007).

Diagnéstico

Se han descrito diversas prucbas serolégicas
para el diagnéstico de LAC, pero estas tienen el
inconveniente de una baja eficiencia diagndstica
y de ser incapaces de discriminar entre animales
previamente expuestos de aquellos que mantie-
nen el estado de portador (Pacheco y col 2007).

El diagnostico de la infeccidn se realiza prin-
cipalmente con un examen clinico de las lesio-
nes y la identificacion de C. pseudotuberculosis
mediante pruebas fenotipicas y bioquimicas (Ce-
tinkaya y col 2002, Dorella y col 2006a, Dorella
y col 2006b, D’ Afonseca y col 2008).

La identificacion por pruebas bioquimicas
es a menudo problematico debido a la gran
variabilidad en las caracteristicas bioquimicas
del patogeno. Ademas, este método no siempre
es ventajoso o posible de realizar, ya que la
puncién de un linfonodo abscedado para obtener
material purulento como muestra para el cultivo
y aislamiento, puede convertirse en una potencial
fuente de infeccion para otros animales debido a
la descarga de contenido desde el absceso. Por
otra parte las lesiones externas cronicas fibrosadas
contienen escaso pus y pocos organismos viables
(Cetinkaya y col 2002, Dorella y col 2006b,
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D’ Afonseca y col 2008).

Debido a la variabilidad fenotipica que
tienen algunas cepas de C. pseudotuberculosis
se ha sugerido que el PCR simplificaria la
identificacion de los cultivos de esta especie
bacteriana (Cetinkaya y col 2002).

Al respecto, existen estudios previos que
han reportado la utilidad del PCR para el
diagnostico rapido de C. pseudotuberculosis en
aislados obtenidos directamente desde muestras
de abscesos. Entre las secuencias utilizadas se
encuentra la subunidad 16S del RNA ribosomal
para el diagnostico de la bacteria en caprinos
y ovinos (Cetinkaya y col 2002), pero tiene el
inconveniente de ser incapaz de discriminar entre
C. pseudotuberculosis y C. ulcerans, ya que el
16S rDNA es un gen altamente conservado entre
especies de un género (Khamis y col 2005). Para
superar esta limitante, Pacheco y col (2007)
reportaron el uso de un ensayo de PCR multiple
para la deteccion de C. pseudotuberculosis
desde cultivos puros y desde muestras clinicas.
Como blancos de amplificacion incluyeron las
secuencias 16S tDNA, pld y rpoB, obteniendo
un método de alta sensibilidad, reproducibilidad
y eficacia en el diagnoéstico de la bacteria.

Situacién Nacional

En Chile hay antecedentes de ocurrencia
de LAC en ovinos desde los afios 30 y se han
realizado investigaciones en diagnéstico y
vacunacion, con resultados limitados tanto en
sensibilidad y especificidad de las pruebas, como
en proteccién de las vacunas, respectivamente
(Pinochet 1992). En los ultimos afios se ha
reconfirmado la enfermedad en ovinos con
prevalencias altas en la Region de Aysén (Tadich
y ¢o012005) y en nuestro laboratorio hemos venido
aislando con mayor frecuencia el agente causal
en abscesos pectorales de equinos. Ademds,
por primera vez en nuestro pais hemos logrado
identificar la bacteria en abscesos subcutaneos de
bovinos (datos no publicados).

Por otra parte, el diptero Haematobia irritans
o comunmente denominado “mosca de los cuer-
nos”, es un factor de riesgo epidemiologico que
en los Gltimos afios ha incidido en la transmision
de C. pseudotuberculosis entre animales durante
los periodos estivales (Gadicke y col 2008). Las
lesiones de LAC son corrientes de encontrar en
ovinos y caprinos, ya sea en forma clinica o en
mataderos de todo el pais. En Chile, no existen

Absceso

l

Muestreo con tgrula + medio de transporte

l

Aislamiento bacterioldgico en agar, sangre

l

Diagnoéstico confirmatorip por PCR multiple

Figura 1. Etapas para el diagndstico confirmatorio de C.
pseudotuberculosis.

estudios sobre las caracteristicas fenotipicas, ge-
notipicas ni sobre los factores de patogenicidad
de las cepas que afectan a las especies domésti-
cas v el diagndstico se realiza generalmente por
los signos clinicos. Por este motivo, en nuestro
laboratorio estamos realizando investigaciones
gue permitan generar mayor conocimiento de
la enfermedad, especialmente en el ambito epi-
demioldgico y en el diagnostico molecular de la
infeccién. Como resultado de este trabajo suge-
rimos un procedimiento eficiente para la identifi-
cacion directa del agente (Figura 1), implemen-
tado actualmente en nuestro laboratorio.

Finalmente, recomendamos a los veterinarios
desarrollar un diagnéstico etiolégico de los abs-
cesos en sus animales, para facilitar sus proce-
dimientos de control y mejorar el conocimiento
epidemiologico que existe de C. pseudotubercu-
losis en nuestro pais.
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