Actualidad y Prospectiva de la
Investigacion Cientifica en el
Centro Universitario
Amecameca de la Universidad

Autonoma del

COORDINADORES
Miguel Angel Sanchez Ramos| Linda Guiliana Bautista Gémez




Actualidad y Prospectiva de la
Investigacion Cientifica en el
CentroUniversitario Amecameca
de la Universidad Autonoma del

Estado de México

COORDINADORES
Miguel Angel Sanchez Ramos| Linda Guiliana Bautista Gémez

Academia Internacional

IAPAS

CIENCIAS
POLITICO
ADMINISTRATIVAS
¥ ESTUDIOS
DE FUTURD



Bernardo Kliksberg
ORGANIZACION DE LAS
NACIONES UNIDAS

Luis F. Aguilar Villanueva
UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

Leonardo Morlino
LUISS UNIVERSITA GUIDO CARLI

Nuria Cunill Grau
UNIVERSIDAD DE LOS LAGOS-
CENTRO LATINOAMERICANO DE
ADMINISTRACION PARA EL
DESARROLLO

Manuel Villoria Mendieta
FUNDACION ORTEGA Y GASSET

Diego Valadés Rios
UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

Roberto Moreno Espinosa
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MEXICO

Ricardo Carneiro
ESCOLTA DE GOVERNO PAULO
NEVES DE CARVALHO

Academia Internacional

IAPAS

CIENCIAS
POLITICO-
ADMINISTRATIVAS
Y ESTUDIOS

DE FUTURO

Consejo Cientifico

Donald E. Klingner
UNIVERSITY OF COLORADO

Alejandro Romero Gudifio
UNIVERSIDAD PANAMERICANA

Juan de Dios Pineda
UNIVERSITY OF NEW MEXICO

Ricardo Uvalle Berrones
UNIVERSIDAD NAC}ONAL AUTONOMA
DE MEXICO

Ricardo Varela Juarez
UNIVERSIDAD NAC)IONAL AUTONOMA
DE MEXICO

Gianfranco Pasquino
UNIVERSITA DI BOLOGNA

Enrique Cabrero Mendéza
CENTRO DE INVESTI,GACIO’N Y
DOCENCIA ECONOMICAS

Fred Lazin
BEN-GURION UNIVERSITY OF THE
NEGEV

Juan Fernando Galvan Reula
UNIVERSIDAD DE ALCALA

Mario Martin Bris
UNIVERSIDAD DE ALCALA

Consejo Directivo

Marfa P. Aristigueta
UNIVERSITY OF DELAWARE

Rubén Garrido Yserte
UNIVERSIDAD DE ALCALA

Carles Ramié Matas
UNIVERSITAT POMPEU FABRA

Rafael Banién 1 Martinez
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE
DE MADRID

José Manuel Canales Aliende
UNIVERSIDAD DE ALICANTE

Guillermo Escobar Roca
UNIVERSIDAD DE ALCALA

Maria del Carmen Rubio

Armendariz
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Judit Bokser Misses-Liwerant
UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

Adriana Plasencia Diaz
UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

Roberto Moreno Espinosa
PRESIDENTE

Oscar Mauricio Covarrubias Moreno
VISEPRESIDENTE

Elena Jeannetti Davila
DIRECTORA DE DESARROLLO ACADEMICO

César Nicandro Cruz Rubio
DIRECTOR DE PROMOCION Y DIVULGACION CIENTIFICA

Adriana Plasencia Diaz
DIRECTORA DE ADMINISTRACION Y LOGISTICA

Rodolfo Ortiz Ortiz
DIRECTOR DE DESARROLLO INSTITUCIONAL

José Antonio Rosique Carias
DIRECTOR DE RELACIONES INTERNACIONALES

Rogelio Rodriguez Rodriguez
DIRECTOR DE RELACIONES CON HISPANOAMERICA

José Morales Ramirez
DIRECTOR DE VINCULACION INSTITUCIONAL

Juan Miguel Morales y Gémez
DIRECTOR DE ADMISION Y MEMBRESIA

Miguel Moreno Plata
DIRECTOR DE ESTUDIOS DE FUTURO

Marfa de los Angeles Maya Martinez
TESORERA

Jorge Enrique Pérez Lara
DIRECTOR DE INVESTIGACION Y REPRESENTANTE LEGAL



Actualidad y Prospectiva de la Investigacion
Cientifica en el Centro Universitario Amecameca
de la Universidad Autéonoma del Estado de México
ISBN: 978-607-98268-6-4

Autor: Sanchez Ramos, Miguel Angel (coordinador)
Bautista Gémez, Linda Guiliana (coordinadora)

Edicion/correcion de estilo:
Maria Concepcidn Beltrdn Lépez

Editorial: Academia Internacional de Ciencias
Politico-Administrativas y Estudios de Futuro

Materia: Multidisciplinaria

Publicado: 2021-10-04
No de Edicion: 1

Idioma: Espafiol

Hecho en México / Made in Mexico Cada uno de los
capitulos que integran este volumen fueron sometidos
a dictamen a través del sistema de doble ciego o de
pares, a fin de lograr una mayor consistencia y rigor
cientifico.

Qoo

Academia Internacional

IAPAS

CIENCIAS
POLITICO
ADMINISTRATIVAS

¥ ESTUDIOS

DE FUTURD

La Academia Internacional de Ciencias Politico
Administrativas y Estudios de Futuro, AC (AICPAEF) o
International Academy of Political & Administrative
Sciences and Future Studies (IAPAS-FS) -por su
denominacién y siglas en inglés- es una iniciativa
impulsada por una red de investigadores a nivel
internacional, para contribuir al debate y la generacién
de nuevo conocimiento en las ciencias politico
administrativas y escenarios de futuro en favor del
desarrollo.

www.iapas.mx
Email: jorge.perez@iapas.mx
Twitter: @iapasfs Facebook.com/IAPASF

Documento editado y preparado por:
Miguel Angel Sanchez Ramos, y Linda Guiliana Bautista
Gomez

Antiguo Camino a San Pedro Mdrtir No. 42, Casa 5,
Colonia Villa Tlalpan, Alcaldia Tlalpan. Ciudad de
México, 14630, México

Registro RENIECYT: 1800606

ISBN: 978-607-98268-6-4

El contenido de los capitulos es responsabilidad de los
autores.

Licencia Creative Commons License 3.0 Reconocimiento-No Comercial-Sin Obras Derivadas. Usted es libre de copiar,
distribuir y comunicar publicamente la obra bajo las condiciones siguientes: Reconocimiento - Debe reconocer los créditos
de la obra de la manera especificada por el autor o el licenciador (pero no de una manera que sugiera que tiene su apoyo o
apoyan el uso que hace de su obra). No comercial - No puede utilizar esta obra para fines comerciales. Sin obras derivadas -
No se puede alterar, transformar o generar una obra derivada a partir de esta obra.

M4ds informacidn en http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/es/



Linfadenitis caseosa en ovinos y caprinos, vacunas y perspectivas de
investigacion en México
Roberto Montes de Oca Jiménez'*, Maria Carla Rodriguez Dominguez?

Humberto Gustavo Monroy Salazar®.

Resumen: La linfadenitis caseosa es una enfermedad que afecta la produccidn ovina y caprina a nivel mundial. El agente etiol6gico
es una bacteria Gram positiva, intracelular facultativa denominada Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis. La enfermedad
puede cursar con un desarrollo cutaneo o visceral, provocando pérdidas en la produccién de leche y carne, decomiso de las canales,
rechazo de las pieles y como consecuencia, grandes pérdidas econdémicas. Existen vacunas comerciales pero la proteccion conferida
por estas no ha sido eficaz en el control de la enfermedad. Actualmente el uso de nuevas tecnologias ha permitido la obtencion y
caracterizacion de proteinas con potencial inmunogénico para el desarrollado de nuevas vacunas, las cuales podrian ser una
alternativa para incrementar la proteccion. El presente trabajo incluye una revision de las tematicas referentes al microorganismo
patégeno, las caracteristicas de la enfermedad, asi como las tendencias en el desarrollo de vacunas e investigacion en México.

Palabras clave: Linfadenitis caseosa, Corynebacterium pseudotuberculosis, Vacunas, Investigacion en México

Introduccion

La Linfadenitis Caseosa (LAC) es una enfermedad infecto-contagiosa de origen bacteriano, también llamada
pseudotuberculosis o enfermedad de Preisz-Nocard, la cual conlleva a importantes pedidas econémicas en el sector
ganadero, principalmente el ovino y caprino. El microorganismo agente causal de la enfermedad fue identificado en
1888 de un caso clinico de linfangitis en bovinos por Edmond Isidore Etienne Nocard y posteriormente en 1891 Hugo
von Preisz aislo la bacteria de un absceso de rifién ovino. Como consecuencia de estos hallazgos el microorganismo
se nombré como bacilo “Preisz-Nocard” y en 1948 se establecio segln la 6ta edicién del Manual del Bergy”s el nombre
Corynebacterium pseudotuberculosis (C. pseudotuberculosis) (Von-Graevenitz y Bernard, 2006). La LAC ocasiona
dafios a la ganaderia a nivel mundial, con pérdidas de rendimiento en el rebafio, con menor ganancia de peso y decomiso
de las visceras afectadas (Windsor, 2011), disminucién de la produccion de lana (Paton et al., 1994), carne (Collet et
al., 1994) y leche (Schreuder et al., 1990), asi como desérdenes reproductivos (Odhah et al., 2017; Faeza et al., 2019).

La LAC ha sido identificada en diversos paises, dentro de los que se encuentran productores ovinos de
reconocimiento mundial, como Australia (Windsor., 2014), Nueva Zelanda (Valero et al., 1992), China (Gao et al.,
2018), Estados Unidos (Williamson, 2001), Canada (Debien et al., 2013), Brasil (de Farais et al., 2019) y México
(Parise et al., 2018). La enfermedad se encuentra ampliamente distribuida a nivel mundial aunque a veces es poco
notificada, siendo identificados como factores de riesgo el tipo de explotacion y los protocolos de manejo y control
establecidos en las granjas.

Encuestas epidemioldgicas realizadas en Australia, uno de los principales paises productores y exportadores
de pequefios rumiantes (Behrendt y Weeks, 2019), evidencio que la enfermedad se encuentra distribuida en granjas de
diferentes regiones del pais como Nueva Gales del Sur (97%), regién de Victoria (91%) y en Australia occidental
(88%). Un analisis de la prevalencia de la enfermedad se realiz6 a partir del muestreo de 1, 604,659 ovejas sacrificadas,
indicando que la enfermedad estaba presente en la region de Victoria para un 12.9%, Tasmania con 12.8% seguido de

1 *Roberto Montes de Oca Jiménez, Profesor de Tiempo Completo, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad
Auténoma del Estado de México. El Cerrillo Piedras Blancas, CP 50295, Toluca, Estado de México. Profesor del Centro
Universitario UAEM. Amecameca. Carretera Amecameca — Ayapango. Amecameca, Estado de México. México. C.P. 50900.

3 Humberto Gustavo Monroy Salazar, Profesor de Tiempo Completo, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad
Auténoma del Estado de México. El Cerrillo Piedras Blancas, CP 50295, Toluca, Estado de México.
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Australia del Sur con 9.5%, Nueva Gales del Sur con 5.3%, 4.8% para Queensland y 1.0% en Australia Occidental
(Windsor y Bush, 2016; Bush et al., 2012).

En los Gltimos afios China se ha ganado un lugar importante entre los paises productores de ovinos, y a su vez
se han intensificado los estudios para el aislamiento y secuenciacion del genoma completo de nuevas cepas de C.
pseudotuberculosis (Zhou et al., 2016; Gao et al., 2018). En el Suroeste de China el analisis de abscesos externos de
cabras de la region, resulto en la presencia de un 39.22 % (40/102) de aislados identificados como C.
pseudotuberculosis, asi como se amplificaron genes de virulencia y de diferenciacion entre el biovar ovis y equi (Li et
al., 2018a).

En Estados Unidos y Canada también la LAC es considerada una enfermedad causante de importantes
pérdidas econémicas en la industria de pequefios rumiantes (Williamson et al., 2001; Promed, 2007). En Canada el
andlisis de 157 muestras permitioé la identificacion de C. pseudotuberculosis en el 24.3% del total de casos, con
formacion de abscesos como manifestaciones clinicas de la enfermedad en el 54.1% (Debien et al., 2013).

En Brasil se han realizado diversos estudios que evidencian la presencia de enfermedad, la cual se encuentra
ampliamente extendida por todo el pais. En la region de Rio de Janeiro de un total de 202 muestras evaluadas por la
técnica de PCR (por sus siglas del inglés, Polymerase chain reaction), se identificé C. pseudotuberculosis en el 54%
de las muestras evaluadas (Nassan et al., 2015). En la regién Noreste del pais se realizé un estudio de sero-prevalencia
por técnica de ELISA, a nivel de granja y hospedero, con la evaluacion de un total de 230 instalaciones y 2744 muestras
de sueros de cabras, estimandose valores de prevalencia de un 87.8% y 30.3% respectivamente, lo que indicé la
presencia del patégeno en los rebafios de esta region (de Farias et al., 2019).

En México diversos estudios han demostrado la presencia de la LAC en los rebafios ovinos y caprinos en
diferentes regiones del pais. En el 2015 se evaluaron un total de 160 muestras de casos clinicos del Estado de Jalisco,
de las cuales se realiz6 el aislamiento de C. pseudotuberculosis de 57 de las muestras. Los aislados se caracterizaron
mediante pruebas bioquimicas convencionales, bacteriologia miniaturizada API Coryne e identificacién molecular
mediante PCR, obteniéndose una frecuencia del 33% (Varela et al., 2018). Por otra parte se ha estudiado la secuencia
del genoma completo de seis cepas de origen mexicano obtenidas de casos clinicos de diferentes tipos de hospederos
(equino, ovino y caprino), cuyas secuencias se encuentran reportadas en la base de datos del GenBank (Mufioz et al.,
2016; Parise et al., 2018).

Debido a su elevada incidencia a nivel mundial, la LAC constituye una de las enfermedades de mayor
relevancia para el sector productor y cientifico, los cuales trabajan en conjunto para dar solucion a esta problematica.
Las estrategias actuales de las investigaciones asociadas a esta enfermedad estan dirigidas hacia la identificacion y
caracterizacion del microorganismo agente causal, el desarrollo de vacunas y nuevos medios diagndsticos. En este
capitulo abordaremos los temas referentes a las caracteristicas principales de la bacteria, la enfermedad, las estrategias
de vacunas y los avances de investigaciones desarrolladas en México.

Corynebacterium pseudotuberculosis

El agente etiolégico causal de la LAC pertenece al philum Actinobacteria, clase Actinobacteria, orden
Actinomycetales, suborden Corynebacterineae, familia Corynebacteriaceae, género Corynebacterium, especie.
Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis (Von graevenitz y Bernard, 2006; Bernard y Funke, 2012).
Corynebacterium pseudotuberculosis es una bacteria Gram-positiva con morfologia cocobacilar, de amplitud de 0.5-
0.6 um y 1.0-3.0 um de longitud. Es un microorganismo intracelular facultativo, que no presenta flagelos, no forma
esporas ni capsula, con un contenido G+C de aproximadamente 51 a 68%. Es un patégeno anaerobio facultativo, que
puede utilizar como fuente carbono la glucosa, maltosa, galactosa y la lactosa, sin produccion de gases (Dorella et al.,
2006a; Ruiz et al., 2011). En medio gelosa sangre a las 24 horas de incubacion se evidencia la formacion de colonias
de tamafio de 1mm y color blanco grisiceo. Posteriormente pasadas las 48 a 72h a 37°C las colonias crecen alcanzando
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3 mm de didmetro, el color se torna méas blanco, son secas y rodeadas por una zona de beta hemélisis (Bastos et al.,
2012). El uso de caldo de Infusién Cerebro-Corazon, BHI (por sus siglas en inglés, Brain Heart Infusion) permite un
crecimiento abundante con sedimento de color blanco amarillento (Pacheco et al., 2011). Las cepas de C.
pseudotuberculosis son clasificadas en biovar equi si presentan la enzima nitrato reductasa (nitrato-positivo) y ovis
para las que no presentan la actividad enzimatica y no reducen nitratos a nitrito (nitrato-negativo) (Dorella et al., 2006).

La pared celular presenta una estructura y composicion compleja, con presencia de acidos micélicos (acidos
corynomicdlicos) de aproximadamente 22 a 36 atomos de carbono que se unen a una red de heteropolisacaridos
formados por arabinogalactanos, glicolipidos y proteinas. A diferencia de los acidos grasos lineales de los
fosfolipidos, los &cidos corynomic6licos son &cidos grasos hidroxi-g-ramificados, que requieren
carboxilacion y condensacion de dos &cidos grasos para su sintesis (Burkovski et al., 2013). Estos acidos
micélicos se encuentran unido a trehalosa en sus extremos mas expuestos al exterior de la bacteria y forman una
barrera, con permeabilidad selectiva, mediada por proteinas integrales de membranas Ilamadas porinas. Extractos
lipidicos de C. pseudotuberculosis se han utilizado para la infeccién experimental in vitro de células de macréfagos de
ovejas, donde se constatd que afectan la actividad glicolitica, la viabilidad celular asi como la integridad de la
membrana. Esta moléculas lipidicas también se asocian con mecanismo de proteccién de la bacteria, ya que actlan
como barrera que proporciona impedimento estérico contra las lisozimas, evitando que estas puedan acceder a los
enlaces del peptidoglicano (Burkovski et al., 2018). Por otra en ovinos como modelo experimental se han estudiado
los efectos de la inoculacion de &cidos corynomicolicos, demostrandose aumentos significativos en los niveles de
haptoglobina (Hp), asi como también de amiloide sérico A (SAA), lo que indica su potencial virulento, siendo por si
solos capaces de inducir en el hospedero el aumento de estas proteinas indicadoras de inflamacion e infecciones agudas
(Odhah et al., 2018). Estudios histopatoldgicos en ovejas infectadas experimentalmente con acidos corynomicolicos
han permitido identificar lesiones en el sistema reproductivo como congestion, degeneracion y necrosis (Jesse et al.,
2020). Estas moléculas lipidicas constituyen factores de virulencia de gran importancia a considerar para el disefio de
nuevos farmacos terapéuticos y el desarrollo de vacunas contra esta enfermedad.

La mayoria de los genes de virulencia de C. pseudotuberculosis estan agrupados en el genoma en regiones
denominadas islas de patogenicidad (PAls, del inglés, Pathogenicity islands). En C. pseudotuberculosis se han
identificado 16 PAI, denominadas PiCp, donde en la PiCp1 se identifico un gen de transposasa que probablemente fue
el responsable de la incorporacion de estas estructuras en el genoma. Estas regiones contienen varios genes implicados
en la adhesidn, invasion, colonizacion, propagacion dentro del hospedero, supervivencia en el interior de las células
infectadas y la evasion del sistema inmune (Ruiz et al., 2011; Soares et al., 2013; Viana et al., 2017).

Las secuencias de las PiCp tienen un alto porcentaje de similitud (82—-100%) intra-biovar en las cepas ovis a
diferencia de los niveles de similitud (78-91%) estudiados en el biovar equi. Las cepas biovar ovis tienen un patrén de
delecién conservado en las mismas islas de patogenicidad, independientemente del aislamiento o cepa, mientras que
para el biovar equi estas regiones del genoma presentan grandes deleciones y menor nivel de similitud intra-biovar
(77-88%) y en comparacion con las PiCp de biovar ovis (62-74%) (Soares et al., 2013).

La exotoxina Fosfolipasa D (PLD) es una proteina de 31.4KDa que constituye el factor de virulencia mas
importante de esta bacteria (Sa et al., 2013), cuyo gen pld se identificé formando parte de la isla de patogenicidad
PiCpl (Hodgson et al., 1990). La comparacion de la secuencia de la proteina PLD revel6 que presenta mayor similitud

con Fosfolipasa A2 (Hodgson et al., 1990); clasificada como una Esfingomielinasa D (SMasa D; EC 3.1.4.41), que
cataliza la escision hidrolitica de la esfingomielina para producir colina y ceramida 1-fosfato o
colina y acido lisofosfatidico (LPA) (Dias-Lopes et al., 2013). Las caracteristicas de esta proteina
han sido estudiadas en comparacion con proteinas similares de otros organismos como la SMDasa
de Loxosceles spp. (arafia), con la cual comparte un 30% de similitud de secuencia y efectos
fisiopatoldgicos tales como: agregacion plaquetaria, hiperpermeabilidad endotelial, hemdlisis y
necrosis cutanea dependiente de neutréfilos (Cordes y Binford, 2006).
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La actividad enzimatica de la PLD se centra principalmente en la degradaciéon de la esfingomielina
componente principal de las membranas celulares endoteliales. Esta accion incrementa la permeabilidad vascular y
junto con la capacidad de la bacteria de persistir en el interior de fagocitos, favorece el transporte y diseminacion del
patégeno hacia los nédulos linfaticos mas cercanos al sitio de infeccién donde tendra lugar la formacion de abscesos
(lesion caracteristica de la enfermedad) (Hodgson et al. al., 1994; Baird y Fontaine, 2007). Aunque su accién no se ha
considerado directamente hemolitica, se ha informado que es capaz de producir hemolisis sinérgica (Jost y Billington,
2004). La presencia de la enzima en cultivos bacterianos de C. pseudotuberculosis se puede determinar mediante la
siembra de este microorganismo en conjunto con Rhodococcus equi donde se produce hemolisis sinérgica o también
mediante inhibicion de la B-hemolisina del Staphylococcus aureus.

Es importante destacar que C. pseudotuberculosis es un microorganismo que puede infectar a un amplio rango
de hospederos. El biovar ovis ha sido identificado en ovinos, caprinos (Ruiz et al., 2011; Varela et al., 2018), antilopes
(Muller et al., 2011), bovinos (Silva et al., 2011), alpacas (Sprake y Gold, 2012), llamas (Lopes et al., 2012), cabra
montés (Colom-Cadena et al 2014), y cerdos (Oliveira et al., 2014). Por su parte el biovar equi ha sido obtenido de
lesiones de tipo absceso de tejido muscular del area pectoral de equinos (Mufioz et al., 2016), asi como en camellos
(Borham et al., 2017) y bovinos. Es un microorganismo zoonético por lo que también afecta al hombre siendo
considerada una enfermedad ocupacional (Fernandez-Alonso et al., 2018). Los casos de infecciones en humanos se
han reportado en paises como Australia (Bernard, 2012), Nueva Zelanda (Lester et al., 1997), Francia (Trost et al.,
2010) y China (Bastos et al., 2012).

La estructura genética de la bacteria ha sido caracterizada por diversos investigadores, destacandose en el
analisis del Pan-genoma de 15 cepas de C. pseudotuberculosis aisladas de diferentes tipos de hospederos la presencia
de 314 genes ortélogos compartidos entre las cepas del biovar ovis, que a su vez estan ausentes de una 0 mas cepas
del biovar equi. Para el caso de las cepas biovar equi estas solo presentan alrededor de 95 genes ortélogos que pueden
encontrase o no en las cepas del biovar ovis. La mayoria de los genes que presentan variaciones en su secuencia en
el caso del biovar ovis se adquirieron mediante transferencia horizontal y se conservan en diferentes cepas, mientras
que el biovar equi contienen gran variabilidad, tanto intra como inter-biovar (Soares et al., 2013). Otros autores
consideran que C. pseudotuberculosis se encuentra en una fase de surgimiento de nuevas especies debido a la
evolucidn progresiva de los caracteres genéticos que aparecen o se modifican, lo cual puede alterar la frecuencia
genética (Oliveira et al., 2016; Oliveira et al., 2017a). El analisis de la secuencia genética de la cepa 162 clasificada
como biovar equi (nitrato positiva), mostro una tendencia hacia la cercania filogenética con respecto a las cepas
biovar ovis. Probablemente este acercamiento filogenético se debe a que presenta mutaciones especificas detectadas
en cepas del biovar ovis. Con respecto a esta observacion los autores sugieren que el biovar ovis pudo originarse a
partir del biovar equi (Oliveira et al., 2016).

El estudio a escala filogenémica de 29 cepas de C. pseudotuberculosis (biovares ovis y equi) obtenidas de
diferentes hospederos, permitio identificar un total de 27 genes que experimentaron cambios adaptativos. El andlisis
del dendograma permitié comparar los clados en funcion de las diferentes especies, biovares, genes especificos y
genes que responden a la presion selectiva, mostrando diferencias que indican la adaptacion y la especializacion en
diferentes clados. EI hecho de que algunos de estos genes en evolucidn tienen homologia con factores de virulencia
conocidos, genes de resistencia a los antimicrobianos y objetivos farmacol6gicos muestra que este tipo de andlisis
podria utilizarse para identificar nuevas moléculas dianas para el control de este patogeno (Viana et al., 2018).

La capacidad de supervivencia de C. pseudotuberculosis se ha estudiado en diferentes condiciones
ambientales y superficies. En este sentido se realizé un trabajo en la regién del noreste semiarido de Brasil, donde
se determind la supervivencia de cuatro cepas de C. pseudotuberculosis, en tallo y espinas de cuatro especies
de plantas (Cereus jamacaru (mandacaru), Poincianella microphylla (catingueira), Pilosocereus gounellei (xique-
xique) y Mimosa tenuiflora (jurema-preta). Las diferencias en el tiempo de supervivencia de la bacteria se
asociaron a la actividad antimicrobiana de cada especie de planta y a la morfologia. La superficie de las
plantas mientras mas rugosa, permiten mayor retencion de humedad, nutrientes y menor exposicion al sol,
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aumentando la supervivencia de C. pseudotuberculosis. En este estudio la pérdida de humedad se asocid
con una reduccion en las tasas de supervivencia de C. pseudotuberculosis. También se analizd la
supervivencia de C. pseudotuberculosis en muestras de suelo con residuos organicos, madera (10cm x 3cm),
espinas de mandacaru y alambre galvanizado (5 cm x 5 ¢cm), con incubacion a diferentes temperaturas (28
°C, 37 °C y 42 °C). La media de los valores obtenidos indicé que el mayor periodo de supervivencia tiene
lugar en alambre (93 dias), madera (78 dias), seguido de suelo (63 dias) y espinas (54 dias). En condiciones
de suelo seco, con diferente humedad relativa, la supervivencia fue de 39 dias (S& et al., 2018).

La evaluacién de la presencia de C. pseudotuberculosis en diferentes regiones de la provincia del Chubut
(Patagonia), basados en el andlisis de 5 muestras de suelos con caracteristicas fisicoquimicas diferentes en lo que
respecta a contenido de materia organica (alto o inexistente), pH (neutro u alcalino), conductividad eléctrica
(soluciones salinas) y textura (arenosa, arcillosa y franco-limosa), permitié determinar que el 60% de C.
pseudotuberculosis sobrevivid un periodo comprendido entre 80 - 210 dias. El estudio concluyo que la supervivencia
de la bacteria se favorece por el contenido de materia organica sumado a la textura franco-limosa del suelo, sin
influencia de factores como el pH y la salinidad (Alvarez et al., 2017).

Linfadenitis Caseosa

La enfermedad se caracteriza por la formacion de abscesos a nivel cutaneo y/o visceral (Mahmood et al.,
2015), causando en menor frecuencia afectaciones neonatales, icterohemoglobinuria, artrosinovitis, endometritis,
mastitis y orquitis, con la posibilidad de presentacion de diversas manifestaciones de la LAC en un mismo hospedero
(Othman et al., 2016).

Las lesiones cutaneas se caracterizan por la presencia de abscesos en ganglios linfaticos subcutaneos, nédulos
con engrosamiento de tamafio variable, visibles y palpables a través de la piel con localizacién que depende en gran
medida del sitio de inoculacidn o entrada de la bacteria al organismo. Los abscesos son redondos, con encapsulacion
fibrosa e inflamacidn, pérdida de pelo en la zona lesionada y la ruptura de estos conlleva a la liberacion del contenido
purulento. En la manifestacion visceral, tiene lugar la formacion de multiples abscesos en ganglios linfaticos internos,
asi como en pulmones, higado y rifiones, causando deterioro en la condicidn organica del animal hacia el desarrollo de
un curso crénico. En algunos casos clinicos los ganglios internos necroticos encapsulados pueden ser compatibles con
un desarrollo aparentemente normal, asintomatico (Odhah et al., 2017; Odhah et al., 2019).

La transmision horizontal de la enfermedad se favorece mediante contacto con alimentos o inhalacion de
polvos contaminados con el microorganismo, asi como por heridas ocasionadas durante el pastoreo o la esquila. A
través de un modelo matematico basado en la localizacién de los abscesos, se postularon tres vias de transmision
posibles: via cutdnea abierta a abierta, via respiratoria a cutanea abierta y via respiratoria a respiratoria. En la
comparacién de cuatro granjas del Norte de Irlanda, con animales infectados con C. pseudotuberculosis, el modelo
estimo que la via de trasmision nimero uno es la méas frecuente, con valores de coeficiente de transmision de 0.1087
en comparacion con 0.0002 y 0.0014 obtenido para las otras dos vias propuestas respectivamente. EI modelo considerd
la via de transmisién cuténea en funcion de la formacidn de abscesos cutéaneos (visibles) en linfonodos parotidos,
linfonodos submandibulares, linfonodos prefemorales, linfonodos popliteos y linfonodos mamarios. Por
otra parte la via de transmision respiratoria se estimé en funcion de los abscesos formados en los pulmones
y linfonodos mediastinicos y bronquiales. El tiempo promedio para desarrollar la infeccion cutanea fue estimado
en 1a12 diasy para el desarrollo de la infeccién respiratoria de 1 a 41 dias. EI 25% de los animales que desarrollaron
abscesos cutaneos derivaron en una infeccion respiratoria. Los autores proponen que debido al elevado coeficiente de
trasmision de la via uno, los abscesos cutneos son la principal fuente de transmision y propagacion de la infeccion
durante una epidemia. También se estimé que el periodo de transicion para considerar la LAC como una
enfermedad endémica seria de 2 a 3 afios, aunque en el estudio no se consideraron las préacticas de manejo
(O’Reilly et al., 2008). Otros autores han descrito que la transmision de la infeccion se puede producir debido a un
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inadecuado manejo y empleo de utensilios de esquila y castracién contaminados, ya que estan expuestos a las descargas
purulentas de las lesiones superficiales. El uso frecuente de vallas con alambre de puas provoca lesiones en la
piel, que hacen mas susceptible al animal a contraer la infeccion por via cutanea (Heidrum et al., 2005). Por
otra parte la incidencia de LAC en 126 grupos de ovejas, de 1y 2 afios de edad, en 70 rebafios de Australia Occidental,
se relaciono con los bafios para el control de ectoparasitos después de la esquila. Mantener a las ovejas juntas durante
1 hora después de la esquila aumentd tres veces las probabilidades de estar en categorias de alta incidencia de LAC.
La sero-prevalencia aument6 dentro de cada grupo, sugiriendo que existe mayor propagacion de la enfermedad entre
las ovejas esquiladas juntas (Paton, 1996).

La entrada de la bacteria puede ocurrir a través de lesiones en la piel, mismas que se producen como
consecuencia de cortes de cola, marcaje de los animales, castracion, esquila, bafios o lesiones en la mucosa oral
provocadas por alimentos o forraje espinoso (Dorella et al., 2006a). El periodo de incubacién puede durar de 2 semanas
a meses, siendo muy variable (Al-Gaabary et al., 2009; Odhah et al 2017; Odhah et al., 2019).

La infeccion primaria tiene lugar en el sitio de inoculacién o entrada de la bacteria, con diseminacién
hematdgena y linfatica hacia los ganglios linfaticos (parétidos, submandibulares, prefemorales, preescapulares,
popliteos 0 mamarios) mas cercanos. Los nédulos mandibulares y preescapulares son los mas afectados de forma
general (Al-Gaabary et al., 2009).

Posteriormente se desarrolla una infeccidn secundaria con formacién de abscesos en ganglios linfaticos
(toracicos, bronquiales y mediastinicos) y diversos érganos viscerales afectandose principalmente los pulmones. La
enfermedad puede adoptar un curso crénico con evolucién hacia la recuperaciéon cuando el contenido purulento se
libera al exterior, mientras que por el contrario la forma visceral grave provoca deterioro de la condicion organica
general del animal. Existe una relacion directa entre la edad de los animales y la prevalencia de la enfermedad, la cual
se ve favorecida en animales adultos mayores de 1 afio (Chirino-Zarraga et al., 2005; Al-Gaabary et al., 2009).

La morfologia de los ganglios linfaticos abscedados en ovinos es la caracteristica de capas concéntricas de
tejido, con apariencia de capas de cebolla, de distribucion en laminas fibrosas separadas por material caseoso. Por el
contrario, en cabras los abscesos no forman esta estructura definida y por lo general el exudado tiene composicion de
pasta uniforme seca. Se plantea que estas diferencias morfolGgicas pueden estar condicionadas por el tipo de enzima
fagocitica de cada especie, donde en caprinos estas enzimas presentan mayor actividad litica que en ovinos (Alemany
Spier, 2001).

El anlisis histopatoldgico de abscesos ovinos ha permitido identificar en el centro de la estructura necrosis
eosinofila, una capa fina de linfocitos, células plasmaéticas, algunas células epitelioides y polimorfonucleares
neutréfilos, rodeados por una red de fibroblastos (Baird y Fontaine, 2007). Las caracteristicas clinicas incluyen,
anemia, elevados valores de fibrindégeno, incremento en los niveles de anticuerpos (IgG) y aumento de Interferén
gamma (IFN-y) (Paule et al., 2003; Odhah et al., 2017). En cabras el estudio histopatoldgico de lesiones a nivel de
sistema reproductivo y ganglios linfaticos tras la inoculacion experimental con C. pseudotuberculosis, evidencio
infiltracion de leucocitos, congestion generalizada, degeneracién, infiltracion de células del estroma y necrosis en los
ovarios. En animales inoculados con acidos micélicos obtenidos de una cepa virulenta de C. pseudotuberculosis se
detectaron lesiones leves, moderadas y degenerativas en las trompas de Falopio (Jesse et al., 2020). Los ovinos son
una especie mas sensible que las cabras al estimulo inhibitorio de la explosion respiratoria de los macréfagos y al
efecto bactericida del suero, hecho que podria dificultar la eliminacion del patdgeno por el sistema inmunoldgico
(Valdivia et al., 2015). La presencia de acidos coynomicoélicos esta estrechamente relacionada con la capacidad de
desarrollar dafios en ganglios popliteos de oveja. Estas moléculas lipidicas constituyen un factor piogénico, que se
relaciona con la habilidad de la bacteria para producir infiltracion de células mononucleares, que transportan el
patégeno a ganglios linfaticos, asi como también con el efecto toxico que origina la lisis de los macrofagos (Aleman y
Spier., 2001; Burkovski et al., 2018).

La exotoxina PLD participa activamente en el proceso de resistencia y supervivencia de la bacteria una vez
fagocitada por los macrdfagos, debido a los efectos de su accion enzimatica que provoca la degradacion de la
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esfingomielina de las membranas celulares. La PLD ocasiona lisis celular, incrementa la permeabilidad vascular, con
la consecuente formacién de edema. La exotoxina actda a nivel de células endoteliales presentes en el sitio de infeccion,
asi como en los macréfagos reclutados hacia esa region (Oliveira et al., 2017a). Como consecuencia del transporte via
sistema linfatico, ocurre la diseminacion regional y sistémica del microorganismo con formacion de abscesos en los
ganglios linfaticos (Dorella et al., 2006; Baird y Fontaine, 2007). La produccién de isquemia se desarrolla debido a la
oclusién de capilares y vasos por bacterias que escapan de la contencion del absceso, lo cual en unién a la accién de la
toxina aumenta la masa necrdtica. Eventualmente el microorganismo pasa a vasos sanguineos, via hematogena desde
el conducto eferente de los nodulos linfaticos abscedados con diseminacidn generalizada hacia 6rganos, donde se repite
la produccién de maltiples abscesos. Este comportamiento conlleva a la forma de la LAC visceral, con afectaciones
en ganglios linfaticos internos y 6rganos especialmente pulmones e higado (Mahmood et al., 2015; Odhah et al., 2019).

El hospedero para contener y eliminar la infeccion provocada por esta bacteria intracelular facultativa requiere
fundamentalmente de la activacion del sistema inmune celular, con mayor participacion de los linfocitos T CD8* para
respuesta de citotoxicidad e hipersensibilidad retardada (Abbas et al., 2018). C. pseudotuberculosis tiene la capacidad
de evadir los mecanismos de eliminacion de patégenos presentado por los macrdfagos ya que presenta enzimas
antioxidantes Superoxido Dismutasas (SODs) (Oliveira et al., 2017b) y Catalasa (Dorella et al., 2006), que intervienen
en la eliminacion de algunas moléculas generadas en la cascada de reacciones iniciada por NADPH oxidasa fagocitica,
eliminado productos reactivos del oxigeno y del nitrogeno. El analisis de cepas deficientes del Factor Sigma,
evidenciaron que este se encuentra relacionado con la respuesta ante la accion del dxido nitrico liberado por los
macréfagos como parte de mecanismos de eliminacion de patégenos por estrés oxidativo (Pacheco et al., 2012). La
disminucion de pH en el interior del fagolisosoma se ha asociado con un aumento en la expresion del gen pld, con
produccion de PLD, que participa en la lisis de la membrana del fagolisosoma liberando la bacteria en el citoplasma
del macrofago (Oliveira et al., 2017a).

Debido a la persistencia y la capacidad de supervivencia de la bacteria en el interior de los macréfagos, la
liberacién de citoquinas y el reclutamiento de células del sistema inmune provocan la formacién de piogranulomas,
estructuras formadas como secuencia de la accién del sistema inmune del hospedero para contener y restringir la
diseminacion bacteriana. El piogranuloma se forma por el acumulo de macrofagos infectados, células dendriticas,
células epitelioides, linfocitos y citoquinas pro-inflamatorias. Los animales que desarrollan estas estructuras suelen
padecer de una respuesta inmune vigorosa que conlleva a necrosis y fibrosis del granuloma (Paule et al., 2003; Bastos
etal., 2012).

La produccién de anticuerpos tiene lugar entre el 6 - 11 dia post infeccion, con expresion IFN-y de corta
duracion en etapas tempranas de la infeccion, seguido de un aumento significativo en una segunda produccién de esta
citoquina con concentraciones mas prolongadas en el tiempo. Otras citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-a ¢ IL6
se detectaron en el sitio de inoculacion, mientras que el IFN-y se detectd en ganglios linfaticos drenados. La
patogénesis de la LAC esta estrechamente relacionada con la expresion de citoquinas pro-inflamatorias y la formacion
de piogranulomas (El-Enbaawy et al., 2005; Dorella et al., 2009).

La determinacion de la composicion celular de lesiones pulmonares en ovinos infectados con C.
pseudotuberculosis permiti6 establecer que existe un predominio de macréfagos aumentados de tamafio conformando
las paredes del absceso, rodeando el parénquima pulmonar, con expresion principalmente de moléculas MHC Il. Las
células T fueron abundantes mientras que las células B y granulocitos se encontraron en menor cuantia en los infiltrados
celulares. Las lesiones encapsuladas se caracterizaron por presencia de linfocitos en el interior de la masa necrdtica,
con representacion de células CD5*, CD4* y CD8* distribuidas a través del tejido linfatico. Generalmente en las
lesiones caseosa inmaduras se encuentran linfocitos T CD4* y en las lesiones méas desarrolladas la concentracion de
células T CD8" es predominante, lo que se relaciona con el mecanismo del sistema inmune para evadir la diseminacion
de los macrofagos infectados. El estudio evidencio la rol de los macréfagos, la respuesta mediada por MHC clase 11 y
la participacién de las células T en la patogénesis de esta enfermedad (Paule et al., 2003, Dorella et al., 2009). La
induccion de una respuesta del sistema inmune para lograr el control de la LAC, debera estar enfocada hacia el estimulo
de una respuesta T CD8* (respuesta de memoria), que favorezca la eliminacién de este patdgeno intracelular
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(Martin y Badovinac, 2018).

La caracteristica principal de la infeccion por C. pseudotuberculosis es la formacion de absceso a nivel de
nodulos linfaticos superficiales; sin embargo, existen diferentes microrganismos como Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Bacillusspp., Micrococcusspp., Artrhobacterspp., Aeromonas spp., Moraxella spp., y Pasteurella
spp (Ellis, 1991) que también pueden provocar la formacion de abscesos cutaneos, por lo que se han desarrollado
diferentes métodos para la identificacion diferencial de C. pseudotuberculosis. El diagndstico se puede realizar
mediante el empleo de pruebas bioquimicas convencionales (Almuzara et al., 2006), moleculares como PCR multiplex
(amplificacion de segmentos de los genes ARNr 16S, pld, rpoB, narG) (Almeida et al., 2017) y seroldgicas como
ELISA (Barral et al., 2019) y Western Blot (Baird et al., 2010).

Las evidencias experimentales indican que C. pseudotuberculosis es sensible a diversos antibidticos in vitro
(Robaj et al., 2017; Li et al., 2018); sin embargo, el tratamiento en campo tiene un valor limitado debido a que el
microorganismo esta protegido por su localizacién intracelular y por la capsula de los abscesos (Aleman y Spier, 2001).
Algunos trabajos se han enfocado en la blsqueda de compuestos alternativos al uso de antibidticos, extractos de
Moringa oleifera (Fouad et al., 2019), butirato de sodio (Zhou et al., 2019) y nano particulas de plata (Santos et al.,
2019).

Las précticas de manejo incluyen la inspeccion en busca de lesiones y abscesos en los ganglios linfaticos
superficiales, en particular alrededor del area de la cabeza y el cuello. Como las lesiones pueden no ser visibles si son
internas, un analisis serol6gico puede determinar la presencia de la enfermedad. La evidencia experimental ha
demostrado que las lesiones pueden aparecer hasta 2 meses después de una infeccion primaria, por lo tanto los tiempos
de cuarentena deben ser de al menos 2 meses, aunque a menudo esto no es practico (Fontaine, 2015). Los animales
confirmados como positivos deben ser mantenidos separados del resto del rebafio (O’Reilly et al., 2008). La incidencia
de la enfermedad aumenta con la edad, por lo que se recomienda que los animales mayores sean manipulados al final
de la rutina, como procedimiento para minimizar el riesgo de propagacion de la infeccion. No se debe dejar que un
absceso madure y drene por si solo puesto que conlleva a la contaminacion de las instalaciones, suelo y alimento. Por
lo que se recomienda el tratamiento quirGrgico de los abscesos maduros, con la incision y drenaje del contenido
purulento, siguiendo las medidas de higiene adecuadas. Esta practica debe realizarse con guantes, asegurandose de
colectar todo el material infeccioso, para su desecho posterior mediante incineracion. En la herida se aplica yodo al
10%, repitiendo la practica de drenado y desinfeccion cada dos o tres dias hasta que el absceso cicatrice (Fontaine,
2015).

La desinfeccidn de las &reas (corrales y cobertizos) y materiales de esquila se recomienda como préactica que
ha demostrado disminuir la incidencia de la enfermedad. La susceptibilidad de C. pseudotuberculosis al
tratamiento con compuestos cuaternarios de amonio demostr6 ser eficaz en la eliminacion de la bacteria
presente en tijeras de podar, cortadores y peines contaminados. En este trabajo también se eliminé la bacteria
tras una exposicion de 30 segundos a una dilucion de 1:200 de desinfectantes con compuestos cuaternarios
de amonio y en 10 min con una dilucién de 1:10% La descontaminacién de los utensilios de esquila
contaminados experimentalmente con C. pseudotuberculosis, demostré que durante 40 min a 40 °C la
bacteria disminuyo6 de 6.67 a 5.95 log y de 6.67 a 4.55 log a una temperatura de 50 °C durante 60 min,
siendo constantes los valores de las bacterias sobrevivientes. La inactivacion se logré a 65 °C luego de 5
min de exposicion (Estevao et al., 2014). En otro trabajo se evalu6 el efecto de los desinfectantes clorhexidina
(0.5%), hipoclorito (0.125%) y compuesto cuaternario de amonio (15%), suministrados en intervalos de 15 dias sobre
diferentes materiales: suelo, areas de cobertura vegetal, madera y tejas. En condiciones experimentales los materiales
se contaminaron con 10% UFC de C. pseudotuberculosis manteniéndose a temperatura ambiente (28°) por 48 h. El
compuesto cuaternario de amonio fue mas eficiente en eliminar la bacteria en comparacion con el resto de los
desinfectantes evaluados (Sa et al., 2018). Para complementar las medidas de control se deben combinar buenas
préacticas de manejo y la aplicacion de programas de vacunacion.
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Vacunas

Existen vacunas comerciales que se han empleado principalmente en Australia, Nueva Zelanda y
Estados Unidos, las cuales han contribuido en disminuir la incidencia y severidad de las manifestaciones clinicas
de la enfermedad, a pesar de que no logran un control total en los rebafios vacunados. La mayoria de las vacunas
comerciales son polivalentes presentando una combinacion de antigenos de varios agentes patogenos incluyendo C.
pseudotuberculosis. Las formulaciones comerciales se desarrollan principalmente mediante la inactivacion de cultivos
bacterianos totales, que presenten elevadas concentraciones de la PLD, ya que se considera una de las moléculas con
mayor potencial inmunogénico para esta enfermedad (EI-Enbaawy et al., 2005).

La vacuna Glanvac 3 (Zoetis, London) es de tipo toxoide, que combina toxinas de Clostridium
perfringens Tipo D, Clostridium tetani y C. pseudotuberculosis con 0,1 mg/mL de Tiomersal como preservante
(Zoetis, 2020). Esta se ha utilizado para el control de la LAC en granjas del Reino Unido donde los productores han
reportado un buen control a nivel de campo (Fontaine, 2015; Silk y Lovatt, 2016).

De esta misma serie de vacunas la variante Glanvac 6® (Zoetis, West Ryde, Australia), constituye una
formulaciéon multicomponente que incluye antigenos inactivados y ultrafiltrados de C. pseudotuberculosis (PLD),
Clostridium perfringens tipo D, Clostridium tetani, Clostridium novy tipo B, Clostridium septicum y Clostridium
chauvoei (Paton, et al., 1995). El uso de esta vacuna ha permitido la disminucién de las manifestaciones clinicas de la
enfermedad, asi como el desarrollo de la fase visceral y la produccion de abscesos a nivel de pulmoén. Para la aplicacion
de la vacuna se recomiendan dos dosis separadas por un 1 mes y un refuerzo cada afio (Windsor, 2014; Windsor y
Bush., 2016). Glanvac 6® es una de las vacunas mas comercializadas, con uso rutinario en Australia, Canada y Nueva
Zelanda, sin embargo diversos estudios han manifestados que existe una pobre respuesta seroldgica y una respuesta
protectora variada de lote a lote (Williamson, 2001; Windsor y Bush., 2016). Por otra parte en Canada se llevo a cabo
un estudio de eficacia para esta vacuna en relacién con la vacuna comercial Case-Bac (Colorado Serum, EUA) y una
vacuna experimental compuesta por muramil dipéptido. Los resultados indicaron que Glanvac 6® y la vacuna
experimental presentaron un mayor titulo de 1gG en comparacion con Case-Bac; sin embargo, también se asocio la
vacuna Glanvac 6® con mayor nimero de manifestaciones de alergia en el sitio de inoculacion (Stanford et al., 1998).

Biodectin™ (Zoetis, Espafia) es otra de las vacuna comerciales inactivadas que estan disponibles a nivel
mundial. Esta consta de seis fracciones antigénicas: Moxidectina (antiparasitario), Clostridium septicum, Clostridium
novyi Tipo B, Clostridium tetani, Clostridium perfringens Tipo D, C. pseudotuberculosis y Clostridium chauvoei,
hidréxido de aluminio y Tiomersal. Su uso en cronogramas de vacunacion y desparasitacion se recomienda en un
volumen de 2mL (via subcutanea) para animales de hasta 50kg y una dosis de 3mL en animales con un peso de 51 a
75kg. También se plantea la necesidad de la reactivacion de la vacuna una vez al afio y en ovejas gestantes de 4 a 6
semanas antes de la fecha del parto, con el fin de lograr tanto una transferencia Optima de los anticuerpos calostrales
como para evitar la infestacion parasitaria de los corderos (Zoetis, 2020).

La vacuna Case-Bac (Colorado Serum, EUA), se ha utilizado principalmente en Estados Unidos y su
formulacidn se basa en la presencia de abundante toxina PLD. La administracion de 2mL de Case-Bac se realiza via
subcutanea, con un refuerzo a las 4 semanas y anualmente. Se ha registrado que esta vacuna ocasiona reacciones
adversas en el sitio de inoculacién, asi como letargo, rigidez y fiebre en caprinos (Williamson, 2001).

También existe la vacuna Caseous D-T (Colorado Serum, EUA) cuya composicidn se basa en la presencia de
toxinas de Clostridium perfringens tipo D, Clostridium tetani y PLD de C. pseudotuberculosis. Este producto ayuda a
la prevencidn y control de la LAC; sin embargo, se han identificado reacciones adversas como cojera (dolor) y letargo
tanto en corderos como animales adultos (Valleyvet, 2020). Estudios previos han demostrado que Case-Bac previene
la formacién de abscesos internos y externos en ovejas infectadas experimentalmente con C. pseudotuberculosis. Se
ha utilizado de forma limitada en caprinos ya que los efectos secundarios suelen ser mas graves provocando fiebre,
malestar general, edema ventral, ataxia y convulsiones, razon por la cual esta vacuna no cuenta con licencia para su
uso en cabras (Williamson, 2001). También existe la vacuna de la USDA (Nacional Animal Disease Center, Ames, I1A
USA) que contiene pared celular de C. pseudotuberculosis no viable con o sin muramyl dipéptido y se utiliza en
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Estados Unidos para la inmunizacion de ovejas y cabras (Bastos et al., 2012).

Las vacunas comerciales confieren proteccién que se asocia principalmente con la induccién de una respuesta
de tipo humoral, conformada por anticuerpos anti-Pld, que neutralizan esta toxina y disminuyen el dafio tisular y la
diseminacion bacteriana. Sin embargo, la proteccion es parcial ya que no son capaces de inducir un aumento de la
respuesta inmune de tipo celular, la cual es requerida para la resolucion de infecciones intracelulares. Por tal razén las
nuevas investigaciones se enfocan en el disefio de vacunas que estén guiadas a alcanzar una proteccién completa y
eficaz. México no cuenta con empresas que brinden el servicio de comercializacion de estos productos profilacticos,
por lo que unido a la falta de eficacia de estos farmacos se hace mas necesario el estudios y desarrollo de un farmaco
de produccion nacional (Zoetis, 2020).

El uso de las vacunas contra LAC en un rebafio infectado, con un alto indice de prevalencia, permite
que disminuya el numero de animales que llegan a desarrollar lesiones pulmonares. A medida que se
sacrifican ovejas mas viejas, la prevalencia de la enfermedad disminuye y con el tiempo existen menos
ovejas portadoras de la enfermedad, disminuyendo la capacidad de propagacion. Es importante que la
vacunacion sea aplicada siguiendo las recomendaciones del fabricante, ya que un estudio en Australia
demostrd que solo los productores que aplicaron segun las recomendaciones 2 administraciones seguidas
de vacunacion de refuerzo anual, lograron disminuir la prevalencia promedio de LAC a un 3% en
comparacion con el 22% en rebafios con 2 dosis sin refuerzo anual, 29% en rebafios no vacunados, 31% en
rebafios con una sola dosis y 33% en rebafios con una sola dosis y refuerzo anual (Windsor, 2011). Otros estudios
realizados en Australia, pais con largo historial en la aplicacion de vacunas contra LAC, estimé que solo entre un 10-
15% de los productores aplicaban correctamente la vacuna, lo cual podria relacionarse con la persistencia
de la enfermedad a pesar de la vacunacién. También se recomienda una inmunizacion de refuerzo antes del
parto o la actividad de esquila. En corderos menores de 10 semanas la respuesta inmune ante la vacuna no
es fuerte; sin embargo, se ha visto en rebafios comerciales que es practico administrar la vacuna de 6 a 8
semanas después del inicio de la temporada de partos, con una segunda dosis de 4 a 5 semanas después. La
proteccion de los corderos menores de 10 semanas probablemente sea satisfactorio, si no tienen un alto
riesgo de exposicion a la enfermedad y si reciben la segunda dosis. Estas medidas permitirian que los
animales més jovenes que ya estan vacunados reemplacen a los méas viejos infectados, para con el tiempo
lograr disminuir la incidencia de la enfermedad en el rebafio (Windsor, 2014).

También se han evaluado vacunas inactivadas experimentales, formulaciones donde el microrganismo se
encuentra muerto por lo que no confieren peligro de desarrollo de la enfermedad; sin embargo, la respuesta
principalmente es de tipo humoral, menos intensa, requiere de altas concentraciones del microorganismo y de varias
dosis (Jorge y Dellagostin, 2017). Un precipitado proteico, con elevada concentracion de PLD inactivada, de una cepa
de C. pseudotuberculosis aislada de alpaca en Per( se utilizé para la inmunizacién de 20 ratones BALB/c. La vacuna
redujo los efectos tdxicos ante el desafio con 10* UFC de una cepa virulenta de C. pseudotuberculosis, lo cual se
evidencio con una disminucion de los abscesos (en cuanto a cantidad y tamafio) en el grupo vacunado con solo un 40%
de animales afectados. En el caso del grupo control-no vacunado se formaron multiples abscesos tanto a nivel
subcutaneo como visceral en rifién e higado, para un total de 95% de animales afectados. No se observaron diferencias
estadisticas significativas en los niveles de anticuerpos entre los grupos control y vacunados (Medrano et al., 2003).

Otro trabajo realizado en Egipto establecio una comparacion entre la eficacia conferida por cuatro vacunas no
comerciales en base a PLD como antigeno principal evaluadas en ovejas como modelo experimental. Como respuesta
inmune inespecifica se evalud la concentracion de iones superéxido, la cual aumento en todos los animales vacunados.
La actividad de lisozimas fue superior en el grupo vacunado con PLD toxoide + bacterina, seguido de PLD toxoide,
PLD + vacuna comercial Covexin8 (antigenos de Clostridium spp., Schering Animal Health) y la vacuna experimental
local. El grupo vacunado solo con PLD presento una mayor respuesta de proliferacion de linfocitos en comparacion
con el resto de los grupos. Los resultados indicaron que PLD estimuld la respuesta inmune celular especifica e
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inespecifica (Syame et al., 2018).

Las vacunas atenuadas presentan microorganismos vivos que pueden desarrollarse en el hospedero, sin llegar
a causar la enfermedad ya que no presentan algunas estructuras determinantes de virulencia. Estas logran inducir una
respuesta inmune muy intensa y de larga duracion ya que dan lugar a una infeccion similar a la natural. Sin embargo,
hay que tener en consideracién que al estar formadas por microorganismos vivos puede revertir la virulencia y
desencadenar la enfermedad (Jorge y Dellagostin, 2017). Para LAC se evalué el efecto de la cepa denominada
Toxminus, cuyo gen pld cromosdmico fue inactivado. La necropsia de los animales vacunados con 10° a 107 UFC de
esta cepa atenuada evidencio que solo se formaron abscesos de 0.2cm y 1cm en solo dos animales en el sitio de
inoculacion de la cepa virulenta para el desafio. Mientras que los animales del grupo control desarrollaron abscesos de
2.5 cm en ganglios popliteos. La capacidad de persistencia de la cepa atenuada Toxminus se vio afectada debido a la
ausencia de PLD, asi como también la produccion de anticuerpos anti-PLD (Hodgson et al., 1992). Por lo que en otro
estudio se modificd la cepa Toxminus con un plasmido que contenia el gen de pld con una variacion para la obtencion
de la exotoxina con un cambio de histidina por tirosina en la posicion 20, lo que elimina la actividad enzimatica. Sin
embargo esta variacion no mejoro los resultados alcanzados por el grupo anterior ya que de los animales vacunados el
50% de las ovejas desarrollaron abscesos, asi como también el 66% de animales del grupo control no vacunado.
Ademas la cepa atenuada Toxminus no permitié una expresion elevada de la proteina PLD, asi como se evidencio la
excrecion de la bacteria viva atenuada en las heces (Hogdson et al., 1994).

La cepa atenuada T1 fue evaluada en una concentracion de 107 UFC/mL, como candidato vacunal en un
modelo murino de ratones BALB/c para la determinacion de la respuesta inmune humoral y celular. Los ratones
vacunados no mostraron manifestaciones caracteristicas de la enfermedad y el cultivo de las células del bazo de estos
ratones estimuladas con antigenos secretados por T1, aumentaron su proliferacion en comparacion con los cultivos de
células estimuladas con antigenos intracelulares de T1 (Vale et al., 2016). Los resultados indican que los linfocitos
fueron estimulados por la presencia de antigenos secretados, dentro de los que se encuentran las proteinas PLD y CP40,
antigenos de relevancia inmunoldgica (Paule et al., 2004). También la vacunacion experimental con la cepa atenuada
T1 aumento los niveles de 1gG subclases 1gG1 e 1gG2 y la produccion significativa de IFN-y (Vale et al., 2016).

Las vacunas de ADN desnudo utilizan un vector o plasmido modificado con los genes de interés, que tiene la
capacidad de replicarse en las células del organismo inmunizado para la produccién de las moléculas inmunogénicas.
Este tipo de vacunas solo estan formuladas de ADN, y su eficacia depende de la capacidad del vector para expresar el
antigeno inmunizante. En la mayoria de los casos presentan una baja actividad de adsorcidn, siendo limitada la entrada
del material genético a la célula del hospedero.

Para la prevencion de la LAC se evalud un plasmido portador del gen que codifica para el dominio extracelular
de CTLA-4 bovino fusionado al gen pld inactivado (boCTLA-4-HIg-APLD), como vacuna de ADN desnudo en un
modelo ovino. EI CTLA-4 es una molécula que media la unién con el antigeno de membrana B7 en células
presentadoras de antigeno (APC), mejorando la respuesta inmune humoral. En este estudio aumentaron los niveles de
significativamente, pero la proteccidn de los ovinos inmunizados fue parcial ante el desafio experimental con una cepa
virulenta de C. pseudotuberculosis (Chaplin et al., 1999). Diferentes sitios de inoculacion fueron evaluados para la
aplicacion de la vacuna de ADN desnudo como: via intramuscular, subcutanea y bombardeo con pistola génica. La
vacuna administrada por via intramuscular presenté mejores resultados con niveles de proteccién similares a los
observados en vacunas proteicas, mientras que subcutanea y con pistola genética no protegio a las ovejas contra el
desafio bacteriano (De Rose et al., 2002).

El potencial de otra vacuna basada en ADN con el empleo del plasmido pTARGET transformado para la
produccion de la proteina esterasa cp09720 se compard con una vacuna de subunidades a partir de la esterasa CP09720
recombinante adyuvada con hidréxido de aluminio, ambas formulaciones evaluadas en ratones BALB/c (Brum et al.,
2017). La vacuna de subunidades recombinantes indujo mayor titulo de anticuerpos IgG1 (asociado a respuesta Th2)
e 1gG2 (respuesta celular Th1), a los 21y 42 dias post-inoculacion. Las dos vacunas aumentaron la expresion de IFN-
y; sin embargo, la vacuna de subunidades recombinante mostro niveles superiores de ARNm de IFN-y. Los niveles de
proteccion conferidos por las vacunas en los animales desafiados con la cepa virulenta MIC-6 fueron de 58.3% para la
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vacuna de subunidades recombinante y de 16.6% para la vacuna de ADN pTARGET/ proteina esterasa cp09720 (Brum
etal., 2017).

Las vacunas de subunidades presentan multiples moléculas que pueden ser de diferente naturaleza como
lipopolisacaridos, proteinas recombinantes purificadas o péptidos sintéticos. Pueden utilizarse fragmentos de una
molécula como esta en su totalidad, siempre y cuando se garantice que la region responsable de la patogenicidad o
virulencia esté incluida. No se utiliza el microorganismo completo con lo que se evita el riesgo de desencadenar la
enfermedad y la manipulacion de grandes volimenes de cultivo, que en caso de C. pseudotuberculosis es una ventaja
fundamental ya que es zoonético y puede afectar al hombre durante la produccion de las vacunas. Estas vacunas no
son muy inmunogénicas por lo que se requiere del empleo de adyuvantes que potencien la respuesta del sistema inmune
(Jorge y Dellagostin, 2017).

Actualmente las nuevas estrategias para el disefio de vacunas contra la LAC se han enfocado al uso de
proteinas obtenidas mediante tecnologia de ADN recombinantes. La combinacion de la proteina PLD recombinante
con cultivos de C. pseudotuberculosis biovar ovis y equi, inactivados con formalina, se utilizaron como vacunas para
la inmunizacion de ovejas. La formulaciones contenian cada una 50pg de proteina PLDry 20mg de células inactivadas
(vacuna 1 biovar ovis y vacuna 2 biovar equi). Los animales vacunados mostraron un incremento en el titulo de
anticuerpos anti-PLD después de la segunda dosis de refuerzo. No se observaron lesiones en ganglios linfaticos
externos e internos, en comparacion con el grupo control no vacunado donde el 80% de los animales mostraron
manifestaciones de la LAC. Las vacunas protegieron a los animales desafiados con la cepa virulenta y es relevante
destacar que una de las formulaciones vacunales (biovar equi + PLDr) mostrd resultados de la inmunizacion por
primera vez de ovinos con una cepa del biovar equi (Moussa et al., 2016).

La combinacién de la proteina rCP09720 (estearasa) o rCP01850 (proteina L14 de unidn a la subunidad 50S)
y la rPLD obtenida por via recombinante fue evaluada en un modelo murino de ratones BALB/c. Las tasas de
supervivencia luego del desafio con una cepa virulenta de C. pseudotuberculosis, fueron de 30% (rPLD), 40% (rPLD
+ rCP09720) y 50% (rPLD + rCP01850). La combinacion de rCP01850 con rPLD mostro mayor porciento de
proteccion (50% de los animales desafiados) con un aumento significativo en el titulo de 19gG2. La vacuna fue capaz
de aumentar la respuesta inmune de tipo celular ya que se mostraron niveles elevados de INF-y y TNF-o, mientras que
la produccion de IL-4 e IL-12 no fue detectada (Silva et al., 2018).

También se ha utilizado para la expresion de PLD via recombinante una cepa viva atenuada de Mycobacterium
bovis BCG (Bacillus-Calmette- Gueri) con el uso del plasmido pUS2000. El grupo de animales vacunas y desafiados
con mayor porciento de proteccion fue el vacunado con M. bovis plasmido pUS2000/PLD+ 50ug de PLDr, para un
88% del total de animales, mientras que el grupo M. bovis plasmido pUS2000/PLD confiri6 un 77% y 66% para el
grupo M. bovis no modificado (Leal et al., 2018).

La proteina CP40 obtenida Via recombinante también se ha utilizado para la formulacién de vacunas de
subunidades. Existen evidencias que demuestran la presencia de esta proteina en el sobrenadante de cultivo de la
bacteria y a través de ensayos de inmunaoblot, se observé que los sueros de animales vacunados con Glanvac 6 podian
reconocer de manera intermitente esta proteina, lo que sugiere que esta presente en algunos lotes de vacuna.

La inmunizacion de ovejas con 100ug/mL de la proteina CP40r confiri proteccién al 82% del total de
animales, con una disminucién de la formacion de abscesos a nivel de pulmon en el 98% de los animales. Se plantea
que los anticuerpos anti-CP40 podrian estar involucrados en la proteccion a través de mecanismos indirectos, como
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. El suero de los animales vacunados se analizé mediante inmunoblot,
mostrando una fuerte respuesta de anticuerpos especifica, restringida a la proteina de 40 kDa (Hodgson et al., 1994).

Cuatro formulaciones vacunales diferentes (en cuanto a concentraciones) que utilizaron como antigeno
principal la proteina CP40 obtenida via recombinante en combinacion con la cepa atenuada CP09 se evaluaron para la
determinacion de la capacidad inmuno-protectora ante el desafio con 10* UFC de la cepa virulenta MIC-6 en un modelo
murino. La cepa viva atenuada CP09 en una concentracion de 108 UFC, no fue capaz de inducir una respuesta inmune
humoral en los animales vacunados, ni desafiados, mientras que los animales vacunados con CP40r, asi como la
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combinacién de la cepa atenuada CP09 + CP40r y el grupo con una dosis de CP40r seguido de una re-inmunizacion
con la cepa CP09, presentaron un aumento significativo en los niveles de anticuerpos 1gG1. Después del desafio los
animales de todos los grupos aumentaron de manera significativa los niveles de 1gG2, siendo el maximo alcanzado por
los animales inmunizados con CP40r. Los anticuerpos de tipo 1gG2 se relacionan principalmente con una respuesta
inmune de tipo celular asociada a linfocitos Th1, los cuales median la eliminacién de microorganismos intracelulares,
activan macrofagos y células T citotoxicas, aumentan la produccién de opsoninas y conducen a la activacion del
sistema complemento. La vacuna formulada con CP40r confiri6 proteccion al 90% de los animales ante el desafio con
la cepa virulenta, seguido del grupo vacunado con la cepa atenuada CP09 + CP40r para un 70%. La inmunizacién con
CP40r seguido de una segunda dosis formulada con CP09 solo protegio al 60%, mientras que la formulacion a base de
la cepa atenuada CPO9 solo protegié al 50% de los animales. Estos resultados indican que las formulaciones con la
proteina CP40 recombinante fueron mas eficientes en la proteccién asociada a una respuesta celular Thl, en ausencia
de un perfil Th2 después del desafio (Silva et al., 2014).

La evaluacion en ratones BALB/c de una vacuna de subunidades con la proteina CP40 recombinante adyuvada
con saponina o adyuvante completo de Freud (ACF), mostré que la formulacion CP40r/saponina aumentd los
anticuerpos anti-CP40r IgG y de las subclases 1gG2a, 1gG2b e IgG3, con diferencia estadisticamente significativas con
respecto al grupo control. Por otra parte el grupo de animales inmunizados con CP40r /ACF también presento un
aumento significativo en los niveles completos de 1gG, 1gG2a e IgG2b. Ambas vacunas experimentales protegieron al
100% de los animales desafiados con una cepa virulenta, a diferencia del grupo control negativo. Los resultados
sugieren una tendencia hacia una respuesta de linfocitos Th1, mientras que los isotipos de anticuerpos asociados a una
respuesta de tipo Th2, como IgG1 e IgG3, reaccionaron menos a la proteina CP40r. La evaluacion de dos adyuvantes
diferentes no influyo en la respuesta de anticuerpos; sin embargo, se ha demostrado que el adyuvante ACF es téxico
para ovinos por lo que se recomienda la Saponina como alternativa valida con la obtencion de resultados similares. La
saponina estimula la proliferacién de linfocitos T CD8* citotoxicos lo cual constituye una ventaja para la activacion
del sistema inmune celular y la resolucion de infecciones intracelulares. La proteina CP40 recombinante fue capaz de
inducir una respuesta tanto humoral como celular (Droppa-Almeida et al., 2016).

La identificacion de nuevas moléculas con potencialidades para el desarrollo de vacunas asi como medios
diagnosticos constituye la meta a alcanzar en investigaciones futuras. La descripcion de los mecanismos de
patogenicidad y virulencia de la bacteria, es de suma importancia para establecer el rol de cada molécula y con ello
identificar posibles nuevos candidatos vacunales. Los resultados més alentadores se han obtenido con formulaciones
que utilizan las proteinas PLD o CP40, obtenidas por via recombinante. Estas moléculas no se han evaluado en una
misma formulacion vacunal, lo cual seria una opcion a considerar para favorecer tanto la respuesta inmune humoral
como la celular, en base a sus capacidades individuales anteriormente comprobadas.

Perspectivas de la investigacion sobre LAC en México

La ovinocultura en México es una actividad en pleno desarrollo, con una produccion que adn no satisface la
demanda, por lo que se importa carne de otros paises como Australia, Nueva Zelanda y Estados Unidos (FAO, 2018).
Las importaciones de carne de ovino se han mantenido elevadas en los Ultimos afios y actualmente oscilan entre el 43.5
al 50% del consumo nacional (Bobadilla-Soto et al., 2017). Datos internacionales indican que la produccion de carne
de ovino continuara aumentando en la proxima década (13% entre 2017- 2027), impulsado fundamentalmente por la
demanda de importaciones por paises en desarrollo y China (Behrendt y Weeks, 2019).

México se encuentra en el tercer lugar de America en la produccion de ovinos, con una poblacién que ha
incrementado a 8.7 millones de cabezas (SIAP, 2019). Los productores se han organizado en 3 uniones y 64
asociaciones especializadas de ovinocultores que se agrupan en la Asociacion Mexicana de Criadores de Ovinos, A.C.
(AMCO), que a su vez forman parte de la Confederacion Nacional de Organizaciones Ganaderas (CNOG). Con el
proposito de lograr fortalecimiento gremial de la asociacion se cambid el esquema de socios individuales por el de
delegaciones estatales, sustentadas en asociaciones locales, integrando el Organismo de la Unién Nacional de
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Ovinocultores (UNO).

A pesar de la existencia de numerosas empresas productoras y comercializadoras de farmacos veterinarios a
nivel nacional, ninguna ofrece dentro de sus productos vacunas ni medios diagndsticos contra la LAC.

Existen grupos de investigacion en el pais consolidados en el estudio de la problematica que representa la
Linfadenitis Caseosa. Los resultados obtenidos por los investigadores permitieron identificar en 160 muestras de
ovinos provenientes del Estado de Jalisco un total de 57 aislamientos de C. pseudotuberculosis. Estos aislados se
caracterizaron mediante pruebas bacterioldgicas y moleculares con la amplificacion de los genes 16S rRNA, rpoB y
pld. Ademas se identificaron genes involucrados en la virulencia y patogenicidad como: fag A, fag B, fag C, fagD y
hsp60. El analisis filogenético de los aislamientos, en base a la secuencia parcial del gen rpoB, permitié identificar
porcentajes de similitud entre 98, 99 y 100% con respecto a las secuencias reportadas a nivel mundial. El arbol
filogenético agrup6 los 57 aislados con cepas de C. pseudotuberculosis biovar ovis. Los genes involucrados en la
virulencia y patogenicidad se identificaron en el 98.2% de los aislamientos (Varela et al., 2018).

En otro estudio se realizé la secuenciacion del genoma completo de cepas obtenidas de diferentes regiones
del territorio Mexicano. La cepa MEX1 (NZ_CP017711.1) fue obtenida de un absceso retrofaringeo de cabra, en la
region de Tlaxcala, mientras que MEX29 (NZ_CP016826.1) se aisld de absceso retrofaringeo de oveja, en la region
de Rio Frio de Juarez, ambos aislamientos obtenidos con una distancia de 50 Km. También se estudid la cepa MEX25
(NZ_CP013697.1) la cual fue identificada de absceso parotideo en oveja y la cepa MEX9 (NZ_CP014543.1) aislada
de absceso pre-escapular en cabra, ambas cepas obtenidas de la region de Guanajuato, con una distancia de 450 Km
con respecto a los aislados anteriores (Parise et al., 2018). En el analisis se incluyeron cepas del biovar equi, MEX30
(NZ_CP017291.1) y MEX31 (NZ_CP017292.1) las cuales fueron aisladas de abscesos de musculo pectoral de equinos
de la region de Valparaiso, constituyendo el primer reporte en México de cepas biovar equi (Mufioz-Bucio et al., 2016).
El analisis filogenético de estas cepas agrupo cada una en funcion del tipo de biovar, y en el caso de las cepas biovar
ovis no se agruparon en funcion de su cercania geogréfica. Las cepas biovar ovis también se relacionaron con otras
reportadas en la base de datos del GenBank provenientes de hospederos diferentes. En este trabajo la comparacién de
los aislados mexicanos con 46 cepas reportadas en el GenBank, permiti6 identificar dos clusters de genes que podrian
ser empleados para la diferenciacion de las cepas biovar equi (cluster: CRISPR-Cas) y biovar ovis (cluster: proteinas
de tipo Il de Restriccion-modificacion). Los genes relacionados con proteinas de modificacion de restriccion
de tipo Il se encontraron exclusivamente en el biovar ovis mientras que los genes relacionados con las
proteinas de Sistemas de repeticiones palindromicas cortas (CRISPR-Cas), se presentaron exclusivamente
en el biovar equi, lo cual podria emplearse como diferenciacién entre los biovares (Parise et al., 2018).

En otro estudio se realizo la caracterizacion de los genes pld y cp40, factores de virulencia obtenidos de un
aislado de C. pseudotuberculosis obtenido en un estudio previo en el estado de Jalisco, municipio Zapotlanejo,
localidad Tauquilla. C. pseudotuberculosis aislamiento 4-2.2LJ) (345929), fue obtenido en un ovino, a partir de un
absceso menor de 5¢cm, de constitucion dura y seropurulento, de la cabeza de una hembra Pelifolk. Los genes se
amplificaron mediante PCR y se insertaron en el plasmido replicativo pGEM-T Easy mediante reaccion de ligazdn con
la enzima T4 ligasa. Las cepas de Escherichia coli DH5a. se utilizaron para la transformacion por métodos quimicos
(Ca Cly) con las reacciones de ligazén entre el plasmido pGEM-T Easy y los genes pld y cp40. Los clones bacterianos
recombinantes se identificaron mediante el empleo de medio de cultivo de seleccion LBA-IPTG-Xgal, sistema que
genera colonias azules y blancas, siendo estas Ultimas indicativas de colonias transformadas con los genes de interés.
Los plasmidos recombinantes se identificaron mediante el analisis por digestion enzimatica y electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% (p/v). Los plasmidos recombinantes se purificaron a escala masiva y se enviaron a secuenciar para el
analisis de los genes (Rodriguez-Dominguez, 2020).

Las secuencias de los genes presentaron altos porcentajes de similitud (99%) en comparacién con las
secuencias de otros aislamientos de C. pseudotuberculosis reportadas en la base de datos GenBank. Se plantea que en
los arboles filogenéticos donde se agrupan las cepas en dependencia del tipo de hospedero se debe a que las granjas de
cabras y ovejas podrian tener diferentes fuentes de cepas de biovar ovis. Los resultados coincidieron en la idea de que
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las cepas biovar ovis y biovar equi se agrupan en diferentes clados filogenéticos y que las cepas mexicanas son mas
similares entre cepas aisladas del mismo tipo de hospedero, sin influencia de la distancia geografica.

También se trabajé en la caracterizacion de los parametros fisico-quimicos de ambas proteinas

(secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de nucleétidos de los genes), la identificacion de sitios
activos y estructuras secundarias y terciarias. Los genes pld y cp40 se insertaron en un plasmido de expresién en E.
coli, para la obtencién de ambas proteinas via recombinante.

Los estudios in silico con el uso de técnicas bioinformaticas constituyen un nuevo campo de accién para el
analisis de nuevas formulaciones vacunales. Estos programas informéticos incluyen modelos que combinan resultados
previos obtenidos mediante inmunologia experimental con el célculo estadistico para lograr aproximaciones
computacionales lo mas real posible. Estas herramientas bioinformaticas son una alternativa para obtener resultados
basado en el uso de programas predictivos, antes de evaluar experimentalmente las proteinas o péptidos, evitando el
uso de animales de experimentacion en las primeras etapas del disefio de las vacunas, asi como un ahorro significativo
en tiempo y gastos de la investigacion. La capacidad de las proteinas PLDr 2J-L y CP40r 2J-L para la activacion
de los linfocitos B, asi como la prediccion de la estructura secundaria de los residuos de aminoacidos que
componen los epitopos lineales de células B, se realiz6 mediante el empleo de Bepipred 2.0. Las proteinas se
evaluaron como posibles candidatos vacunales, teniendo en cuenta sus propiedades fisico-quimicas, mediante el
empleo del programa VaxiJen. Este programa clasificd las proteinas teniendo en cuenta todo su conjunto, como
antigenos Probables para el desarrollo de vacunas (Rodriguez-Dominguez, 2020).

Por otra parte a partir de los aislados provenientes de Jalisco (Varela et al., 2018), se desarrollé una vacuna
experimental, (Bacterina), compuesta por cultivos totales inactivados con formaldehido y adyuvante Incompleto de
Freud. Se emplearon los aislamientos H14X y 1.2 2J-L, debido a que presentaron caracteristicas bioquimica
diferenciales, la presencia de los genes de virulencia pld, hsp60, fagA, fagB, fagC, fag D, asi como desarrollaron
cuadros clinicos graves en los hospederos. La composicion antigénica de las bacterinas se evalué mediante
electroforesis SDS-PAGE, demostrandose la presencia de proteinas de 14,17, 28, 31, 75, 108 y 125 kDa, rango dentro
del que se encuentran los principales factores de virulencia (Ortiz, 2016). Posteriormente se evaluo la capacidad
protectora de la vacuna en ovinos desafiados con la cepa 43926 ATCC biovar ovis. Luego del desafio en los animales
del grupo vacunado no se observaron lesiones ni signos clinicos de la enfermedad a diferencia del grupo control, donde
3 de 4 animales desarrollaron abscesos en pulmén y nddulo linfoide. La vacuna de cultivos totales inactivados de las
cepas H14X y 1.2 2J-L fue capaz de conferir proteccion, aunque deben ampliarse los estudios para determinar qué
respuestas protectoras del sistema inmune fueron activadas por esta vacuna (Garcia, 2017).

Conclusiones

La Linfadenitis caseosa es una enfermedad con impacto negativo en la economia de los productores de pequefios
rumiantes en México y a nivel mundial. Actualmente se contindan con los estudios para el desarrollo de vacunas de
nueva generacion (vacunas de subunidades recombinantes) y medios de diagnéstico de tipo ELISA, que permitan
mejoran los programas de control de esta enfermedad. En este sentido los andlisis bioinformaticos agregan valor a los
estudios de caracterizacion microbiana y vacunologia en la bisqueda de nuevos candidatos para el desarrollo de
vacunas eficaces.
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