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Fezumen:

La linfadenitiz caseosa 25 una enfermedad que afecta la produccion ovina v caprins a nivel
mundial. El agents eticldgico 5 upma bacteria Gram positiva, intracelular facultatva
denominada Corynebacterium prevdorubercnlosis biovar oviz. La enfermedad pueds cursar
con un desarrollo cutines o visceral, provocando deteriore en la condicion fizica del animal
a2zl como pérdidas en la produccion de lache v came, decomizo da las canales, rechazo de las
picles v como comsecusncis, grandes pérdidas economicas. El estudio de los factores de
virulencia v los mecanizmos de patogénssiz han penmitido comprender esta enfermedad, asi
como estshlecer las moléculas disns para el desarrollo de nusvas vacunss. Existen vacunas
comerciales disponibles a mivel mundial; sin embargo, 1a proteccion conferida por 8stas no
ha zido eficaz en el control de la enformedad. Actoalments el uso de nuevas tecnologias ha
permitido la obtencion v caracterizacidn de proteinas con potencial inmunogénico para el
desarrollade de nuevas vacunas, laz cuales podrian ser una sternativa para incrementar la
proteccidn. En el presemte trabajo ze exponen los principales factores de virulencia de
Corynebacterium preudoruberculosiz, mis implicaciones en la patogénesiz ¥ las tendencias
actnales en laz formulaciones vacunales.
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Linfadenitis caseosa: factores de virulencia, patogénesis y vacunas.



RESUMEN
La linfadenitis caseosa es una enfermedad que afecta la produccion ovina y caprina a nivel
mundial. El agente etiolégico es una bacteria Gram positiva, intracelular facultativa
denominada Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis. La enfermedad puede
cursar con un desarrollo cutdneo o visceral, provocando deterioro en la condicion fisica
del animal, asi como pérdidas en la produccion de leche y carne, decomiso de las canales,
rechazo de las pieles y como consecuencia grandes pérdidas econdmicas. El estudio de
los factores de virulencia y los mecanismos de patogénesis han permitido comprender esta
enfermedad, asi como establecer las moléculas diana para el desarrollo de nuevas vacunas.
Existen vacunas comerciales disponibles a nivel mundial; sin embargo, la proteccion
conferida por estas no ha sido eficaz en el control de la enfermedad. Actualmente el uso
de nuevas tecnologias ha permitido la obtenciéon y caracterizacion de proteinas con
potencial inmunogénico para el desarrollado de nuevas vacunas, las cuales podrian ser una
alternativa para incrementar la proteccion. En el presente trabajo exponemos los
principales factores de virulencia de Corynebacterium pseudotuberculosis, sus

implicaciones en la patogénesis y las tendencias actuales en las formulaciones vacunales.

Palabras clave: Linfadenitis Caseosa, Corynebacterium pseudotuberculosis, Factores de

virulencia, Patogenesis, Vacunas.



Caseous lymphadenitis: virulence factors, pathogenesis and vaccines.

Abstract

Caseous lymphadenitis is a worldwide distributed disease that affects sheep and goat
industry. Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis is a facultative intracellular Gram
positive bacteria, considered the causal etiologic agent of the disease. The clinical
manifestations are characterized by abscess formation in lymph nodes and visceral organs,
causing deterioration in organic condition of the animal, as well as reduction in milk and
meat production, skin and carcasses condemnation with great economic losses. The study of
virulence factors and pathogenesis mechanisms have allow to get better understanding of
disease, as well as to establish new molecular targets for vaccines development. The
commercially available vaccines have shown different results in capacity of protection and
control of the disease. Currently the use of new technologies has allowed obtaining and
characterizing proteins with immunogenic potential for the development of new vaccines,
which could be an alternative to increase protection. In the present work, we expose the main
virulence factors of Corynebacterium pseudotuberculosis, its implications on the

pathogenesis and the current trend in new vaccine formulations.

Keywords: Caseous lymphadenitis, Corynebacterium pseudotuberculosis, virulent factors,

pathogenesis, vaccine.



INTRODUCCION

La Linfadenitis caseosa (LAC) es una de las enfermedades que mas afecta las producciones
ovinas y caprinas (1, 2). El agente etiolégico de la enfermedad, Corynebacterium
pseudotuberculosis biovar ovis (3, 4), causa una infeccion cronica que se caracteriza por la
formacion de abscesos en nddulos linfaticos cutdneos y/o viscerales. Esta enfermedad
provoca el deterioro en las condiciones fisicas de los animales, disminucién de la produccion
de lana, carne y leche, asi como desordenes reproductivos (5, 6, 7). Corynebacterium
pseudotuberculosis es un microorganismo zoondtico por lo que también afecta al hombre,
siendo mas vulnerable el personal que trabaja en la produccion de pequefios rumiantes (2).
El estudio de esta enfermedad constituye una prioridad, para lograr mejoras en las producciones de
carne de ovino y caprino, cuya demanda se prevé que aumente en los proximos afios en el mercado
internacional (8, 9). La LAC ha sido reportada en diversos paises como China (10), Australia (11),
Brasil (12), Chile (13), Paraguay (14), Canada (15), Turkia (16), Argentina (17) y Estados Unido
(18), mostrando evidencias de afectaciones en la produccion. México ocupa el tercer lugar de América
en la produccién de ovinos, con una poblacion que ha incrementado a 8.6 millones de cabezas. Segln
el reporte anual de la SIAP en el 2019 la produccién de canales ovinas fue de 64.031 Toneladas y de
caprinos 39,937 Toneladas (19, 20, 21). La ovinocultura en México es una actividad en aumento y
aun asi la produccion no satisface la demanda por lo que se importa carne de otros paises como

Australia, Nueva Zelanda y Estados Unidos (22). Diversos estudios han demostrados la presencia
de la LAC en los rebafios ovinos y caprinos en diferentes regiones de México. En el
municipio de Xalatlaco, hallaron que el 5.4 % de los exudados nasales de ovejas analizadas
presentaron Corynebacterium spp. (23). Otro andlisis permitié el aislamiento de

Corynebacterium spp. en el 65% de animales con lesiones en nodulos linfaticos (24).



También se ha reportado una prevalencia del 1.75 % en el municipio de Mapimi y 4.69 % en
Tlahualillo, en cabras del estado de Durango (25). En el 2015 se realizo la identificacion de
57 aislamientos de C. pseudotuberculosis de un total de 160 muestras procedentes del Estado
de Jalisco. Las cepas se identificaron mediante bacteriologia miniaturizada APl Coryne,
pruebas bioquimicas y PCR, obteniéndose una frecuencia del 33% (26). Estudios recientes
han permitido la secuenciacion del genoma completo de seis cepas de origen mexicano, de
diferentes biovares, aisladas de diferentes hospederos, cuyas secuencias se encuentran
reportadas en la base de datos del GenBank (27, 28)

Existen vacunas comerciales a nivel mundial contra LAC; sin embargo, la proteccion
conferida por estas no ha sido eficiente en el control de la enfermedad. Actualmente el uso
de tecnologias de nueva generacién ha permitido el desarrollado de nuevas vacunas
experimentales las cuales podrian ser una alternativa para mejorar la proteccion. En esta
revision de la literatura abordamos las caracteristicas generales de la bacteria, factores de
virulencia y su relacion en la patogénesis, asi como las estrategias empleadas para el
desarrollo de nuevas vacunas para el control y prevencion de la Linfadenitis Caseosa.
Corynebacterium pseudotuberculosis: Caracteristicas generales

Corynebacterium pseudotuberculosis pertenece al philum Actinobacteria, clase
Actinobacteria, orden  Actinomycetales, suborden Corynebacterineae, familia
Corynebacteriaceae, genero Corynebacterium (3,4). Presenta una morfologia cocobacilar
con amplitud de 0.5-0.6 um y 1.0-3.0 um de longitud. Este microorganismo es un patogeno
intracelular facultativo, no flagelado, no formador de esporas ni capsula. Tienen la capacidad
de crecer en anaerobiosis, degradan la galactosa, maltosa, L-y D-arabinosa y glucosa sin

produccién de gases (1). La estructura'y composicion de la pared celular es compleja ya que



presentan acidos micolicos de aproximadamente 22 a 36 atomos de carbono que se unen a
una red de heteropolisacaridos formados por arabinogalactanos, glicolipidos y proteinas (29).
La exotoxina PLD es considera el principal factor de virulencia y puede ser detectada
mediante un ensayo de hemolisis sinérgica frente a Rhodococcus equi o por inhibicién de la
R hemolisina del Staphylococcus aureus. Las cepas de C. pseudotuberculosis son
clasificadas en biovar equi para los aislamientos que presentan actividad enzimatica nitrato
reductasa (nitrato-positivo) y biovar ovis para aquellas cepas que no presentan dicha
capacidad (nitrato-negativo) (30).

El biovar ovis es el agente causal de la enfermedad LAC y ha sido aislado de ovejas, cabras
(31), antilopes (32), vacas (33), alpacas (34), llamas (35), cabra montés (36) y cerdos (37).
El biovar equi provoca abscesos en tejido muscular del area pectoral de equinos y en menor
medida lesiones internas (39, 40, 41), asi como también se ha asilado de camellos (38) y
bufalos (42, 43). C. pseudotuberculosis es un microorganismo zoono6tico y la mayoria de los
casos reportados corresponden a individuos asociados a la produccion pecuaria en Australia
(4), Nueva Zelanda (44, 45), Francia (46,47), Espafia (48), Estados Unidos (49) y China (2).
Los sintomas clinicos incluyen adenopatias axilares, inguinales o cervicales, fiebre y
mialgias, con evolucidon crénica o subaguda, en algunos casos neumonia (50, 51).

La transmision horizontal se favorece mediante contacto directo con alimento o inhalacion
de polvo contaminado con el microorganismo, asi como por heridas abiertas. A través de un
modelo matematico basado en la localizacion de los abscesos, se estim6 que la via de
transmision a través de la piel es mas frecuente en comparacion con la via respiratoria (52).
El material procedente de los abscesos contiene concentraciones muy elevadas de

microorganismos viables que contaminan no solo las herramientas de esquila, sino también



el suelo. En paja de cama puede permanecer viable durante tres semanas, en heno durante
dos meses, en puestos de esquila cuatro meses y por mas de ocho meses en el suelo (53). Las
bacterias presentes en el pus se organizan formando agregados que facilitan su resistencia a
cambios ambientales (54). La evaluacion de la supervivencia de C. pseudotuberculosis en 5
muestras de suelos de distintas zonas de la provincia del Chubut (Patagonia), con
caracteristicas fisicoquimicas diferentes en lo que respecta a contenido de materia organica,
pH, conductividad eléctrica y textura, permiti0 determinar que el 60% de C.
pseudotuberculosis sobrevivié durante 80 a 210 dias. La supervivencia de la bacteria por
largos periodos se vio favorecida por el mayor contenido de materia organica sumado a la
textura franco-linosa y no se observé la influencia de variables como el pH y la salinidad
(55). La transmision vertical provoca desordenes reproductivos como abortos, mortalidad
neonatal y reduccion de la tasa de crecimiento de los corderos afectados, con persistencia de
la enfermedad dentro del rebafio. También se ha estudiado que la infeccion por C.
pseudotuberculosis disminuye la calidad del semen y la produccién de la hormona
testosterona (7, 56, 57).

La identificacion de C. pseudotuberculosis mediante PCR (por sus siglas del inglés,
Polymerase chain reaction) se ha ido modificando incluyendo diferentes genes que permiten
la clasificacion hasta biovar. El empleo de la secuencia del gen ARNr 16S permite diferenciar
Corynebacterium diphtheriae de C. pseudotuberculosis con una similitud de un 97.8%, lo
que indica que estas especies estan estrechamente relacionadas pero son diferentes. Sin
embargo, entre C. pseudotuberculosis y Corynebacterium ulcerans la similitud entre especies
es de 99.7% por lo que este gen no permite la diferenciacion entre ambas (58, 59, 60). Debido

al elevado grado de similitud entre estas especies se realiza de manera simultanea la



amplificacion de otros genes mas especificos como pld y rpoB (61). El gen rpoB codifica
para la subunidad beta de la RNA polimerasa (62), y la amplificacion de un fragmento de
434 a 452 pb permite la identificacion a nivel de especie ya que presenta un elevado
polimorfismo. ElI mayor grado de semejanza de esta secuencia parcial entre dos especies ha
sido de 95,9% frente a un 99,7% para la secuencia del ARNr 16S (63).

El gen pld codifica para la fosfolipasa D, factor de virulencia de C. pseudotuberculosis (64)
y constituye un blanco de amplificacion por PCR para discriminar entre aislados de C.
pseudotuberculosis y C. ulcerans (61). Recientemente quedo establecido el PCR Quadruplex
que incluye la amplificacién de los genes anteriormente citados, asi como el gen narG, que
codifica para la cadena alfa de la enzima nitrato reductasa. La presencia de este gen es
indicativo de que la cepa es biovar equi y la ausencia del mismo permite identificar a la cepa
como biovar ovis. Este nuevo sistema de diagndstico por PCR permite la clasificacion de las
cepas hasta nivel de biovar (65).

Diferentes técnicas se han utilizado para el analisis y genotipificacion de las cepas de C.
pseudotuberculosis. En Australia se realizd un trabajo para establecer variaciones genéticas
entre cepas aisladas de diferentes regiones geograficas del pais en comparacion con aislados
de animales provenientes de Norteamérica. Los resultados indicaron que los aislamientos
tenian propiedades bioquimicas, patrones de endonucleasas de restriccion y ribotipos
similares (66). EI empleo de la técnica de electroforesis de campos pulsados, PFGE (por sus
siglas en inglés, Pulsed-field gel electrophoresis) permitié establecer 6 pulsotipos en el
estudio de 50 aislados de C. pseudotuberculosis del Reino Unido. Este trabajo mostré que
las cepas de C. pseudotuberculosis presentan un arreglo clonal conservado, con diferencias

establecidas entre los aislados biovar ovis y biovar equi (67). Este mismo grupo de



investigadores realizd la caracterizacion mediante PFGE de 42 aislados de C.
pseudotuberculosis de ovejas y cabras provenientes de Australia, Canada, Irlanday los Paises
Bajos. Este analisis permiti¢ identificar 4 pulsotipos distintos entre 36 cepas de origen ovino
y 6 caprinas que mostraron homogeneidad por lo que se plantea que existen regiones del
genoma que estan altamente conservados, independientemente del pais de origen de la cepa
(68). En Polonia el empleo de diferentes técnicas como BOX-PCR, RAPD (por sus siglas
del inglés, Random amplified polymorphic DNA), ADSRRS (por sus siglas del inglés,
Fingerprinting amplification of DNA surrounding rare restriction sites) y AFLP (por sus
siglas en inglés, Amplified fragment length polymorphism) permitié evaluar la diversidad
genética en la distribucion de las cepas de Corynebacterium pseudotuberculosis. Se
observaron patrones de genomas idénticos en cepas aisladas de animales de rebafios de
diferentes regiones y por otra parte hubo cepas que mostraron perfiles diferentes aun siendo
aisladas de un mismo rebafio (69,70). El analisis del Pan-genoma de 15 cepas de C.
pseudotuberculosis aisladas de diferentes hospederos, 9 biovar ovis y 6 biovar equi,
proporcion6 informacion sobre los genes variables, genes conservados y genoma completo
de ambos biovares. El biovar ovis contiene 314 genes que comparten todas las cepas de este
biovar, pero estan ausentes de
una 0 mas cepas de biovar equi. Por otra parte las cepas biovar equi
presentan 95 genes centrales que estdn ausentes de una 0 mMAas cepas
de biovar ovis. La mayoria de los genes variables de las cepas biovar ovis se adquirieron en
un bloque a través de transferencia horizontal de genes y estdn altamente conservados,
mientras que las cepas biovar equi contienen una gran variabilidad, tanto intra como inter-

biovar. También existe una elevada similitud en las secuencias de los genes que codifican



para la estructura del pili en las cepas biovar ovis en comparacion con la gran variabilidad de
estos genes en las cepas biovar equi. Esto podria ser responsable de la capacidad de las cepas
biovar ovis para propagarse por los tejidos del hospedero y penetrar en las células, viviendo
intracelularmente, ocasionando manifestaciones de la enfermedad a nivel visceral, en
contraste con el biovar equi, que rara vez infecta 6rganos internos (71). La evaluacion de la
técnica ERIC-PCR (por sus siglas del inglés, Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus-PCR) fue utilizada para la tipificacion de 101 cepas aisladas de hospederos
diferentes provenientes de 12 paises. El arbol de expansion minimo revelo tres complejos
clonales alrededor de las cepas biovar equi y biovar ovis, mostrando diferencias en el patron
de agrupacion. Los analisis de segregacion de
las cepas con respecto al origen geografico y la distribucion del hospedero entre los grupos
determinados mostré que todos los aislamientos de biovar equi se ubicaron en el mismo
grupo, mientras que los biovar ovis se organizaron en diferentes grupos independientemente
del tipo de hospedero o regién geografica (72). Los estudios realizados sugieren que la
especie C. pseudotuberculosis presenta eventos de especiacion bioldgica, lo que significa que
se encuentra bajo un proceso de anagénesis, donde la evolucion progresiva de los caracteres
que aparecen o se modifican pueden alterar la frecuencia genética (73, 74).

En México también se han estudiado algunas cepas de C. pseudotuberculosis. La cepa MEX1
(NZ_CP017711.1) fue aislada de absceso retrofaringeo de cabra y la cepa MEX29
(NZ_CP016826.1) de absceso retrofaringeo de oveja, con una distancia de 50 Km entre
ambos aislamientos. Por otra parte, las cepas MEX25 (NZ_CP013697.1) identificada de
absceso parotideo en ovejay MEX9 (NZ_CP014543.1) de absceso pre-escapular en cabra,

ambas aisladas en la region de Guanajuato, con una distancia de 450 Km con respecto a los



aislados anteriores (27). Las cepas MEX30 (NZ_CP017291.1) y MEX31 (NZ_CP017292.1)
fueron obtenidas de abscesos de musculo pectoral de equinos de la region de Valparaiso,
siendo el primer reporte en México de cepas biovar equi (28). En el analisis filogenético las
cepas biovar ovis no quedaron agrupas en funcién de su cercania geografica, aungque tampoco
por el tipo de hospedero ya que se agruparon con cepas provenientes de animales diferentes.
Las cepas biovar ovis contienen un elevado grado de clonalidad, pero no presentan el mismo
grado de agrupacion filogenética en los clados que las cepas biovar equi (27). Otro estudio
en México permitié la identificacion de 57 aislamientos de C. pseudotuberculosis
provenientes de Jalisco, mediante pruebas bioguimicas y la amplificacidn de los genes ARNr
16S, rpoB y pld, asi como los genes implicados en la virulencia y patogenicidad: fag A, fag
B, fag C, fag D y hsp60. El analisis filogenético de los aislamientos se realiz6 en base a la
secuencia parcial del gen rpoB con porcentajes de similitud entre 98, 99 y 100% con respecto
a las secuencias reportadas a nivel mundial (26).

Factores de virulencia

La mayoria de los genes de virulencia de C. pseudotuberculosis estan agrupados en el
genoma en regiones denominadas islas de patogenicidad (PAI). Se han identificado 16 PAI
(en C. pseudotuberculosis, PiCp) y la presencia de un gen de transposasa en la PiCpl,
posiblemente permitié la incorporacion de esas islas de patogenicidad en el genoma. Estas
regiones contienen varios genes implicados en la adhesion, invasion, colonizacion,
propagacion dentro del hospedero, supervivencia en el interior de las células infectadas y la
evasion del sistema inmune (31, 43, 71, 75). Las secuencias de las PiCp tienen un alto nivel
de similitud (82-100%) intra-biovar en las cepas ovis, las cuales presentan de (78-91%) de

similitud con respecto al biovar equi. Sin embargo, las cepas de biovar equi contienen



grandes deleciones y un menor nivel de similitud intra-biovar (77-88%) y también en
comparacion con las PiCp de biovar ovis (62-74%) (71). Los factores de virulencia mas
estudiados han sido los &cidos micélicos presentes en la pared celular y la exotoxina
Fosfolipasa D, los cuales contribuyen a la inflamacion, edema y diseminacion del
microorganismo durante el desarrollo de los abscesos. La membrana plasmatica de la bacteria
estd cubierta por una capa de peptidoglicano compuesto por acido meso-diaminopimelico
(meso-DAP), arabinosa y galactosa como azucares principales. En las reacciones de la via de
biosintesis 1l de peptidoglicano; el acido meso-DAP es el producto de la reaccion catalizada
por UDP-N-acetilmuramil-tripéptido sintetasa, enzima que ha sido identificada en cepas de
Corynebacterium (31). El peptidoglicano a su vez estd unido covalentemente con
arabinogalactanos que forman un enrejado, que se encuentra unido a una capa externa de
acidos micélicos. Los acidos micdlicos se unen a trehalosa en sus extremos mas expuestos al
exterior, y en Mycobacterium tuberculosis forman una estructura llamada factor cordon, que
se ha relacionado con la inhibicién de la fusion dentro de los macrofagos y con la activacién
de estas células. Esta estructura lipidica actia como una barrera, con permeabilidad selectiva
mediada por proteinas integrales de membranas llamadas porinas (76). La infeccion de
macrofagos con extractos lipidicos de C. pseudotuberculosis tuvo efectos negativos sobre la
actividad glucolitica, viabilidad e integridad de la membrana. Esta estructura lipidica brinda
proteccién a la bacteria ante la accion de las lisozimas, ocasionando impedimento estérico
que evita que las enzimas accedan a los enlaces del peptidoglicano (29). La inoculacion de
acidos micolicos en ovinos demostré que la haptoglobina (Hp) aumento 3 veces su
concentracion, asi como también 2 veces los niveles de amiloide sérico A (SAA). Estos

resultados indican el potencial virulento de los acidos micolicos, ya que por si solos fueron



capaces de inducir en el hospedero el aumento de estas proteinas indicadoras de inflamacién
e infecciones agudas (6). La inoculacion de acidos micolicos en cabras provoco la formacion

de lesiones como congestion, degeneracion y necrosis en los érganos reproductivos (55).

La exotoxina Fosfolipasa D es considerada el factor de virulencia principal de C.
pseudotuberculosis (31, 77). El gen pld fue identificado y secuenciado en 1990, forma parte
de la isla de patogenicidad PiCpl y codifica para una proteina de 31.4KDa. Las fosfolipasas
son un grupo variado de enzimas capaces de hidrolizar uno o mas enlaces éster en
glicerofosfolipidos. Las letras A-D se usan para distinguir las fosfolipasas y denotar el
fosfolipido especifico en el que escinden el enlace éster. La comparacién de la secuencia de
la proteina PLD revel6 que presenta mayor similitud con Fosfolipasa A2 (78,79). La PLD es
una exotoxina con actividad enzimatica dependiente de magnesio, que cataliza la disociacion
de la esfingomielina en fosfatoceramida y colina. La PLD aumenta la permeabilidad vascular,
contribuye a la diseminacion y persistencia de la bacteria en los fagocitos, que la transportan
a nodulos linfaticos donde se desarrollan los abscesos (80, 81, 82). Presenta una secuencia
ampliamente conservada en todas las cepas, y cuando esta se encuentra modificada se
dificulta la capacidad de producir la enfermedad (71).

La proteina CP40 fue identificada en 1994 como antigeno con capacidad protector contra la
LAC. El gen presenta un marco abierto de lectura de 1,137 pb y se encuentra ubicado
corriente abajo del gen pld en la PiCpl (83). Inicialmente fue descrita como enzima con
actividad proteasa serina (84), pero en otro estudio el analisis de la secuencia permitio su
agrupacion mas cercana junto a otras endoglicosidasas y mas lejos de las secuencias de
proteasas de serina (85). En este mismo trabajo se propuso que la actividad enzimatica

desarrollada por esta proteina es de endoglicosidasa mediadora de la hidrolisis de enlaces



glicosidicos, proteinas de la familia GH18, similar al dominio a- Endo E perteneciente a
Enterococcus faecalis ( 86). Las enzimas GH18 contienen una secuencia consenso
conservada motivo (LIVMFY) - (DN) -G- (LIVMF) - (DN) - (LIVMF) - (DN) -X-E, donde
el acido glutamico terminal es esencial para la actividad enzimatica (87, 88). Al alinear el
sitio activo GH18 en CP40, quedo establecida su similitud con las enzimas EndoE y EndosS,
solo con cambios en uno o dos aminoacidos respectivamente. La funcion de esta proteina
como factor de virulencia se ha asociado a la capacidad demostrada in vitro de degradar la
region Fc de los anticuerpos 1gG. La endoglicosidasa CP40 no hidroliza los glicanos en la
IgG bovina y caprina, mientras que la IgG ovina se hidroliza de manera parcial y la 1gG
equina por completo. También se realizo el anélisis con todas las subclases de IgG humano,
presentando actividad en todas y de manera parcial en 1gG4. No hubo actividad enzimatica
detectable en otras glicoproteinas, incluido algunos de los otros isotipos de inmunoglobulina
(IgA, IgD y IgA) (85). Esta proteina también ha sido ampliamente estudiada en los Gltimos
afios para su utilizacion en la formulacién de vacunas. Segun varios informes las proteinas
exportadas o secretadas por las bacterias participan activamente en el proceso de infeccion
(89, 90). Por tal motivo la expresion y secrecion de las proteinas PLD y CP40 han sido
sumamente estudiadas. El desarrollo de una infeccion experimental evidencié mediante
inmunoblot que la produccion de anticuerpos estuvo dirigida en un 88% al reconocimiento
de proteinas de 30-31Kda (PLD) y en un 75%-88% hacia proteinas de 38-41KDa (CP40),
rango en el que se encuentran ambas proteinas (91). El andlisis del exoproteoma de la cepa
1002 de origen brasilefio antes y después de la reactivacion de la virulencia tras 2 pases en
ratones BALB/c, mostré dos perfiles proteicos diferentes. Un total de 118 proteinas se

expresaron de manera diferente, de estas 48 solo se detectaron en la cepa no virulenta 'y 32



en la cepatras 2 pases en el modelo animal. El andlisis por espectrometria de masas permitio
la identificacion de las proteinas PLD y CP40 Unicamente en la cepa cuya virulencia fue
reactivada. La cepa 1002 se habia mantenido en el laboratorio y tras varios pases en medio
de cultivo el perfil de expresion cambio, especialmente no mostrando proteinas efectoras
relacionadas a la virulencia bacteriana. Sin embargo, en este estudio se demostrd que tras 2
pases en ratones fue capaz de reactivar su virulencia (92). Por otra parte, a través de PCR en
tiempo real se identifico in vitro e in vivo la expresion de varios genes involucrados en la
virulencia entre ellos pld y cp40. Este andlisis permitid constatar que en las cepas aisladas de
nodulos linfaticos la expresion de estos genes fue superior en comparacion con la cepa
obtenida de cultivos in vitro (93).

Otros factores de virulencia han sido estudiados en la PiCp1l, donde se encuentra el operon
(fag ABCD) cuyos genes codifican para proteinas relacionadas con la adquisicién de hierro;
proceso importante que permite la supervivencia de las bacterias en el hospedero (94, 95).
Este operon estd compuesto por cuatro genes fagA, fagB, fagC, fagD que se encuentran
ubicados corriente abajo del gen pld (96). Estos genes codifican respectivamente para una
proteina integral de membrana, una enterobactina transportadora de hierro, una proteina de
membrana citoplasmatica de union a ATP y una proteina sideréfora de union a hierro (77).
La FagA fue identificada como proteina de asociacion a membrana con potencialidades
patogénicas, mediante el analisis por espectrometria de masas de las proteinas expresadas en
una cepa de C. pseudotuberculosis cultivada con suero animal. Este estudio dio a conocer
parte del repertorio de proteinas que se expresan durante una infeccion real, las cuales podrian
ser utilizadas como antigenos para el desarrollo de vacunas (97). El cultivo de C.

pseudotuberculosis en medios con quelantes de hierro (Dipiridilo), provocé la disminucion



en un orden de logaritmo en el conteo de unidades formadoras de colonias en comparacion
con las bacterias crecidas en medios enriquecidos con hierro. Por otra parte en el mismo
trabajo la evaluacion de la respuesta transcripcional de C. pseudotuberculosis, con restriccion
de hierro, permitié identificar la regulacion negativa de genes que participan en el
metabolismo energético del ciclo de Krebs (sdhC, sdhB, Ipd), produccion de ATP (atpF,
atpH), metabolismo del piruvato (Ipd), fosforilacion oxidativa (qcrC, gcrA, gcrB, ctaC, ctaF,
ctak, ctaD), procesos del ribosoma, transporte (rplJ, rplL, rpIM, rpmA, rpsC, rpsl, rpsL,
rpsM) y factores de alargamiento EF-G y EF-Ts asociados a la traduccién del RNAm (fusA,
tsf). Se identificd el gen analogo a dtxR de C. diphteriae, con un 79% de similitud en la
secuencia, que codifica para una proteina dependiente de unién a hierro, que actia como
factor de regulacion de mas de 40 genes, con 20 sitios de union de regulacion en el genoma.
También aumento la expresion de proteinas de membrana, que presentan mayor cantidad de
sitios de union a grupo hemo, lo que favorecer la adquisicién y transporte de hierro cuando
este se encuentra a bajas concentraciones (98).

En PiCpl no solo se encontraron genes con funciones asociadas con la absorcion de hierro
(operén fag) sino también carbono (malL) y Mg2*, lo que favorece la supervivencia en
condiciones de estrés. En procariontes el Mg2* ha sido identificado como una importante
sefial reguladora que es esencial para la virulencia, ya que esta involucrado en la adaptacion
térmica. La traduccion del gen mgtE esta regulada por cambios en la concentracion de Mg2*
citosélico y la disminucién de la MgtE reduce la formacion de biopeliculas y motilidad en
las bacterias patdgenas (99). Por otra parte, la proteina MalL (malL), una a-glucosidasa,
hidroliza varios disacaridos, como maltosa e isomaltosa, que pueden servir como fuentes de

carbono y energia para el microorganismo (100).



En PiCp2 el gen tetA codifica una proteina transportadora de eflujo de tetraciclina que
protege ante la accion de este antibidtico y confiere resistencia a las células. El gen tetA a
menudo es transportado por elementos transmisibles como plasmidos, transposones e
integrones (101). Ademas, esta isla de patogenicidad presenta genes que se han asociado con
la infeccion de macrofagos como potG (102), sigK (103, 104) y dipZ, que responden a los
mecanismos responsables del estilo de vida intramacrofagico de este microorganismo (31).
En PiCp3 y 4 se han estudiado los genes pertenecientes al operon ciuUABCDE involucrados
en la absorcidn de hierro, transporte y biosintesis de sideréforo (105). En PiCp4 se encuentra
el gen que codifica para el factor sigma, del cual se ha estudiado su capacidad de proteger
ante estrés oxidativo, especificamente ante la accién de los productos intermediarios del
nitrégeno (106).

La cepa FCR41 de C. pseudotuberculsis fue empleada en el estudié de los genes relacionados
con la sintesis del pilis. La estructura del pili estd compuesta por el pili mayor SpaA 'y SpaD;
el pili menor SpaB y SpaE; y el pilli tipo, SpaC, SpaF. Una estructura completa de pili o
incluso el pili menor pueden realizar un contacto inicial con receptores de las células
hospederas, para facilitar la entrada del microrganismo. En esta cepa se identifico el gen
spaC, gue codifica para una proteina responsable del anclaje del pili a la pared celular, que
puede permitir el contacto inicial con los receptores de la célula, para luego facilitar la
invasion intracelular. También presentd el gen namH, que codifica para una neuroaminidasa
extracelular (47), que catalizan la eliminacion de los grupos de &cido sialico presentes en una
gran variedad de glicoconjugados de la matriz extracelular de la célula del hospedero, lo que
favorece la adherencia a las células (60). En FCR41 se detectd el gen sodC, que codifica para

una superoxido dismutasa, enzima anclada a la membrana con dominio extracelular, que



elimina los radicales libres del oxigeno productos del estallido respiratorio en los macréfagos
(47, 107).

Las proteinas chaperonas (HSP) son altamente conservadas y se expresan ante el estrés
térmico, asi como también ante la diminucion de nutrientes, hipotaxia, ruptura del
metabolismo, infecciones virales y otros procesos celulares (108, 109). En células procariotas
las més caracterizadas son la Hsp10 (groES), Hsp60 (groEL) y Hsp70 (dnaK) (110, 111). Las
proteinas Hsp fueron estudiadas en C. pseudotuberculosis biovar ovis cepa 1002, donde se
demostro la resistencia a diversos tipos de estrés abidticos, tales como acidez, altas
temperaturas y estrés osmotico. EI gen hspR, codifica para el factor de regulacion de la
expresion (proteina represora) del operén con los genes dnaK, grpE, dnal y hspR, que
codifican proteinas de choque térmico (112). En ausencia de estrés, la proteina HspR se une
a una secuencia de repeticion invertida que reprime a los promotores responsables de
controlar la expresiéon del operon Hsp (113). En otro estudio la separacién de proteinas
mediante electroforesis bidimensional, permitié identificar 11 proteinas extracelulares
nuevas, 3 con funciones desconocidas y 8 relacionadas con el factor de alargamiento Tu,
GroEL (HSP60), enolasa, deshidrogenasa de gliceraldehido-3-fosfato y superdxido
dismutasa (SodA), los cuales dependen de un método de secrecidén no clasico via SecA.
Ambos genes SecA (SecAly SecA2), se identificaron en las cepas estudiadas, posiblemente
involucrados en el sistema de secrecion de C. pseudotuberculosis (90, 114). Aun se continla
con el estudio de los factores de virulencia de C. pseudotuberculosis como moléculas

candidatas para el desarrollo de vacunas mas potentes y eficaces.



Patogénesis y mecanismos de evasion del sistema inmune

La manifestacion cutanea de LAC se caracteriza por la formacion de abscesos en nédulos
linfaticos subcutaneos, los cuales son visibles y palpables a través de la piel y su localizacion
depende del punto de entrada del microorganismo. Las lesiones pueden aparecer como
abscesos organizados, con inflamacion, encapsulacion fibrosa, pérdida de pelo sobrepuesto
y ruptura eventual, dando como resultado la descarga de contenido purulento. En la forma
visceral, los abscesos tienen lugar en los nddulos linféticos internos, asi como en pulmones,
higado y rifiones, causando deterioro en la condicion orgéanica del animal hacia el desarrollo
de un curso cronico. Puede ocurrir que los nédulos necréticos internos bien encapsulados
sean compatibles con un desarrollo vital aparentemente normal (5, 115, 116). En las formas
atipicas de la enfermedad las lesiones macroscopicas no se corresponden con noédulos
caseosos, describiéndose la toxemia neonatal o icterohemoglobinuria de recién nacidos,

artrosinovitis, endometritis, mastitis y orquitis (117).

La infeccidn se inicia con el ingreso de la bacteria a través de lesiones en la piel generadas
durante el manejo de los ovinos, como cortes de cola, marcaje de orejas, castracion, esquila
0 en algunos casos lesiones generadas durante la alimentacion con forraje espinoso que dafia
la mucosa oral. Los bafios sanitarios también contribuyen a la infeccion, favoreciendo la
entrada del microorganismo a través de pequefias heridas de la piel (1). La infeccion primaria
ocurre en la lesion puerta de entrada, con diseminacion hematogena y linfatica formando
abscesos en los nodulos linfaticos mas cercanos al sitio de infeccion (parotideos,
submandibulares, prefemorales, preescapulares, popliteos 0 mamarios). Luego ocurre una

infeccion secundaria con la formacion de abscesos en ganglios linfaticos (toracicos,



bronquiales y mediastinicos) y diversos érganos (115, 116). Los nodulos mandibulares y
preescapulares son los més afectados de forma general (118, 119). En ovinos la apariencia
morfologica de los nodulos abscedados es la caracteristica de capa de cebolla al presentar
una distribucion en laminas concéntricas fibrosas separadas por material caseoso. Por el
contrario, en cabras los nddulos exudados usualmente forman una pasta uniforme mas bien
seca. Esta diferencia podria deberse a la naturaleza de las enzimas fagociticas, siendo en las
cabras de mayor actividad litica que en las ovejas (40). La prevalencia es superior en cabras
y ovejas adultas mayores de 1 afio, existiendo correlacion directa entre esta y la edad de los
animales (118).

Adhesion celular, multiplicacién intracelular y diseminacion

En el establecimiento de la infeccidn se requiere de la adhesion a las células del hospedero,
la multiplicacion intracelular y diseminacion a otros tejidos, lograndose la persistencia. Los
mecanismos involucrados en la adherencia y supervivencia intracelular de C.
pseudotuberculosis en células no fagociticas atn siguen siendo objeto de estudio por diversos
investigadores. En estudios in vitro C. pseudotuberculosis fue capaz de adherirse e invadir la
linea fibroblastica de células embrionarias de rifion ovino FLK-BLV-044, con replicacion
celular durante 24 horas y viabilidad bacteriana de 120 horas, con una correlacion positiva
entre la tasa de adherencia e invasion (120). Estos resultados sugieren que la instauracién de
la infeccion, asi como la persistencia pueden estar favorecidas por la infeccion intracelular
en tejido de la puerta de entrada y no solo por la infeccidn de células fagociticas. También se
evidencid que la invasion celular de C. pseudotuberculosis depende de la concentracion
bacteriana, sugiriéndose la saturacién de los receptores celulares a partir de una multiplicidad

de infeccion (MOI) superior a 100 (120, 121). En la puerta de entrada, la capacidad de



persistencia en células no fagociticas, asi como el factor piégeno (acidos micolicos de la
pared celular) y la exotoxina Fosfolipasa D (PLD), facultan al microorganismo para resistir
las defensas antimicrobianas inespecificas que se interponen a la infeccion, facilitando el
acumulo de fagocitos en el foco de multiplicacion bacteriana.

La bacteria es fagocitada por los macréfagos que son reclutados al sitio de infeccion y se ha
demostrado que tienen la capacidad de permanecer viable dentro de estos hasta 72 horas,
evadiendo los mecanismos de eliminacion de patdgenos que presentan los macréfagos ( 122).
Los macrdfagos proveen proteccion al organismo al poner en marcha mecanismos inmunes
innatos e iniciar el desarrollo de respuestas inmunes especificas a través del procesamiento y
presentacion de antigenos, la expresion de moléculas co-estimuladoras y la produccion de
citocinas (123). Existen diferentes mecanismos para eliminar los patdgenos una vez
fagocitados, como la produccién de intermediarios reactivos del oxigeno (ROI), los cuales
provocan dafios a nivel de ADN. La union de particulas bacterianas a los receptores de la
membrana del fagosoma del macréfago provoca el denominado estallido respiratorio que
favorece la produccién de NADH. Antes de que el lisosoma se fusione con el fagosoma, en
éste Ultimo, tiene lugar una reduccion de oxigeno molecular (O) catalizada por la NADPH-
oxidasa presente en la membrana del fagosoma. El anion superdxido resultante (O) es toxico
por si mismo, pero a su vez da lugar a otros radicales toxicos de vida corta, como el peréxido
de hidrégeno (H20.), el radical hidroxilo (OH) y el oxigeno singlete (O';). Cuando el
lisosoma se fusiona con el fagosoma, se libera la enzima mieloperoxidasa, que actla sobre
los perdxidos en presencia de haluros (I"y CI), para producir compuestos halogenados
(hipohaluros) muy toxicos y de vida larga: acido hipocloroso (CIOH) e hipoiodoso (IOH)

(124). Sin embargo, las bacterias han desarrollado mecanismos de resistencia para protegerse



ante los radicales libres del O2. Las superoxido dismutasas (SODs) constituyen una familia
de tres metaloenzimas (FeSOD, MnSOD y CuZnSOD) con diferente localizacion intracelular
y distribucion, que catalizan la conversion de los radicales superdxido en H>O y O». En la
mayoria de los casos, las SODs son producidas de forma constitutiva por los
microorganismos. Se ha comprobado la presencia de Mn/FeSODs en C. pseudotuberculosis
y el andlisis filogenético permitio establecer las diferencias y similitudes evolutivas de las
secuencias de esta enzima en hospederos como ovino, caprino, bovino, equino y el humano,
asi como con diferentes especies de Corynebcaterias. También fue posible observar patrones
de aminoéacidos especificos para cada organismo Yy, por el contrario, algunos aminoacidos
gue se conservaron en todos, que se supone que participan en funciones cruciales de la
actividad enzimatica. Esto explicaria la capacidad que presenta una misma cepa de C.
pseudotuberculosis biovar ovis de permanecer en macréfagos de diferentes tipos de
hospederos (125). Otro estudio permitié establecer que 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 eliminacién del patégeno por
el sistema inmunoldgico (121).

Las catalasas son otro tipo de enzimas que intervienen en la defensa de las células frente al
estrés oxidativo. C. pseudotuberculosis presenta la enzima catalasa (4) que brinda proteccion
ante la accion del H.O2 ya que lo descomponen en H2O y O,. También los productos
intermediarios de la enzima durante la reaccién de dismutacion, pueden unirse a NADPH
oxidasa, lo que funciona como regulador de la actividad enzimatica y disminuye la formacién
de otros productos de estrés oxidativo como el radical hidroxilo y el oxigeno singlete (O'2)

(126). También actian como otro mecanismo de eliminacion de patégenos los productos



reactivos del nitrogeno (RNI). La enzima NOS (6xido nitrico-sintetasa) combina el oxigeno
molecular con el nitrdgeno guanidino de la L-arginina, para generar 0xido nitrico (NO), que
es toxico para bacterias. Los macrofagos de raton (pero no los humanos) necesitan para
activar esta ruta a un nivel éptimo dos sefiales: interferon gamma (IFN-y) para activar la
enzima NOS, y factor de necrosis tumoral (TNF-a). Se ha demostrado que el LPS puede
favorecer la produccién de TNF- o y el 6xido nitrico, los cuales inducen apoptosis en los
macrofagos por dos vias independientes (127). En C. pseudotuberculosis la capa de LPS
queda protegida por los acidos micélicos, lo que hace mas dificil que el sistema inmune se
active por el reconocimiento de esta estructura (76). También el estudio in vitro de cepas de
C. pseudotuberculosis mutantes del factor sigma, fueron mas susceptibles a concentraciones
de dxido nitrico, por lo que se propone que la presencia de este proteja ante este tipo de estres

oxidativo (107).

Existen mecanismos independientes de oxigeno para la eliminacion de los patdégenos dentro
de los macréfagos: Los cambios de pH tras la fusion del lisosoma primario a la vesicula de
endocitosis (formacion del heterofagosoma). Las proteinas o péptidos antimicrobianos como
las Defensinas, péptidos de 32-34 aminoéacidos ricos en Cisteinas y Arginina que se han
identificado en los macrofagos de conejo y en los PMN humanos, formando canales
permeables a los iones en las bicapas lipidicas de los microrganismos. Las proteasas
lisosomicas actian a pH acido y las lisozimas destruyen la capa de peptidoglicano. Las
Lactoferrinas producidas por neutréfilos secuestran hierro, indispensable para las bacterias,
incluso a pH acido (124). En este sentido se contintan los estudios para identificar los
posibles mecanismos por los cuales C pseudotuberculosis es capaz de resistir y multiplicarse

en el interior de los macrofagos. La presencia de acidos micolicos le otorga proteccion



mecanica y posiblemente bioquimica, permitiéndole resistir la digestion por enzimas
hidroliticas presentes en los lisosomas y la accion de proteinas antimicrobianas. Existe una
correlacion positiva entre el contenido de estos lipidos, el grosor de la capa lipidica y la
habilidad de producir lesiones en nddulos popliteos de oveja (40, 76). La exotoxina PLD
cataliza la disociacion de la esfingomielina componente importante de las membranas
celulares, cuya hidrolisis provoca la lisis celular incrementando la permeabilidad vascular,
con la consecuente formacion de edemas (128). La PLD actua directamente sobre las células
endoteliales en el entorno del punto de infeccién y en los macréfagos una vez que ha sido
fagocitada la bacteria. La acciéon de esta toxina facilita la colonizacion, la diseminacion
regional y sistémica de la bacteria, con la generacién de abscesos en los nédulos linfaticos
(40, 129). Las bacterias no controladas por la pared del absceso entran en los capilares y
forman colonias que ocluyen los vasos generando isquemia que, junto a las toxinas, destruyen
las células del tejido sano, aumentando la masa necrotica. Las bacterias viables se diseminan
a través de los vasos linfaticos y penetran otros linfonddos, y eventualmente, en los vasos
sanguineos, llegando a diferentes 6rganos donde se repite la formacion de abscesos. Este
comportamiento origina la otra forma de la enfermedad que afecta nédulos linfaticos internos

y organos especialmente pulmén e higado (116,117,130).

Las bacterias se liberan como resultado de un proceso que conduce a la muerte de los
fagocitos, aunque los mecanismos especificos de muerte celular aun no estan claros, se sabe
que no inducen la autofagia o la apoptosis de los macréfagos. La Caspasa 3 es una proteina
esencial en las etapas finales de induccion de apoptosis, asi como cataliza la incision de
proteinas celulares y reparadoras de ADN. La proteina I asociada a microtubulos de cadena

ligera 3 (MAP LC3-1) es una proteina de membrana crucial en la formacion de



autofagosomas, es un marcador del mecanismo de muerte por autofagia. Estudios realizados
in vitro mediante la infeccion de la linea de macrofagos J774 con C. pseudotuberculosis,
permitio determinar que los niveles de la MAP LC3-1 y la actividad de la caspasa-3, se
mantuvieron estables, sin variacion en las células infectadas (131). En otros trabajos la
necrosis se ha visto favorecida en vez de la apoptosis, en macréfagos infectados con C.
pseudotuberculosis, provocando cambios degenerativos como: ruptura de la membrana
plasmatica, alteraciones en las mitocondrias, cambios en la envoltura nuclear, dilatacion de
la envoltura del nucleo y de la membrana del reticulo endoplasmico rugoso y formacién de
vesiculas en el citoplasma (132, 133). Otras bacterias como Mycobacterium tuberculosis,
Listeria monocytogenes, Salmonella flexnerii y Clamidias son patdgenos intracelulares
facultativos, capaces de inactivar la apoptosis (134).

Otra caracteristica de la enfermedad es la formacion de piogranulomas, como resultado del
crecimiento bacteriano incontrolado dentro de los macréfagos, el hospedero intenta restringir
y limitar la infeccion a través de la formacion de estas estructuras (2, 91). Los estudios
inmunohistoquimicos sobre la composicion celular de las lesiones pulmonares en ovejas
infectadas por C. pseudotuberculosis han puesto de manifiesto un predominio de macréfagos
grandes en las paredes del absceso y rodeando el parénquima pulmonar, con expresion de
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1l (MHC). Los linfocitos T
fueron prominentes en las lesiones, mientras que los linfocitos B y granulocitos comprendian
una porcion menor en los infiltrados celulares. Dentro de las lesiones encapsuladas se
encontraron linfocitos y células MHC clase Il en el centro de la masa necrotica. Rodeando
esta region se identificaron células CD5*, asi como células CD4" y CD8" distribuidas a través

del tejido linfatico. Generalmente en las lesiones caseosa inmaduras se encuentran linfocitos



CD4" y en las lesiones mas desarrolladas la concentracion de células CD8" es predominante,
lo que se relaciona con algun mecanismo del sistema inmune para evadir la diseminacion de
los macréfagos infectados (91, 135). Las caracteristicas clinicas incluyen, anemia,
leucocitosis con neutrofilia y altos valores de fibrindgeno, aumento de inmunoglobulinas
(IgG) y de Interferon gamma (IFN-y) (5, 91, 136). En cabras los cambios histopatologicos
observados en el tracto reproductivo y nddulos linfaticos después de la inoculacién
experimental con C. pseudotuberculosis, reveld infiltracion leucocitica, asi como congestion
generalizada, degeneracion, infiltracion de células del estroma y necrosis en los ovarios (56).
El estudio de la respuesta del sistema inmune en un modelo experimental permitio establecer
que la respuesta humoral comienza entre el dia 6 y 11 post infeccion. En las etapas tempranas
de la infeccion se produce la expresion IFN-y siendo su duracion de vida corta, seguido de
una segunda produccién de citoquinas mas fuerte y duradera en el tiempo. La produccién de
citogquinas pro-inflamatorias TNF-a e IL6 tienen lugar en el sitio de inoculacion, mientras
que el IFN-y se encuentra en los linfonodulo drenados. Se plantea que la patogénesis se
relaciona con la produccion de citoquinas y el desarrollo de piogranulomas (135, 137). El
estudio de las proteinas producidas por el hospedero en respuesta a la secrecion de citocinas
inflamatorias, durante la fase aguda de la enfermedad, permitié establecer que la
Haptoglobina, Amiloide A del suero y la a-l-acido glicoproteina aumentaban su
concentracion induciendo un cambio hacia la fase cronica de la enfermedad (138). Los
mecanismos por los cuales la bacteria es capaz de infectar una amplia gama de hospederos,
asi como sobrevivir y evadir la respuesta del sistema inmune, contindan siendo objeto de

estudio, para lograr un mayor entendimiento de esta enfermedad.



Vacunas comerciales

La mayoria de las vacunas comerciales actualmente disponibles para LAC son inactivadas,
formuladas a partir de una combinacién de antigenos de varios agentes patdgenos incluyendo
C. pseudotuberculosis (139). Algunas de estas vacunas son: Glanvac 3 (Zoetis, London)
(140), Glanvac 6® (Zoetis, West Ryde, Australia) (141), Biodectin™ (Zoetis, Espafia) (142),
Case-Bac y Caseous D-T (Colorado Serum, EUA) (143). En México no se comercializan
ninguna de las vacunas existentes para LAC, a pesar de contar con una amplia representacion
de empresas productoras de vacunas veterinarias. Las vacunas comerciales confieren una
proteccidn parcial, por lo que diferentes grupos de investigadores han trabajo en el desarrollo
de nuevas formulaciones que permitan una proteccion completa y eficaz.

Vacunas experimentales: Inactivadas y toxoides

Las vacunas inactivadas estdn compuestas por cultivos totales de la bacteria o toxinas no
viables, donde el microrganismo se encuentra muerto, por lo que no confieren peligro de
desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, la respuesta es menos intensa, requiere de varias
dosis y pueden provocar efectos adversos. Dentro de las vacunas experimentales a base de
toxoide, se evalud un precipitado proteico, con elevada concentracion de PLD inactivada, de
una cepa de C. pseudotuberculosis aislada de alpaca en Per(. La inmunizacién de un grupo
de 20 ratones BALB/c indujo proteccion ante el desafio con 10* UFC de una cepa virulenta
de C. pseudotuberculosis. La vacuna redujo los efectos toxicos provocados por la bacteria,
lo cual se observé con la disminucién del nimero y tamafio de abscesos en los animales del
grupo vacunado (40% afectado) en comparacion con los multiples abscesos de mayor tamafio

a nivel subcutaneo y en rifién e higado, en los animales del grupo control (95% afectado).



Sin embargo, cuando se analizaron los intervalos de confianza, se observd que no existian
diferencias significativas entre los grupos control y vacunados (144).

La eficacia de cuatro vacunas no comerciales en base a PLD como antigeno se evalué en
ovinos desafiados con una cepa virulenta. Los niveles de iones superdxido se determinaron
como respuesta inmune inespecifica, siendo estos elevados en el grupo vacunado con PLD +
bacteria inactivada, seguido del grupo vacunado con Toxoide PLD. Laactividad de lisozimas
fue superior en el grupo vacunado con PLD + bacteria inactivada, sequido de Toxoide PLD,
PLD + vacuna comercial Covexin8 y una vacuna experimental local. La respuesta inmune
celular se determind mediante el Kit colorimétrico de medicion de proliferacion celular
ELISA BrdU colorimetric kit (Roche, USA). El grupo vacunado solo con PLD mostrd una
marcada respuesta positiva de proliferacion de linfocitos en comparacion con el resto de los
grupos. Los resultados indicaron que PLD estimuld la respuesta inmune celular especifica e
inespecifica (145).

Vacunas atenuadas

Las vacunas atenuadas presentan agentes inmunizantes vivos que pueden replicarse en el
organismo sin causar la enfermedad, ya que carecen de determinadas estructuras o moléculas
que disminuyen su virulencia. En principio confieren una respuesta inmune muy intensay de
larga duracion ya que dan lugar a una infeccién similar a la natural, pero constituyen un
riesgo ya que en algunos casos puede revertirse la virulencia. Las primeras vacunas atenuadas
experimentales para LAC empleaban una cepa denominada Toxminus, cuyo gen pld se
modificd mediante mutacion sitio especifica. La necropsia de los animales vacunados con
10° a 107 UFC de la cepa atenuada Toxminus, permitio observar que no se formaron abscesos

en los animales desafiados con 10 UFC de una cepa virulenta, en comparacion con el grupo



control donde se desarrollaron abscesos de 2.5 cm en ganglios popliteo. Sin embargo la
vacuna produjo un absceso indeseable en el sitio de inoculacion, el titulo de anticuerpos en
los grupos vacunados con 10°a 10" UFC fue similar por lo que la respuesta no fue dosis
dependiente y la cepa virulenta de desafio indujo una respuesta de anticuerpos superior en
las semanas 5y 9. También hubo una reduccidn en la capacidad de Toxminus de permanecer
en el hospedero, debido a la ausencia de PLD, ya que es el antigeno que favorece la
persistencia, asi como activa de manera elevada la respuesta inmune humoral (146). En otro
estudio se transformd la cepa Toxminus con un plasmido que contenia el gen de pld
modificado para la obtencidn de la exotoxina con un cambio de histidina por un triptéfano
en la posicién 20, lo que elimina la actividad enzimatica. La respuesta de anticuerpos anti-
PLD fue elevada después de 2 semanas post-vacunacion, solo en los animales vacunados con
Toxminus transformada con el gen pld. La respuesta humoral fue de tipo IgG1 por via oral,
mientras que el isotipo 1gG2 se observé en ovejas vacunadas por via subcutanea. La
introduccion de microorganismos vivos a la mucosa principalmente estimula las respuestas
secretoras de IgA, mientras que por la via subcutanea las respuestas predominantes son
humoral 1gG y celular (IFN-y). Las células Th1 secretan IFN-y y tienden a conducir a una
produccién de anticuerpos del isotipo 1gG2, mientras que los clones Th2 secretan IL 4 y
preferentemente inducen IgG1, IgA e IgE. La incidencia y el grado de formacién de absceso
fueron muy reducidos (abscesos de 0.2cm y 1cm) presentandose solo en dos animales en el
sitio de inoculacién de la cepa virulenta para el desafio. En el grupo de animales vacunados
con Toxminus no modificada el 50% de las ovejas desarrollaron abscesos, asi como también
el 66% de animales del grupo control no vacunado. A pesar de la obtencion de resultados

muy alentadores el uso de cepas vivas atenuadas siempre implica el riesgo de reversion de la



virulencia, la cepa Toxminus no permitié una expresion elevada de PLD y se encontrd
evidencia, aungue en una proporcién minina, de la excrecién a través de las heces de la
bacteria viva atenuada (79). Este grupo de investigadores transformo la cepa Toxminus con
un plasmido que contenia el gen pld modificado en la Histidina posicion 20 por una Serina,
logrando aumentar la expresion de la proteina modificada en un 40% en comparacion con el
trabajo anterior. Pero la modificacion genética no favorecid el aumento en la respuesta
protectora de la vacuna ya que Glanvac 6 fue capaz de proteger al 95% de los animales
desafiados, mientras que la vacuna atenuada con PLD modificada solo protegio al 44% de
los animales (147). Mediante mutacién por intercambio alélico del gen aroQ se logré la
obtencion de una cepa atenuada gque protegid parcialmente a ratones BALB/c desafiados con
una cepa virulenta (148). El experimento se reprodujo en ovinos no obteniéndose buenos
resultados, ya que los niveles de anticuerpos 1gG1 e 1gG2 fueron bajos, no aumentaron los
niveles de TNF-a y no hubo proteccion en los animales vacunados (149).

La cepa CZ171053 mutada en el gen ciuA, mediante el sistema tramposon-TnFuZ (150),
presentd una capacidad reducida para sobrevivir in vitro dentro de los macréfagos de la linea
celular J774, asi como indujo una respuesta de produccion de inmunoglobulinas y citocinas
en ratones BALB/c. La inmunizacion de ratones BALB/c con esta cepa atenuada, permitio
la sobrevivencia del 80% de los animales desafiados con 108 UFC de la cepa virulenta MIC-
6 (151). Estos resultados sugieren que la cepa CZ171053 podria evaluarse como vacuna viva
atenuada en los hospederos diana de la enfermedad.

El comportamiento de la respuesta inmune humoral y celular se evalué en ratones BALB/c
inoculados con 107 UFC de una cepa atenuada T1. Se observd que la inoculacion

experimental con T1 aumento el titulo de IgG, principalmente las subclases IgG1 e 1gG2.



Los ratones vacunados no mostraron lesiones caracteristicas de la enfermedad y el cultivo de
las células del bazo de estos animales, una vez estimuladas in vitro con antigenos secretados
por T1, presentaron una mayor proliferacion que las células estimuladas con antigenos
intracelulares de T1 (152, 153). En consecuencia, se encontro en el cultivo de las células del
bazo una produccion significativa de IFN-y después de la estimulacion con los antigenos
secretados e intracelulares. En los animales vacunados no hubo produccion elevada de 1L-4,
sin embargo en células estimuladas con antigenos intracelulares fue cuatro veces mayor en
comparacion con las estimuladas con antigenos secretados. Las citocinas IL-10 e IL-12
aumentaron su concentracion en las células del bazo estimuladas con ambos antigenos,
siendo superiores los niveles alcanzados por las células estimuladas con los antigenos
intracelulares. La citocina IL-10 puede controlar la sintesis de IFN-y durante la infeccion,
evitando asi la sobrerreactividad Thl, mientras que IL-12 puede desencadenar mecanismos
relacionados con la proliferacién celular, produccion de IFN-y y el cambio a Thl que se
requiere para prevenir la diseminacion de patdgeno intracelulares (154). También se evalud
el comportamiento de los productos intermediarios reactivos del nitrogeno, los cuales
aumentaron sus niveles a los 120 dias post inoculacion en los cultivos celulares, siendo mayor
en las células estimuladas con los antigenos intracelulares de T1. Estos resultados son
similares a los descritos por otros investigadores donde la produccion IFN-y fue elevada a
partir de la tercera semana post-inoculacion con la cepa ATCC 1940, en el cultivo de células
del bazo de ratones ICR-JCL (155).

Vacunas de ADN

Los avances en las técnicas de biologia molecular han permitido el desarrollo de vacunas de

nueva generacion, dentro de las que se encuentran las vacunas de ADN desnudo. Estas



vacunas son solo de ADN (plasmidos con los genes de interés), no cuentan con envolturas o
estructuras proteicas, por lo que es muy importante la ruta de administracion, la dosis, y la
re- inmunizacion ya que son factores que influyen en la potencia y el tipo de respuesta
inmune. La desventaja de este tipo de vacunas radica en la capacidad de expresar el antigeno
de interés, ya que en la mayoria de los casos las particulas presentan una baja adsorcion y la
cantidad de plasmidos que se introduce en las células es limitada.

El disefio de un plasmido portador del gen que codifica para el dominio extracelular de
CTLA-4 bovino fusionado al gen pld inactivado (boCTLA-4-HIg-APLD) se evalu6 como
vacuna de ADN desnudo en ovinos. EI CTLA-4 se une con alta afinidad al antigeno de
membrana B7 en células presentadoras de antigeno (APC), mejorando la respuesta inmune
humoral. Aunque aumento el titulo de anticuerpos significativamente, la proteccion de los
ovinos inmunizados fue parcial ante el desafio experimental con una cepa virulenta (156).
Para determinar el sitio de inoculacion mas eficiente fueron evaluados diferentes vias de
inmunizacién: intramuscular, subcutdnea y bombardeo con pistola génica. La vacuna
administrada por via intramuscular presentd mejores resultados con niveles de proteccion
similares a los observados en vacunas proteicas, mientras que la via subcutanea y con pistola
génica no protegid a las ovejas contra el desafio (157).

También se probd una vacuna de ADN con el antigeno Hsp60 (plasmido pVAX1/hsp60), la
cual fue administrada por via intramuscular en ratones BALB/c. Esta fue capaz de inducir
una respuesta elevada de anticuerpos anti-Hsp60 de tipo 1gG1 e 1gG2a, con una tendencia a
respuesta Thl, pero todos los animales murieron luego del desafio con la cepa virulenta MIC-
6 (158). En otros experimentos se determind el potencial de una vacuna de ADN formulada

en base al plasmido pTARGET transformado con la proteina esterasa cp09720 (159, 160).



Esta vacuna de ADN se compard con una vacuna de subunidades a partir de la esterasa
CP09720 obtenida por via recombinante adyuvada con hidréxido de aluminio. Ambas se
evaluaron en ratones BALB/c, siendo la vacuna de proteina recombinante la que indujo
mayor titulo de anticuerpos 1gG1 (asociado a respuesta Th2) e 1gG2 (respuesta celular Thl).
La respuesta inmune celular se analizd6 mediante la deteccidn de la expresion de los genes
que codifican para IL-4, IL-10, IL-12 y IFN-y por PCR en tiempo real. Las dos vacunas
fueron capaces de aumentar la expresion de IFN- vy, aunque la vacuna de subunidades con
proteina esterasa cp09720 recombinante presentd los niveles mas altos de ARNm de IFN-y.
La expresion de las citocinas I1L-4, IL-10 e IL-12 no aumenté en comparacion con el grupo
control. Los niveles de proteccion ante el desafio fueron de un 58.3% en los animales
vacunados con la esterada recombinante, mientras que la vacuna de ADN pTARGET/
proteina esterasa cp09720 solo protegi6 al 16.6% (160).

Vacunas de Subunidades proteicas recombinantes

Las vacunas de subunidades contienen una combinacion de antigenos de diferente naturaleza
como lipopolisacaridos, proteinas recombinantes purificadas o péptidos sintéticos. Estas
vacunas son muy seguras pero poco inmunogeénicas, por lo que se utilizan sustancias
adyuvantes que potencien la respuesta del sistema inmune. La proteina PLD obtenida por via
recombinante ha sido de las mas empleadas para el desarrollo de vacunas de subunidades.
Un grupo de investigadores del Reino Unido determind las potencialidades de una vacuna a
partir de 50ug de PLD obtenida por via recombinante (PLDr) en E. coli y su combinacion
con 1.25x10%° cells/ml de cultivos totales de C. pseudotuberculosis inactivados con
formalina. En este trabajo el grupo control fue vacunado con Glanvac 3 (Commonwealth

Serum Laboratories (CSL) Ltd., Victoria, Australia), vacuna comercial con licencia de uso



en el Reino Unido. Los niveles mas altos de anticuerpos fueron detectados en los grupos
inmunizados con la vacuna de PLDr y la vacuna PLDr + células totales inactivadas, en
comparacion con los grupos controles. No se encontro evidencia de infeccion en ninguno de
los animales inmunizados con la vacuna PLDry la vacuna PLDr + células totales inactivadas,
incluyendo la resolucidn de abscesos en el sitio de inoculacion, solo desarrollados por esta
ultima (161). La combinacion de la proteina PLD obtenida por via recombinante junto a
cultivos totales de C. pseudotuberculosis biovar ovis y equi, inactivados con formalina,
fueron empleados para la inmunizacion de ovinos. La deteccidn de los niveles de anticuerpos
anti-PLD mediante ELISA permitio detectar que los animales vacunados presentaron un
aumento de IgG después de la segunda dosis de refuerzo, pero luego del desafio se produjo
una disminucion en la DO de 0.65 a 0.55, aunque los niveles se mantuvieron por encima del
valor de corte durante 20 semanas. No se observaron lesiones en nodulos linfatico externos
e internos, en comparacion con el grupo control no vacunado donde el 80% de los animales
presentaron lesiones y manifestaciones de la enfermedad. Ambas vacunas fueron capaces de
proteger a los animales ante el desafio con una cepa virulenta. En este trabajo por primera
vez se inmunizan ovejas con una cepa biovar equi en combinacion con PLD obtenida por via
recombinante (162). La combinacion de diferentes proteinas obtenidas por via recombinante
rCP09720 (esterasa), rCP01850 (proteina L14 de union a la subunidad ARNr 50S) y la PLD
(rPLD) también se ha evaluado en la inmunizacién de ratones BALB/c. En este estudio las
tasas de supervivencia después del desafio con una cepa virulenta fueron de 30% (rPLD),
40% (rPLD + rCP09720) y 50% (rPLD + rCP01850). La vacuna rPLD + rCP01850) fue
capaz de inducir una respuesta inmune celular aumentando significativamente los niveles de

IFN-y y TNF-a, mientras que la produccion de IL4 e 1L12 no fue detectada (163).



Recientemente se empled una cepa viva atenuada de Mycobacterium bovis BCG (Bacillus-
Calmette- Gueri) para la expresion de PLD recombinante en el plasmido puUS2000. El
sistema no fue eficiente para la expresion elevada de la proteina PLD, pero fue efectivo para
la vacunacién y proteccion en un modelo murino. La inmunizacién de ratones BALB/c con
105 UFC de M. bovis pUS2000/PLD para la expresion de PLD, asi como con M. bovis
pUS2000/PLD+ 50ug de PLDr purificada y la cepa M. bovis sin modificar, indujo una
produccidn de anticuerpos elevada en comparacion con el control negativo (100uL de Na Cl
0.9%), pero sin diferencias significativas entre los grupos vacunados. Esto se debe a que la
cepa M. bovis por si sola es capaz de inducir una respuesta inmune humoral y celular elevada.
Sin embargo ante el desafio con 2 x 10* UFC de la cepa virulenta MIC-6, el grupo vacunado
con M. bovis pUS2000/PLD experimento un aumento significativo en los niveles de 1gG en
comparacion con el resto de los grupos. La respuesta inmune celular se evalué midiendo los
niveles de produccion de IFN-y e IL-10 en los sobrenadantes de cultivo de células de bazo
de los animales vacunados, tras ser estimuladas con 8ug/ml de PLDr. Los niveles de IFN-y e
IL-10 fueron superiores en el cultivo celular del grupo que recibié una reactivacion de la
vacunacion con 50ug de PLDr. El nivel de proteccion conferida por estas formulaciones fue
del 88% en los animales vacunados con M bovis pUS2000/PLD+ 50ug de PLDr, de un 77%
para el grupo M. bovis pUS2000/PLD y del 66% para el grupo M. bovis no modificado. La
respuesta inmune protectora generada por esta vacuna de células enteras de M. bovis BCG
modificada para expresar PLD, podria originar la activacion de varias poblaciones de células
T, debido a la variedad de antigenos (lipidos, proteinas y carbohidratos) de la formulacion.
Luego la re-inmunizacion con 50ug de la PLD obtenida via recombinante estimula el

aumento en la proliferacion de células T especificas para este antigeno en particular (164).



Las vacunas de subunidades también se han desarrollado empleando la proteina CP40
obtenida por via recombinante. En 1994 fue identificada esta proteina en el sobrenadante de
cultivo de C. pseudotuberculosis y habia sido co-purificada junto con la toxina durante la
preparacion de vacunas inactivadas. La preparacion de las vacunas de PLD a partir de
sobrenadantes de cultivo de C. pseudotuberculosis habitualmente contienen otros antigenos
bacterianos indefinidos que podrian estar contribuyendo con la respuesta inmune protectora.
La proteina CP40 fue identificada a través de ensayos de inmunoblot, donde se observé que
los sueros de animales vacunados con Glanvac 6 podian reconocer de manera intermitente
esta proteina, lo que sugiere que estaba presente en algunos lotes de vacuna. En un estudio
experimental en ovejas, la inmunizacion con 100ug de CP40 recombinante protegio al 82%
de los animales, con una disminucion de las lesiones pulmonares en un 98%. No se encontro
relacién entre la disminucion en el desarrollo de lesiones pulmonares y el titulo de
anticuerpos, por lo que se asumié que la respuesta celular, como citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos, podria ser responsable de la proteccion(79, 83).

Posteriormente se realizo la evaluacion comparativa de cuatro formulaciones vacunales, que
utilizaron como inmundgenos la proteina CP40 recombinante y la cepa CP09 atenuada
mediante mutagénesis inducida. La cepa viva atenuada de C. pseudotuberculosis CP09 no
fue capaz de inducir una respuesta inmune humoral en los ratones vacunados, ni desafiados
con una cepa virulenta. Los animales vacunados con diferentes formulaciones que incluian
CP40r presentaron un aumento significativo en el titulo de anticuerpos IgG1. Sin embargo,
estos grupos luego del desafio experimentaron un aumento significativo en los niveles de
1gG2, siendo el maximo alcanzado por los animales inmunizados con CP40r. El isotipo 19gG2

se encuentra relacionado con una respuesta celular Thi, células involucradas principalmente



en la inmunidad contra patdgenos intracelulares, activacion de macrofagos y células T
citotoxicas, produccién de opsonizacion y activacion del complemento. La formulacion a
base de CP40r protegi6 al 90% de los animales ante el desafio con la cepa virulenta, seguido
del grupo vacunado con la cepa atenuada CP09 + CP40r con un 70%, mientras que la
vacunacion con CP40r seguido de la re-inmunizacion con CP09 solo protegio al 60% (165).
Otro grupo de investigadores realizé la evaluacion en ratones BALB/c de una vacuna de
subunidades de CP40r con diferentes adyuvantes, saponina o adyuvante completo de Freud
(ACF). Los animales inmunizados con CP40r/saponina mostraron valores elevados en los
niveles completos de anticuerpos y de 1gG2a, 1gG2b e 1gG3, con diferencias estadisticas
significativas con respecto al grupo control. El grupo vacunado con CP40r/ACF mostro
diferencias significativas en los niveles completos de 1gG, IgG2a e 1gG2b. Ambas
formulaciones vacunales protegieron al 100% de los animales desafiados, con una tendencia
hacia una respuesta de Thl. La reactividad y la produccion de isotipos especificos 1gG2a,
IgG2b e 1gG3 se asocian con la accién de las citocinas pro-inflamatorias como IFN-y y las
células T CD8+, que activan las células B modificando la cadena pesada de la
inmunoglobulina. El uso de diferentes adyuvantes no influyo en la respuesta de anticuerpos,
por lo que se propone el empleo de la saponina en sustitucion del adyuvante de Freud que es
toxico en ovejas (166).

Conclusiones

La Linfadenitis caseosa continlia siendo un reto para los productores ovinos y caprinos. Las
investigaciones mas recientes se han enfocado en la identificacion de nuevas moléculas
implicadas en los mecanismos de patogenicidad y virulencia de C. pseudotuberculosis, para

su posterior evaluacion como candidatos vacunales. Hasta la fecha se han obtenido resultados



alentadores con formulaciones a base de la exotoxina PLD o la endoglicosidasa CP40,
obtenidas por via recombinante. Cabe destacar que la combinacion de estas moléculas no se
ha evaluado en una misma vacuna, lo cual seria una propuesta que favoreceria la activacion
de la respuesta inmune humoral y celular. Por otra parte la aplicacion del analisis
computacional en estudios de vacunologia reversa constituye una de las herramientas mas
empleadas actualmente en la basqueda de moléculas candidatas vactnales. Sin duda se debe
continuar trabajando con el empleo de estas tecnologias que constituyen una alternativa
eficiente para la identificacion de nuevos factores de virulencia, asi como la evaluacion in
silico de moléculas con potencial inmunogénico para el desarrollo de vacunas eficaces.
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