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RESUMEN
Linfadenitis caseosa (LCA) es una enfermedad contagiosa, infecciosa y cronica,
de importancia econémica en ovinos causada por C. pseudotuberculosis. El
objetivo de este trabajo fue evaluar un inmunégeno creado a partir de cepas
nativas que confieran proteccién a los rebafios ovinos en México. Se evalu6 en un
modelo ovino con 16 animales de rebafos clinicamente libres de la enfermedad,
de 4 meses de edad. Se formaron cuatro grupos, grupo vacunado, grupo
desafiado con vacunacion, grupo desafiado sin vacunacién, grupo -control
negativo. Se inmunizo via subcutanea sobre la escapula izquierda con la bacterina
hecha con las cepas de campo H14X y 1-2 2LJ identificadas por pruebas
bioquimica y molecularmente mediante la identificacion de genes de patogenicidad
por Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Se desafio via subcutanea
sobre el nédulo preescapular derecho, con cepa de referencia 43926 ATCC
biovariedad ovis. En la necropsia solé se encontraron lesiones en pulmén y nodulo
linfoide en 3 de los 4 animales del grupo desafiado; de estas lesiones se reaislé la
bacteria C. pseudotuberculosis, la cual amplifico los genes de patogenicidad y
virulencia. Con relacion a la prueba de ELISA se presentaron incremento de
absorbancias el dia de la revacunacion; sin embargo, al realizar el analisis
estadistico no mostro diferencias significativas entre los grupos. Por lo cual
podemos observar que los animales vacunados con desafio no presentaron
lesiones aunque no incrementaron de manera significativa los anticuerpos en
comparacion con los animales del grupo desafiado por lo cual se recomienda
seguir con los estudios de dicha bacterina para poder determinar la respuesta

inmune que esta generando.

Palabras clave: Bacterina, Linfadenitis Caseosa, ELISA.
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ABSTRACT

The caseous lymphadenitis (CLA) is a contagious disease and chronic disease. it is
of economic importance in sheep caused by Corynebacterium pseudotuberculosis.
The objective of this work was to evaluate an immunogen created from native
strains that confer protection to sheep in Mexico. It was evaluated in a model with
16 animals of herds clinically free of the disease, 4 months of age. Four groups
were formed, vaccinated group, group with vaccination, control group without
vaccination, negative control group. It was immunized subcutaneously on the
scapula with the bacterin made with the field strains H14X and 1-2 2LJ identified by
biochemical and molecular tests by means of the identification of pathogenicity
genes by reaction in the polymerase chain (PCR). The prescapular right is
challenged, with reference strain 43926 ATCC biovariedad ovis. At necropsy only
lesions in the lung and ganglion were found in 3 of the 4 animals of the challenged
group, of these lesions the C. pseudotuberculosis bacterium was reabsorbed,
which amplifies the pathogenicity and virulence genes. In relation to the ELISA
test, the increase in absorbances occurred on the day of the revaccination;
however, when performing the statistical analysis there were no differences
between the groups. Why can you observe that animals vaccinated with challenge
do not get hurt even though they do not have the significant way that the antibodies
compared with the animals in the group are affected by what can be followed with
the studies of that bacteria to be able to determine that the immune response that

IS generating

Key words: Bacterin, Caseous lymphadenitis, ELISA.
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.  INTRODUCCION

La poblacion de ovinos en México en la actualidad asciende a 8.8 millones de
cabezas. siendo una de las actividades agropecuarias de mayor crecimiento y
rentabilidad. Sin embargo la Ovinocultura se enfrenta a diversos problemas que
han frenado la produccion, entre ellos: la atomizacion de la tierra destinada a la
produccion agropecuaria, la atomizacion de los rebafios ovinos, la migracion de la
poblacion rural hacia las ciudades lo que implica el abandono de las actividades
agropecuarias, y la falta de atencion sanitaria que también afecta en gran medida
la productividad de los ovinos. (SIAP-SAGARPA, 2015)

La Linfadenitis Caseosa (LCA) es una enfermedad infectocontagiosa de presencia
mundial, que afecta a ovinos y caprinos, caracterizada por la formacion de
abscesos en nodulos linfoides superficiales, pudiendo atacar 6rganos y nédulos
linfaticos. Es una enfermedad cronica y debilitante, causada por
C.pseudotuberculosis, responsable de grandes pérdidas econdémicas en la
ovinocultura y caprinocultura (Dorella et al., 2006, Baird y Fontaine., 2007). Esta
ampliamente extendida y se ha reportado en muchos paises incluyendo Australia,
Brasil, Canadé, Nueva Zelanda, Sudéfrica, Estados Unidos de América, entre
otros (Araujo et al., 2016; Muge et al., 2016).

La LCA afecta tanto a pequefos rumiantes como a bovinos, equinos, llamas y
camellos, y se han comunicado casos de infecciones en humanos que tienen

contacto con animales infectados (Peel et al., 1997).

Debido a su curso crénico y poca respuesta al tratamiento la infeccién es dificil
erradicar una vez que se establece en una unidad de produccion. Por ello, las
estrategias para establecer los programas de prevencion, control y erradicacion de
la enfermedad deben ser integrales. LCA es una enfermedad zoondtica que puede
presentarse de manera inaparente o con caracteristicas subclinicas, cuya
transmision es mayormente a través de lesiones cutaneas o piel intacta sobretodo
en personal involucrado en la actividad de produccion y trasformacion de carne

ovina (Estevao et al., 2009).



C. pseudotuberculosis es una bacteria Gram positiva, pleomorfica, no capsulada,
sin motilidad, que se multiplica dentro de los macréfagos (Santana-Jorge et al.,
2016). Se le ha llamado el “parasito perfecto” debido a su habilidad de evadir el
sistema inmune con aparente facilidad una vez establecido dentro del hospedador,
posee un repertorio de genes para sobrevivir por largos periodos de tiempo fuera
del mismo y permanecer en el medio ambiente (Baird y Fontaine, 2007; Muge et
al., 2016).

La patogenia esta asociada a la accion de una fosfolipasa D con afinidad por
células endoteliales de vasos sanguineos Y linfaticos, y a la presencia de lipidos
de la pared celular que causan necrosis hemorragica al inyectarlos

intradérmicamente en animales de experimentacion (Estevao et al., 2009).

Algunos de los aspectos limitantes para el control de LCA es que no existen
pruebas de diagnéstico suficientemente sensibles y especificas para establecer el
diagnoéstico en la fase precoz y fase clinica visceral, ademés, las vacunas y
bacterinas no han arrojado resultados satisfactorios en modelos animales ya que
sus resultados son muy variables. La proteccién ofrecida por las vacunas
comerciales Glanvac 6 (la mas utilizada actualmente en el mundo) varia entre 25y
90 % (Windsor, 2011).

Para que el sector ovino se expanda es necesario que los rebafios presenten una
salud Optima y que sean controladas o erradicadas las enfermedades que limitan

el comercio nacional e internacional (Solanet et al., 2011).

Por tal motivo; el objetivo del presente estudio fue evaluar la inmunizacion
producida por una bacterina elaborada a partir de asilados de campo, con la que
se realizd un desafio controlado en modelo ovino, a través de estudios
bacteriologicos, histopatologicos, serologicos y a la revision clinica externa de los
animales expuestos. Con la finalidad de tener una alternativa para la prevenciéon y
control de la LCA.



[I.  ANTECEDENTES
1.- Situacion de la Ovinocultura
1.1 Mundial

La actividad esta distribuida por todo el mundo, los principales productores de
carne ovina son: China (dos millones de ton., 25% de la produccién mundial),
Australia y Nueva Zelanda (Fig 1.) con 500.000 ton. cada uno, siguen siendo los
exportadores de carne de ovino mas grandes del mundo. Se prevé que la
produccion de carne de ovino, con una participacién actual del 5% en el mercado
mundial, crezca 1.3% anual, llegando a 16 Mt en 2022. (OCDE/FAOQO, 2013)

Fig 1. Inventario ovino 2013 (1.000 cabezas)
(FAO.2015)

El flujo de ovinos (carne o animales vivos) se mueve de Oceania hacia los
mercados de Europa, Norteamérica, Medio oriente y China (Fig 2.), lo que provoca

también el incremento de riesgos sanitarios hacia los paises importadores.



Fig 2. Flujo de carne de ovino 2014 (miles de ton)
(FAO. 2015)
1.2 Nacional

La poblacion nacional en 2015 fue estimada en 8.8 millones de cabezas de los
que el 35% se encuentre en cuatro estados (Fig.3). Sin embargo la produccion de
ovinos se encuentra distribuida a lo largo de todo el pais, bajo diversos tipos de
explotacion y estratos sociales (SIAP-SAGARPA, 2015).

México
wHidaigo
¥ Veracnuz
8 0zaxaca
SPL
u Puebla
B Jalisco
Zacalecas
¥ Guanajuato
# Chizpas
1 Otros (21)

Fig 3. Poblacion ovina nacional 2015

(SIAP-SAGARPA, 2015)



El origen de las importaciones de carne ovina en 2012 fue de cuatro paises:
Nueva Zelanda 67.5 %, USA 15.4 %, Australia 13.2%, Chile 4.0 %; (Fig 4) cabe
resaltar que dichos paises, debido a su inventario y tipo de explotacion ovina,
tienen problemas sanitarios con sus rebafos, incluyendo la alta prevalencia de
LCA (SAGARPA 2012). Entre 2002 a 2012 se importaron 700,000 ovejas
provenientes de Australia, Estados Unidos, Nueva Zelanda y Canada, empleadas
principalmente para repoblacion ovina en los estados del centro del pais; el ultimo
embarque fue de 45,000 ovejas procedentes de Nueva Zelanda en 2015
(UNO,2015).

TOTAL: 8,305, 38

Fig 4. Importaciones de carne ovina 2012
(SIAP-SAGARPA, 2013)
1.3 Estatal

El Estado de México es la entidad con el mayor nUmero de poblacion ovina con un
total de 1, 300, 000 cabezas registradas lo que representa el 14.7% del total
nacional y es la entidad con mayor produccion de carne ovina en el pais con 8,527
toneladas en 2012 (SIAP-SAGARPA, 2013).

La Ovinocultura es una actividad en aumento constante a nivel mundial, nacional y
estatal, dado las caracteristicas productivas de las ovejas (que las hacen aptas y
eficientes en su produccion en el territorio nacional), a la demanda y al precio de la
carne ovina. Existen factores que determinaran la produccion ovina tales como el

cambio climatico (actualmente la produccion bovina tiene problemas con la

5



emision de CO2), la demanda de carne por parte de los paises de economia
emergente (principalmente China) y los retos sanitarios que a nivel global
restringen la movilidad de la produccion hacia unas u otras regiones en el mundo y

limitan la eficiencia productiva de los rebafios (FAO, 2013).
2.- CARACTERISTICAS DEL AGENTE
Corynebacterium pseudotuberculosis:

La palabra "Corynebacterium" es de origen griego y hace referencia a la
morfologia y agrupacién de la bacteria (Korine: garrote 0 mazo y Bacterion:
bastoncillo), y "pseudotuberculosis” es derivado de "pseudo”, que literalmente
significa falso, y de tubérculo”, por la semejanza de la lesién con el nédulo que se

forma en la tuberculosis (Estevao et al., 2006).

En 1888, el bacteri6logo French Edward Nocard aislé un organismo inusual de un
caso de linfangitis en una vaca, 3 afios después el bacteridlogo Hugo Von Preisz
identific6 una bacteria similar en un cultivo de abscesos renales en una oveja.
Como consecuencia de estos descubrimientos relacionados, el organismo en
cuestion se nombré como bacilo “Preisz-Nocard”, un nombre vulgar con el que ha

estado vinculado desde entonces (Baird y Fontaine., 2007).

En 1918 Eberson sugirid6 clasificarlo renombrandolo como Corynebacterium
pseudotuberculosis. Con la edicion del Manual Bergey muchas de las
discrepancias fueron solucionadas denominandose en 1923 como
Corynebacterium ovis. Con la salida de la 6ta edicion del Manual Bergey en 1948,
el nombre oficial cambi6 a Corynebacterium pseudotuberculosis que en la
actualidad resulta el término correcto para su denominaciéon (Brown y Olander.,
1987; Baird y Fontaine., 2007).

La clasificacion de Corynebacterium pseudotuberculosis se establecio
inicialmente mediante morfologia y caracteristicas bioquimicas (Jones y Collins.,
1986). La produccion de nitrato reductasa fue utilizado para distinguir la biovar

equi (aislado de caballos y bovinos; con reduccion de nitrato positiva) de la biovar



ovis (aislado de ovejas y cabras; con reduccion de nitrato negativa). Mas tarde, se
llegé a la misma conclusion con endonucleasa de restriccion (EcoRV y Pstl)
analizando el ADN cromosomico, y basados en los datos de reduccion de nitrato
(Songer, et al., 1988).

CLASIFICACION TAXONOMICA:

Dominio Bacteria

Filum Actinobacteria,

Clase Actinobacteria,

Orden Actinomycetales

Suborden Corynebacterineae,

Familia Corynebacteriaceae,

Genero Corynebacterium,

Especie Corynebacterium pseudotuberculosis, Biovar “Ovis”

C. pseudotuberculosis es el agente causal de la LCA del ovino, enfermedad
cronica insidiosa, cosmopolita que causa pérdidas econOmicas productivas
cuantiosas. La bacteria produce abscesos pectorales en equinos y granulomas
cutaneos ulcerativos en bovinos (Dorella et al., 2006, Baird y Fontaine., 2007).

Los microorganismos del genero C. pseudotuberculosis tienen paredes celulares
quimio tipo IV con acido meso-diapominopimedico (meso-DAP), arabinos y
galactosa, acidos micélicos de aproximadamente 22 a 26 atomos de carbono de
longitud (acidos corynomicodlicos), acidos grasos de cadena recta saturados y no
saturados, menaquinomas dihidrogenadas, con 8 o 9 unidades de isopropeno y un
contenido G+C de aproximadamente 51 a 68 mol %. Estudios filogenéticos indican
que el género se halla intimamente relacionado con los géneros Mycobacterium,

Nocardia y Rhodococcus, conformando el grupo CNMR (Estevao., 2006).


http://dx.doi.org/10.1601/nm.419
http://dx.doi.org/10.1601/nm.5712
http://dx.doi.org/10.1601/nm.5712
http://dx.doi.org/10.1601/nm.5768
http://dx.doi.org/10.1601/nm.6186
http://dx.doi.org/10.1601/nm.6187
http://dx.doi.org/10.1601/nm.6188
http://dx.doi.org/10.1601/nm.6258

Los antibidticos en general son efectivos in vitro, a excepcion de la estreptomicina,
sin embargo in vivo sus efectos son relativos, debido a la capacidad de estos de
poder llegar a los focos de infeccion (nédulos linfoides o abscesos) generalmente
protegidos por capas fibrosas entrelazados con tejido necrético y purulento). Este
microorganismo afecta ademas a los équidos provocandoles una linfangitis y
abscesos, a los cérvidos, a camélidos y ocasionalmente al hombre (Pinochet.,
1992).

Las colonias de C. pseudotuberculosis son pequefias, blancas, secas y rodeadas
una reducida zona de hemdlisis. Pocas colonias llegan a ser de tamafio mediano a
grande y mucosas. La tinciébn de Gram realizada a colonias puras muestra bacilos
pleomorficos Gram positivos ordenados en forma de “letras chinas”. El
microorganismo no tiene motilidad, es catalasa positivo, al test de oxidacion

fermentacidn demuestra ser anaerobio facultativo (Zeru y Kahsay., 2014).

Fundado en la capacidad de reducciéon de nitratos, C. pseudotuberculosis ha sido
clasificada en dos biovares, ovis y equi. Cepas aisladas de ovinos y caprinos, que
usualmente son nitrato reductasa negativo han sido clasificadas como biovar ovis;
mientras que cepas aisladas de equinos y bovinos que usualmente son nitrato
reductasa positivas han sido clasificadas como biovar equi (Oliveira et al., 2016).
La evidencia fenotipica (test de nitratos) asi como la genotipica (Enterobacterial
repetitive intergenic consensus sequense-based ERIC PCR and Single nucleotide
polymorphism (SNP) analysis) muestran la diferencia entre los dos biovares
(Dorneles et al., 2014; Almeida et al., 2016; Oliveira et al., 2016).

El agente es destruido rapidamente por los rayos del sol y a temperaturas de 58°C
por 10 minutos asi también con los desinfectantes de uso habitual. C.
pseudotuberculosis puede sobrevivir hasta 8 meses en el suelo y en fomites de
corrales como superficies de madera, paja y heno por 1, 3 y 8 semanas
respectivamente en condiciones humedas y frias (Tadich et al., 2005). La pared de
la célula bacteriana tiene un alto contenido en lipidos, lo que impide la digestion

por parte de enzimas celulares y tiene un efecto necrotizante (factor pidgeno), su



alto contenido en lipidos le permite una prolongada supervivencia en el ambiente,

como se muestra en el cuadro 1

Cuadro 1: Tiempo de supervivencia de Corynebacterium pseudotuberculosis
en exudado (Wenger, 2002).

OBJETO A 25°C A 10°C
AGUA 30 HRS 48 HRS
MADERA 7 DIAS 7 DIAS
PAJA 23 DIAS 24 DIAS
CERCAS 28 DIAS 55 DIAS
SUELO 4-8 MESES 6-8 MESES

3.- EPIDEMIOLOGIA DE LA LINFADENITIS CASEOSA (LCA)

Es una enfermedad de distribucion mundial, acelerando el proceso de distribucion
a la par del movimiento de animales de repoblacién y/o consumo a nivel mundial

desde paises contaminados hacia lugares libres de la enfermedad.

En Brasil, (Langenegger et al., 1991) plantearon que esta enfermedad esta
ampliamente diseminada en rebafios del noreste del pais. Ellos citan ademas a
seis autores que registran una prevalencia de hasta el 30% de animales con
nédulos linfaticos abscedados, también se refieren rebafios con 10 y 28% de
reactores asintomaticos. Estos autores en un trabajo efectuado en la region de Rio
de Janeiro encontraron que el 77 % de los rebafios caprinos estaban infectados
por C. pseudotuberculosis, con porcentajes de afectacion que varian desde el 3.5
% al 100 % del total del rebafio (Ruiz et al., 2007).

En Argentina, Gonzalez et al. (1991) encontraron en la regién del Tandil una
prevalencia de 7.48 % de lesiones de la enfermedad aislando C.

pseudotuberculosis de 10 animales tomados al azar.

En Chile la enfermedad se ha reportado por varios investigadores, encontraron
una prevalencia de LCA en animales adultos de un 11.6% al examinar lesiones en

canales de 1397 ovinos en Planta Faenadora de Carnes (Tadich et al., 2005).



En Paraguay de un total de 147 caprinos mayores de edad se registr0 una

prevalencia de 4.1 % (Szwako et. al., 2012).

En Venezuela se reporta un 63.3 % de animales infectados con Corynebacterium
pseudotuberculosis de un total de 71 animales con lesiones, en la peninsula de

Paraguana (Delgado et al., 2015).

En Europa en Francia la enfermedad se incluye como sindrome de la enfermedad
de los abscesos, asociada a infecciones por Staphiloccocus aureus, reportando
una prevalencia de un 54 % (Pepin et al., 1988). En el Reino Unido se ha realizado

la caracterizacion de la bacteria con técnicas de electroforesis (Ruiz., 2007).

En Asia Yeruham et al. demostraron la presencia de C.pseudotuberculosis en los
rebafios ovinos como causa de la mastitis asi como el importante papel que juega
en esta especie, y han descrito la enfermedad con 3 formas clinicas; la mastitis, la

forma visceral y la forma cutanea (Ruiz., 2007).

En Australia se reportd una prevalencia del 54 %; y en Tasmania encontraron
lesiones de la enfermedad en el 26 % de los animales que investigaron (Middleton
et al.,, 1991). En Australia Occidental, la prevalencia promedio de LCA en la
poblacién de ovejas adultas ha ido disminuyendo y se encontré que fue de 58% en
1973 a 53% en 1984, después de la introduccion de una vacuna contra LCA en
1983 (Windsor., 2011).

En América del Norte se reportan aislamientos de varias zonas dentro de los
Estados Unidos como Arizona, Texas, Washington, Wyoming, lowa, con una
prevalencia del 42.4% en regiones del Oeste y en Canada se reporta de regiones
como Ontario y Alberta (Pépin et al., 1988).

En México en un estudio en el municipio de Xalatlaco, Ochoa et al hallaron que el
54 % de los exudados nasales que analizaron en ovejas trashumantes
presentaron Corynebacterium spp. y en otro, Barrientos et al. aislaron
Corynebacterium spp en el 65% de los casos que estudiaron con lesiones en los

nodulos linfaticos (Ruiz., 2008). También se ha reportado una prevalencia del 1.75
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% en el municipio de Mapimi y 4.69 % en el municipio de Tlahualillo de cabras con
LCA en el estado de Durango (Carrillo et al., 2005). En 2015 se encontré una
frecuencia de 33% en aislados de campo (69 en 209 muestras) de rebafios
provenientes del estado de Jalisco, identificados por bacteriologia y pruebas

bioquimicas (Hernandez., 2015)

Year of last
notification
. Aot rrperted
D 1%

. "o

Fig 5. Mapa con los paises que informaron de su situacion sanitaria con LCA
en la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), 1996-2004 (Tomado de
Guimaraes., 2011).

4.- MANIFESTACIONES CLINICAS Y PATOGENIA

En pequefios rumiantes se describen cuadros clinicos bien diferenciados (Fig 6.);
el mas frecuente es la LCA, caracterizado por la supuracion y necrosis progresiva
de linfonodos subcutaneos, con la formacion de abscesos que posteriormente se
caseifican. Existe también una forma visceral con desarrollo de abscesos en
organos vitales como pulmones, higado y rifiones (Rios 2010); y formas de baja
frecuencia de presentacibn como poliartritis en corderos, toxemia neonatal,
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endometritis, y mastitis (mas frecuente en las cabras), epididimitis y orquitis (Ruiz
et al., 2007).

No se han descrito cepas avirulentas de C. pseudotuberculosis (Dorella et al.,
2006).

Las lesiones externas aparecen inicialmente como abscesos y mas tarde pueden
evolucionar a piogranulomas variando en tamafio desde unos milimetros hasta
centimetros. Estas lesiones externas son frecuentemente localizadas en nédulos
linfaticos superficiales, aunque infrecuentemente se pueden hallar en tejido
subcutdneo. Las lesiones viscerales no son detectadas clinicamente pero se
expresaran dependiendo su numero, sitio y efecto sobre érgano involucrado. La
pérdida de peso progresivo, desordenes respiratorios y timpanismo ruminal
recurrente son los signos mas relevantes que acompafan las lesiones viscerales
por LCA (Santana-Jorge et al., 2016).

El agente productor de LCA, ejerce su poder patogénico esencialmente por medio
de dos factores: la pared celular y la exotoxina que produce (Pinochet., 1992).

La proteina PLD (fosfolipasa D), una exoproteina que es considerada también
leucotdxica, que contribuye a la formacion de lesiones y de la destruccién de
macréfagos caprinos durante la infeccién, el operon fagABC y el gen fagD, ambos
juegan un rol en la virulencia de la bacteria, asi como la alta concentracién de
lipidos en la pared celular, los cuales hacen que el microorganismo resistan la
digestion por enzimas celulares y persistan como parasitos intracelulares
facultativos y la proteina CP40, identificada como una proteina inmundgena que

exhibe actividad proteolitica (Pinto et al., 2014).

La Fosfolipasa D actia sobre la esfingomielina y la lisofosfatidilcolina; afecta la
permeabilidad vascular lo que facilitaria la diseminacion de la bacteria de los
vasos sanguineos a la via linfatica, activa la via complementaria del sistema
inmune, agotando el complemento de la zona que rodea las bacterias
protegiéndolas de la opsonizacion a su vez inhibe la quimiotaxis de neutrofilos y

provoca la degranulacion de células fagociticas ocasionando necrosis y trombosis
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en vasos linfaticos favoreciendo la supervivencia del microorganismo (Valdivia.,
2015).

Lo acidos micolicos constituyen una cubierta lipidica, con caracteristicas de cera,
en la superficie de la pared celular. Esta cubierta tiene propiedades citotoxicas
bien descritas, que juegan un rol de importancia en la patogenia (Belchior et al.,
2006).

Ademas, el acido micolico induce cambios degenerativos y muerte de leucocitos
(Carne et al., 1956). Sin embargo, y a diferencia del efecto letal de la inoculacion
de moléculas similares extraidas de las micobacterias, el efecto citotoxico del
acido micdlico de C. pseudotuberculosis se limita al lugar de la inoculacién
(Valdivia., 2015).

En infecciones naturales, la capa de acidos micélicos proporciona al organismo
una proteccibn mecanica y posiblemente bioquimica, contra las enzimas
hidroliticas presentes en los lisosomas. A su vez, esto permite a la bacteria resistir
la fagocitosis y permanecer en el hospedador como un parasito intracelular
facultativo (Williamson., 2001).

Esta capacidad es probable que sea esencial para la diseminacion del organismo
desde la entrada inicial. Ademas, la naturaleza téxica del acido micdélico parece
contribuir a la formacion de abscesos. En infecciones experimentales en ratones,
se demostro la relacién directa entre la cantidad de lipidos de la pared celular de
diferentes cepas de C. pseudotuberculosis con la capacidad para producir

abscedacion cronica (Valdivia., 2015).
Los pasos de la infeccion se han clasificado en las siguientes fases:

Fase inicial (1-4 dias), caracterizado por el reclutamiento de neutréfilos en el sitio

de inoculacién y el drenaje de los nddulos linfaticos;

Fase de amplificacion (5-10 dias), caracterizado por el desarrollo de

piogranuloma,
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Fase de estabilizacion, que se caracteriza por la maduracion y la persistencia del

piogranuloma (Lopes et al., 2012).

C. pseudotuberculosis ingresa por abrasiones o heridas superficiales en la piel,
donde son fagocitados por macrofagos que migran al sitio de infeccion; en la
mayoria de los casos la infeccién es controlada en esta etapa. Si esto no ocurre,
las bacterias se diseminan a los nédulos linfaticos subcutaneos o submucosos
locales (Ruiz et al., 2007).

C. pseudotuberculosis también ha sido aislado a partir de traquea de ovejas con
abscesos pulmonares, confirmando que, efectivamente, se produce la descarga
de las lesiones pulmonares hacia las vias respiratorias altas pudiéndose crear
aerosoles con material infeccioso. En condiciones de estrecho contacto y flujo de
aire reducido, como en un cobertizo cubierto, el aerosol producido podria ser
capaz de infectar a un gran numero de animales en un corto periodo de tiempo
(Valdivia., 2015).

La habilidad de C. pseudotuberculosis de sobrevivir dentro de este nicho
intracelular esta relacionada con la composicién lipidica de su pared celular,
esencialmente acidos corynomicélicos, existiendo una correlacién positiva entre el
contenido de estos lipidos y la habilidad de producir lesiones en nddulos linfoides
popliteos de oveja. Los lipidos de la pared celular constituyen un factor piogénico,
relacionado con la infiltracion masiva con leucocitos polimorfonucleares, que
transportan las bacterias a los nddulos linfaticos, y con el efecto citotoxico que

destruye a los fagocitos (Aleman y Spier., 2001).

Cuando la bacteria esta dentro de la célula la exotoxina fosfolipasa D produce la
degeneracion y destruccion de esta. Al mismo tiempo la bacteria invade otras
células, principalmente macréfagos que es el medio por el cual se disemina en el
organismo. Sus lipidos de pared celular le confieren resistencia a las enzimas
hidroliticas de las células fagociticas, permitiendo su supervivencia y proliferaciéon

en el ambiente intracelular (Dorella et al., 2006).
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Las exotoxinas fosfolipasa D y esfingomielinasa hidrolizan, respectivamente,
lisofosfatidilcolina y esfingomielina de las membranas de células endoteliales de
vasos sanguineos y linfaticos. La desestabilizacion de las membranas provoca la
lisis celular, incrementando la permeabilidad vascular, con la consecuente
formacion de edemas y facilitando la colonizacion y diseminacion regional y

sistémica en el hospedero (Peel, et al., 1997; Aleman y Spier., 2001).

Los anticuerpos frente a la toxina comienzan a detectarse a partir de la cuarta
semana postinfeccion alcanzando un pico maximo en la decimoséptima semana y

perdurando por lo menos veintisiete semanas (Estevao., 2006).

Como resultado del crecimiento bacteriano incontrolado dentro de los macréfagos,
el hospedero intenta restringir y limitar la infeccién a través de la formacién de
piogranulomas, que se caracterizan por la encapsulacion de las células infectadas
con C. pseudotuberculosis. La formacion de piogranulomas depende de la
inmunidad adaptativa, que es un proceso complejo en el caso de la infeccién por
C. pseudotuberculosis, que implica tanto la respuesta inmune humoral y celular
(Paule, et al., 2003).

Una vez desarrollado el absceso, parte de las bacterias de su interior entran a los
capilares y forman colonias que ocluyen y trombosan los vasos produciendo
isquemia localizada, que junto a las toxinas producidas por C. pseudotuberculosis,
destruyen células de la parte sana del absceso, adicionandose una nueva capa a
la masa necrotica. Si se produce la salida de bacterias del absceso, se produce la
diseminacibn de C. pseudotuberculosis a través de los vasos linfaticos,
penetrando en otros ganglios y eventualmente en vasos sanguineos, pudiendo
llegar a diferentes 6rganos donde se reproduce la formacion de abscesos. A su
vez, el tejido conectivo de los abscesos puede romperse liberandose liquido
purulento (Valdivia., 2015).
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Fig 6. Patogenia de Corynebacterium pseudotuberculosis
Basado en: Dorella, et al. (2006).

Debe sospecharse de la enfermedad en animales con emaciacién progresiva y/o
cuando se presenta el agrandamiento de los ganglios explorables “ya que es una
caracteristica clinica”. La presentacidn en cabras, es mayoritariamente en la
region de la cabeza y cuello (linfonodos maxilares, parotideos y retrofaringeo), con
menor frecuencia los linfonodos preescapulares y popliteos, dependiendo del
punto a través del cual ingreso Corynebacterium pseudotuberculosis (Fig 7 y Fig
8). También puede ser afectada la ubre y linfonodos asociados y puede producir la

excrecion de Corynebacterium pseudotuberculosis en la leche (Martin., 2002).

La prevalencia de LCA en ovejas aumenta con la edad y alcanza su incidencia
maxima en adultos (la morbilidad en los rebafios de ovejas adultas puede
ascender hasta el 70%). La forma visceral se observa en algo mas del 50% de las
ovejas afectadas, siendo los linfonodos mediastinicos, bronquiales y pulmonares
los mas afectados, mientras que el higado, el rifién, el bazo y los linfonodos

mesentéricos aparecen menos afectados (Martin., 2002).
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Se ha observado mayor prevalencia en animales del grupo de edad de 1 a 2 afios
(47,36%), seguidos por los animales del grupo de edad de méas de 2 afios
(18,69%) y por ultimo de la edad Grupo menor de 1 afio (3,07%) (Magdy et al.,
2009)

Fig. 7 Localizacion predominante de linfonodulos afectados en Linfadenitis

caseosa: submandibular, parotideo, retrofaringeo (Aguilera., 2007).
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Fig. 8 Localizacion de linfonodos afectados en Linfadenitis caseosa. a)
parotideo b) retrofaringeo c¢) submandibular d) preescapular e) sub-iliaco f)

popliteo (Dorella et al., 2012)
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5.- TRANSMISION

La infeccion se inicia con el ingreso de la bacteria a través de lesiones generadas
en el manejo de los ovinos, como la esquila y en menor medida cortes de cola,
marcaje Yy castraciones (Cheuquepan., 2008). EI potencial de C.
pseudotuberculosis de sobrevivir durante varias semanas en el medio ambiente
contribuye a su capacidad de propagarse dentro de un rebafio (Augustine et al.,
1986). Transmision entre las ovejas o cabras se produce principalmente a través
de la contaminacién de heridas superficiales o abrasiones (Aleman y Spier., 2001)
La tos de las ovejas y cabras infectadas por esta bacteria puede estar en contacto
con cortes en la piel de otras ovejas, o que constituye otro medio de transmision
(Williamson., 2001).

La presencia de la enfermedad esta intimamente ligada a las practicas de manejo
realizadas sin prevencion higiénica. No hay factores de raza ni sexo que aumenten
o limiten su presentacién. La edad esta ligada a la frecuencia mayor de
situaciones de riesgo a que son sometidos los adultos (mayor niumero de esquila,
marcas etc.). Es raro encontrar corderos afectados incluso en areas altamente
infectadas (Pinochet., 1992).

El agente se difunde al medio por descargas purulentas provenientes de abscesos
abiertos sean cutaneos o pulmonares o de lesiones varias. Este persistira en el
terreno generalmente por tiempos prolongados, dependiendo ello de la carga de
gérmenes eliminados, de la humedad ambiental, del terreno y de la temperatura.
La infeccion de nuevos animales, estard también relacionada con el grado de
infeccién del medio y con la concentracion de animales en esa area (Pinochet,
1992). La pared de la célula bacteriana tiene un alto contenido en lipidos, lo que
impide la digestién por parte de enzimas celulares, tiene un efecto necrotizante
(factor pidgeno) y su alto contenido en lipidos le permite sobrevivir hasta 20
semanas en el derrame de pus que se produce durante la esquila. Una vez en el
medio también la supervivencia es alta tanto en superficies de madera, en la paja

como en el heno: una, tres y ocho semanas, respectivamente (Villalonga, 2013).
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6.- RESPUESTA INMUNOLOGICA EN EL HOSPEDERO

La fosfolipasa D inhibe la quimiotaxis de los neutrofilos y la degranulacion de
células fagociticas, y activa el complemento por la via alternativa, ocasionando
necrosis y trombosis de vasos linfaticos y favorece la supervivencia y

multiplicacion del microorganismo (Aleman y Spier., 2001).

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 que expresan moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1l (MHC) en su superficie, en las
paredes del absceso y rodeando el parénquima pulmonar. Los linfocitos T fueron
prominentes en las mismas areas dentro de las lesiones de origen natural, con
una proporcion de 3.5:1 de células T CD4 y T CD8. Los linfocitos B y granulocitos

comprendian una porcién menor en los infiltrados celulares (Ellis., 1988).

Mediante métodos histoquimicos se ha descrito la union entre fagosomas y
lisosomas, pero el patdgeno resiste el ataque enzimatico permitiendo la
permanencia en el interior celular como parésito intracelular facultativo (Valdivia,
2015). La resistencia a la infeccién por C. pseudotuberculosis es un proceso
complejo que implica componentes tanto de la respuesta del hospedero no
especifica y especifica, en el que tanto la respuesta inmune humoral y celular son
activas (Batey., 1986; El-Enbaawy, et al., 2005).

La importancia de los mecanismos humorales se ha demostrado mediante la
evaluacion de numerosos ensayos de vacunas comerciales y experimentales, que
incluyen preparaciones a base de sobrenadante inactivado de cultivo celular o
toxoides (Stanford., et al., 1998; Eggleton., et al., 1991), fracciones bacterianas de
pared celular (Braga, et al., 2007; Brogden, et al., 1984), bacterias atenuados y
muertas (Simmons, et al., 1998), exotoxinas y sus subunidades (Hodgson, et al.,

1999) o patogenos modificados genéticamente (De Rose, et al., 2002).

Se han hecho avances respecto a la inmunoprofilaxis, y el uso de estas

preparaciones reduce el numero y tamafio de los granulomas en los animales

19



expuestos. Sin embargo, para controlar adecuadamente la infeccion, debe
mejorarse la activacion de los macrofagos; de hecho, muchos investigadores se
centran actualmente en respuesta por IFN-y. Los estudios sugieren que la
inmunidad mediada por células podria desempefiar un papel mas importante que
la inmunidad humoral en la resistencia a la infeccibn por Corynebacterium

pseudotuberculosis (Irwin y Knight., 1975).
7.- DIAGNOSTICO
7.1 CLIINICO

El diagndstico clinico epidemioldgico y patolégico proporciona una concepcion
presuntiva de la LCA pero no constituyen por si mismas un método asertivo que
permita establecer la causa especifica de esta enfermedad ni logra diferenciarla de
otras que con ella se confunden. Se hace preciso en todos los casos el
diagnéstico  especifico, microbiolégico e inmunoldgico. Su diagndstico
generalmente se basa en la exploracion por palpacion minuciosa de los linfonodos
superficiales, pero esto tiene poco valor en la deteccion de las lesiones tempranas
y en los casos en los que la enfermedad presenta su forma visceral, detectandose
casi siempre la enfermedad a nivel de rastro con la presencia de linfonodos

voluminosos con exudado purulento y caseoso (Urquiza., 2006).

Para la realizacion de un diagnostico de la enfermedad es importante realizar el
examen externo general del animal afectado, en este caso también es importante
considerar la anamnesis. La forma mas sencilla de diagnosticar la presencia de
LCA en un rebafio, es el examen postmortem, donde las lesiones tipicas hacen

innecesario recurrir a otros examenes (Pinochet., 1992).

El diagndstico presuntivo de la infeccion por C. pseudotuberculosis en vivo, se
basa en la palpacion de ganglios superficiales aumentados de tamafio, las
caracteristicas macroscopicas de los exudados, signos clinicos como fiebre o
pérdida de peso, y datos epidemioldégicos como la prevalencia local, la edad del
ovino (Estevao et al.,, 2006). El uso de radiografias y ultrasonido ayudan en la

identificacion de abscesos en 6rganos y nodulos linfaticos internos. La mayoria de
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las veces los abscesos internos son identificados en el estudio post mortem o al

sacrificio del animal (Zeru y Kahsay., 2014).

El diagndstico de la infeccion se realiza principalmente con un examen clinico de
las lesiones y la identificacion de Corynebacterium pseudotuberculosis mediante

pruebas fenotipicas y bioquimicas (Cheuquepan et al., 2008).

7.2 Histolbgico

El andlisis histopatoldgico de las muestras, se observa en general un centro
amorfo y eosinéfilo de necrosis rodeado por una delgada capa de linfocitos,
células plasmaticas, algunas células epitelioides y neutrdfilos, bordeado por una
red de fibroblastos (Leon, et al.,2002).

En nodulos linfaticos microscopicamente se ha registrado la presencia de
granuloma caseosos con necrosis y centro eosinifilico, edema e hiperplasia de
foliculos linfoides rodeados de tejido fibroso formando un laminado concéntrico
(Leoncio et al., 2016)

7.3 Bacterioldgico

El diagnostico se establece a través del cultivo del microorganismo a partir de
abscesos obtenidos por necropsia o procedimientos quirdrgicos (Aleman y Spier
2001; Leodn et al., 2002). El analisis bacterioldgico incluye microscopia y cultivo de
las muestras. Las coloraciones microscépicas incluyen Gram y Ziehl Neelsen para
realizar el diagnostico diferencial con infecciones producidas por bacilos acido
alcohol resistentes. En el Gram, se pueden reconocer formas cocobacilares
positivas en masa. La cepa desarrolla en agar sangre en 48 horas predominando
el desarrollo de colonias pequeiias, blancas, secas y rodeadas de una 3 hemdlisis
tenue, correspondientes a bacilos cortos positivos, algunos agrupados en
empalizada (Chirino et al., 2005). El ensayo de hemodlisis sinérgica frente a

Rhodococcus equi e inhibicibn de la B hemolisina del Staphylococcus aureus,
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ambas pruebas positivas, ponen en evidencia la produccion de exotoxinas de

Corynebacterium pseudotuberculosis (Songer et al., 1988).

Se han evaluado sistemas comerciales para la identificacion de corynebacterias
como el sistema APl CORYNE identification system (Biomerieux, France); estos
sistemas incluyen test enzimaticos y de fermentacion de azucares. Los métodos
rapidos ayudan en la identificacion pero no superan la precisién de los métodos
microbiolégicos convencionales, debido a que requieren de pruebas adicionales
para arribar a la identificacion final (Hommez, et al., 1999;). El sistema API
CORYNE posibilita la prueba de reduccion de nitratos a nitritos para diferenciar los
biotipos de C. pseudotuberculosis biovar ovis y equi (Leardini et al., 2002; Vay y
Almuzara., 2002).

7.4 Seroldgico

En la mayoria de los casos clinicos el diagndstico directo es inviable, salvo que se
proceda a la necropsia del animal. Por lo que el diagndstico serolégico es de alta
importancia en animales infectados subclinicamente, ya que presentan una fuente

potencial de infeccion para cabras u ovejas sanas (Urquiza., 2006).

Se han descrito diversas pruebas serolégicas para el diagndstico de la LCA pero
estas tienen el inconveniente de una baja eficiencia diagnostica y de ser incapaces
de discriminar entre animales previamente expuestos de aquellos que mantienen

el estado de portador (Pacheco et al., 2007).

7.4.1 Prueba de ELISA

En los procedimiento de ELISA se emplean diferentes soportes antigénicos como
antigenos bacterianos de pared celular, exotoxina y exotoxina recombinante,

utilizandose para detectar infecciones en ovinos (Kaba et al., 2001).

Un ELISA sandwich usada para detectar anticuerpos frente a los antigenos de la

pared celular o de la toxina de C. pseudotuberculosis, con una especificidad de 98
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*+ 1% en cabras y 99 + 1% en ovejas y una sensibilidad del 94 + 3% en cabras y
79 + 5% en ovejas, a resultado de enorme utilidad en los programas de control y
erradicacion de la LCA (Cubero et al., 2002).

En una prueba para detectar una respuesta hacia interferon gamma (IFN-x) en
animales infectados experimentalmente con Corynebacterium pseudotuberculosis
utilizando sangre completa, usando una prueba comercial de ELISA para IFN-x
bovino, se encontro una confiabilidad del 95.7% la cual parece ser una prueba
prometedora para el diagndstico de linfadenitis caseosa (Urquiza., 2006).

En un estudio experimental para desarrollar una prueba de ELISA indirecto para
deteccion de anticuerpos en modelo ovino, la prueba fue confirmada con un 98 %
de sensibilidad y un 100% de especificidad (Solanet et al., 2011).

La prueba de ELISA tiene un campo muy amplio en la investigacion, el diagndstico
y en la terapéutica médica. Por lo que en la actualidad esta técnica es la mas
utilizada y la méas confiable de todas las pruebas inmunolégicas anteriormente
referidas para el diagnostico de LCA. Comercialmente hay disponibles métodos de
ELISA, que pueden determinar infecciones subclinicas entre 30 a 60 dias
postinfeccion. Los mismos mostraron una especificidad y sensibilidad del 85%. En
general, como desventaja, los métodos seroldgicos pueden presentar resultados
falsos positivos debido a similitudes antigénicas entre diferentes especies de
corinebacterias y en animales vacunados contra la enfermedad (Aleman and
Spier., 2001; Cetinkaya et al., 2002).

7.4.2 Otras técnicas seroldgicas

Se ha usado la prueba de microaglutinacion para la deteccién de anticuerpos en
animales infectados naturalmente (Menzies y Muckle., 1989). La sensibilidad de
esta prueba mostrd ser relativamente satisfactoria; sin embargo, la especificidad

tuvo una baja respuesta (Cubero, et al., 2002).
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La técnica de inmunodifusion doble, probd ser un método econdmico y practico
para utilizarlo en sueros de animales infectados y cuyos resultados se obtienen

dentro de las 24 hrs. posteriores a la realizacion de la prueba (Burrel., 1980).

La prueba de IHS (Inhibicién de la Hemolisis Sinérgica) mide la respuesta de 1gG a
la exotoxina en el suero del paciente; la prueba detecta la dilucion mayor que
puede prevenir la hemdlisis de Rodococus equi cuando se utilizan glébulos rojos
sensibilizados con exotoxina de R equi (Aleman y Spier., 2001; Ruiz, et al., 1995).
La reaccion es interpretada a las 24 horas. Titulos de anticuerpos en suero
equivalentes a 1:128 indican exposicion y titulos 1:512 o mayores indican
presencia de infeccion. El test IHS, ha sido utilizado en ovinos y caprinos para
monitorear la prevalencia y exposicibn de animales y detectar infecciones
subclinicas. El test tiene una sensibilidad del 98% para cabras y 96% para ovinos
(Aleman y Spier., 2001; Brown y Olander., 1987). Esta prueba es detectable hasta
los 15 a 17dias de la infeccion (Cubero et al., 2002).

7.5 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Las técnicas de biologia molecular como la secuenciacion del 16S rDNA vy la
técnica de la PCR han perfeccionado el diagnéstico de la enfermedad, al ser
técnicas muy sensibles y especificas, pero mas caras que las anteriormente
descritas, si bien la diferenciacion entre C. pseudotuberculois y C. ulcerans puede
ofrecer reacciones cruzadas, al ser dos especies genéticamente muy
relacionadas, por lo que hay que recurrir a PCR mdltiplex en la correcta
diferenciacion entre estas dos especies del Género Corynebacterium (Valdivia.,
2015).

Existen estudios que han reportado la utilidad del PCR para el diagndéstico rapido
de C. pseudotuberculosis en estudios obtenidos directamente desde muestras de
abscesos. Entre las secuencias utilizadas se encuentra la subunidad 16S del RNA
ribosomal para el diagnostico de la bacteria en caprinos y ovinos (Cetinkaya et al.,
2002) pero tiene el inconveniente de ser incapaz de discriminar entre

Corynebacterium pseudotuberculosis y Corynebacterium ulcerans ya que el 16S
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DNA es un gen altamente conservado entre especies de un género (Khamis et al.,
2005).

Pacheco et al (2007) reportaron el uso de uso de un ensayo de PCR multiple para
la deteccién de C. pseudotuberculosis desde cultivos puros y desde muestras
clinicas. Como blancos de amplificacion incluyeron las secuencias 16S rDNA, pld
y rpoB que codifica la exotoxina PLD, una esfingomielinasa implicada en la
virulencia de C. pseudotuberculosis y C. ulcerans obteniendo un método de alta

sensibilidad, reproductibilidad y eficacia en el diagndstico de la bacteria.

Se reporta una técnica de PCR denominada PCR en tiempo real, aplicando
sondas TagMan, la cual logra una mejor estandarizacién, cuantificacion,
automatizacion y miniaturizacion, logrando una reduccién de tiempo y costo en el
diagnéstico, tiene las ventajas de requerir cantidades muy pequefias de ADN, no
requiere soporte (como los genes de agarosa) minimizando los riesgos de
manipular sustancias cancerigenas, se obtiene el resultado de forma directa desde
el tubo con lo que se evitan riesgos de contaminacion de laboratorio y/o de las
muestras con productos postamplificacion que era uno de los problemas de falsos

positivos que podian obtenerse en el PCR convencional (Llambi et al., 2006).
7.6 Diagnostico Diferencial

La LCA por C. pseudotuberculosis debe diferenciarse de otras patologias que se
manifiestan con absceso de caracteristicas similares como: Staphylococus aureus,
Streptococus sp, Actinomyces, Mycobacterium tuberculosis y paratuberculosis,
traumatismo, cuerpos extrafios, reacciones de sensibilidad a inyectables y tumores
(Aleman y Spier., 2001; Ledn, et al., 2002).

Se han encontrado una serie de agentes infecciosos asociados con C.
psudotuberculosis destacando la presencia de Staphylococus y bacterias Gram

negativas no identificadas (Abreu et al., 2008)
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8.- TRATAMIENTO

El C. Pseudotuberculosis es sensible a diversos antibidticos in Vitro. Sin embargo,
el tratamiento en campo tiene un valor limitado debido a que el microorganismo
esta protegido por su localizacion intracelular y por la cdpsula de los abscesos. Se
debe realizar el tratamiento de los abscesos maduros para evitar que se disemine

la bacteria. El procedimiento de tratamiento de los abscesos es el siguiente:
* Aislar al animal infectado.

* Drenar los abscesos (usar guantes) asegurandose de colectar todo el material

infeccioso y quemarlo.
* Aplicar yodo al 7% en los abscesos.

* Mantener a los animales aislados, drenar y desinfectar con yodo cada dos o tres

dias hasta que el absceso cicatrice.

* No se debe dejar que un absceso madure y drene por si solo.
(Wenger., 2002)

9.- IMPORTANCIA ECONOMICA

La LAC visceral ha sido considera una de las mayores causas de dafio econéomico
en el “sindrome de la oveja delgada” en USA (Brown y Olander., 1987).No causa
pérdidas por mortandad pero si pérdidas econdmicas por disminucion en la
productividad de carne y lana. Es también una causa importante de confiscacion

de canales para consumo humano y depreciacion de pieles (Martin., 2002).

El tipo visceral de la enfermedad, causa enflaquecimiento y pérdida del estado
general, que es progresivo y se traduce en la disminucion de la produccién de
lana, carne y leche. En las hembras provoca desérdenes reproductivos con un
menor porcentaje de prefiez en el rebafio y en los machos rechazo de carneros en
la revision previa al servicio (Williamson, 2001). Aumenta la posibilidad de padecer

otro tipo de enfermedades debido a la inmunodepresion local principalmente a
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nivel pulmonar y de nédulos linfoides mediastinicos lesionados (Brown y Olander
1987). El dafio a la ganaderia ovina es importante al producir pérdidas de
rendimiento en el rebafio con menor peso de vellon, menor ganancia de peso y

decomiso de las visceras afectadas (Villalonga., 2013).

En Chile el Servicio Agricola y Ganadero en su Boletin de Vigilancia
Epidemiologica en 1996 indico que los decomisos por linfadenitis caseosa fueron
del 1% registrdndose decomisos solo en la regién de Magallanes, y en 1997 la
LCA fue el 14.3% del total de decomisos (Tadich et al., 2005).

Es considerada una de las enfermedades mas importantes, desde el punto de
vista economico, que afecta ovejas y cabras en paises como USA, Canada y
Australia (Burrel, 1980; Paton et al.,, 1994; Stanford et al., 1998), habiéndose
comunicado para Australia una pérdida en la produccién de lana de 17 millones de
dolares (Paton et al., 1994).

En 1977 se plantea que la LCA produjo pérdidas de 2 millones de délares en la
industria ovina de Australia del Oeste. Las pérdidas econdmicas son variadas pero
mal evaluadas por el hecho que no provoca alta mortalidad ni sintomas clinicos

aparatosos (Ruiz et al., 2008).

En Espafia en ovejas de desvieje con ausencia de signos clinicos, observando tan
s6lo adelgazamiento en alguna ocasion, es un hallazgo de matadero bastante
frecuente. Algunos estudios cifran en 11,02% el nimero de ovinos afectados en la
inspeccion post mortem en matadero, siendo el pulmén el 6rgano mas afectado
(Villalonga., 2013).

10.- ZOONOSIS

El primer informe de Linfadenitis humana a causa de C. pseudotuberculosis data
del aflo 1966 en un hombre de origen panameio de 37 afos, cazador y jardinero
(Estevao., 2009).

Los casos clinicos se atribuyen principalmente a personas inmunodeprimidas

expuestas al agente, que se considera patdgeno oportunista. La infeccion en
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humano tiende a ser cronica, observandose generalmente una linfoadenitis
granulomatosa supurativa, que afecta linfonodos axilares, inguinales o cervicales.
También se describen cuadros atipicos con reportes de neumonia eosinofilica e
infeccion ocular (Rios., 2010). Actualmente la infeccion por C. pseudotuberculosis
ha sido reconocida como una enfermedad zoondtica emergente. En general, las
infecciones en humanos son raras y usualmente se presentan como LAC

adquirida por exposicion ocupacional (Estevao et al., 2006).

La prevalencia de la enfermedad humana causada por C. pseudotuberculosis es
probablemente subestimada, ya que s6lo 33 casos han sido reportados durante un
periodo desde 1966 a 2003 (Romanenko et al., 2003). Los casos de Linfadenitis
Humana ocurren en forma esporadica en zonas rurales, la transmision es
mayormente a través de lesiones cutaneas o piel intacta ya sea por contacto
directo con ovejas y cabras y/o con carne contaminada. El tratamiento basado
exclusivamente en antibidticos se mostro insuficiente, en todos los casos el
desbridamiento y/o drenaje quirdrgico fue esencial para el control de la infeccion
(Estevao et al., 2009).

11.- CONTROL

No existe un método adecuado para controlar y manejar adecuadamente la
enfermedad en los rebafios de cabras u ovejas. Si una oveja o cabra contrae LCA
se debe eliminar ese animal del rebafio. Una vez que se ha instaurado LCA en un
rebafio, el control es laborioso y dificil. Las medidas necesarias para la prevencion

y control de la enfermedad son:

* Identificacidn precoz y aislamiento de los animales afectados.
» Cambiar el manejo y mejorar la higiene de instalaciones.

* Controlar los insectos.

* Rotacion periddica de las zonas de pastoreo.
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» Separar a las crias de sus madres después del parto y alimentarlas con calostro

y leche de vaca.

* Manejar a las crias en un rebafio independiente con la finalidad de disponer de

animales de reposicién seronegativos.

También se debe de desinfectar las instalaciones y todos los instrumentos para

corte de cola, marcar orejas, esquilar, etc. (Cubero, 2002).

12.- BIOLOGICOS USADOS PARA EL CONTROL DE Corynebacterium

pseudotuberculosis

Existen diversos tipos de vacunas utilizadas para la inmunizacién contra
Linfadenitis Caseosa, reportdndose diferentes resultados (Cuadro 1) en cada uno
de los biologicos elaborados. Las campafias de vacunacién implementadas en
paises, como Australia, incluyen en ovinos una primera vacunacion del animal a
los 8 y a las 12 semanas de vida y la administracion anual de una dosis. En cabras
se recomienda para mantener una inmunidad efectiva repetir la administracion

cada 6 meses (Estevao et al., 2006).
12.1 VACUNAS EXPERIMENTALES.
12.1.1 Vacunas muertas o inactivadas

Un estudio de investigacion de la inmunizacion de ovejas con un aislado virulento
de C. pseudotuberculosis inactivado por formaldehido y con adyuvante de
hidréxido de aluminio dio lugar a una proteccién estadisticamente significativa
contra el desafio de cepa homologa, con la prevencion de la propagacion de la

infeccion mas alla del sitio de inoculacion (Windsor., 2011).

C. pseudotuberculosis inactivada puede imitar la infeccion primaria, la promocion
de inmunoproteccién sin causar enfermedad. Algunos estudios han utilizado una
combinacion de bacterinas y toxoides. Un producto compuesto de bacterina
inactivada de Corynebacterium pseudotuberculosis y una bacterina inactivada

mas PLD inactivado por formaldehido fue probado en ensayos de campo, y los
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resultados serologicos demostro la presencia de anticuerpos contra PLD, asi como
contra antigenos celulares de C. pseudotuberculosis. Se observdé un aumento
significativo progresivo en respuesta humoral en la octava semana, pero los titulos
de anticuerpos disminuyo en la trigésimo segunda semana. Después del desafio,
el namero de granulomas fue significativamente menor en los animales vacunados
en comparacién con los controles, lo que apoya el uso de una vacuna que
combina exotoxina con antigenos somaticos. Sin embargo, la proteccion inmune
todavia no era adecuada (Piontkowski MD, Shivvers DW., 1998).

12.1.2 Vacunas viva atenuada

Para mejorar los resultados de los modelos de vacunas basadas en cepas vivas,
los investigadores modificaron genéticamente una cepa mutante de C.
pseudotuberculosis en el que el gen de la PLD se eliminé por mutagénesis,
llamada «Toxminus". Cuando se inocula en ovejas, este mutacion era menos
virulenta, sin causar granulomas locales (108 CFU / dosis). Con una dosis de
1.010 UFC de mutante Toxminus, se observaron pequefios granulomas en
nodulos linfaticos de drenaje, y la bacteria mutante fue aislada en s6lo uno de
estos granulomas. Estos resultados confirmaron que PLD es esencial para la
supervivencia de C. pseudotuberculosis in vivo. Las respuestas humorales y
celulares a este mutante se evaluaron y se encontré que eran menos severas que
las inducidas por cepas de tipo salvaje. Cuando los animales vacunados con
Toxminus fueron desafiados con una cepa de tipo salvaje (107 CFU), el nimero
de granulomas y su extensién eran mucho mas pequefios en comparacion con los
animales control. Por lo tanto, la cepa Toxminus que codifica un PLD modificado

genéticamente no es toxico y confiere inmunoproteccion (Hodgson, et al., 1992).

En los ensayos de vacunacion, todas las ovejas inmunizadas mostraron evidencia
de bajos titulos de anticuerpos para PLD; Sin embargo, después del desafio, los
titulos aumentaron significativamente, lo que indica que los animales habian sido
sensibilizados por la vacuna. El inconveniente fue la tasa de proteccién de los

animales inmunizados era solo el 44% (Hodgson ALM, et al., 1999).
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En otros estudios, el grupo Toxminus desarrollé6 un nuevo mutante, Toxminus con
un gen adicional que codifica una forma inactiva del PLD. Esta forma inactiva se
obtuvo mediante la sustitucién de una histidina para una tirosina en el sitio activo
de la enzima. Animales oralmente vacunados con este mutante fueron protegidos
al 100% contra una cepa de tipo salvaje. Estos resultados confirman la
importancia de la PLD como un antigeno protector y demostraron tanto el
potencial para el desarrollo de una vacuna oral contra C. pseudotuberculosis
(Hongson, et al., 1990).

12.1.3 Vacunas con subunidades antigénicas

Modelos de vacuna de subunidad también se han desarrollado en un intento de
mejorar la respuesta inmunolégica especifica y promover mayores tasas de
proteccion. La proteina CP40 antigeno de C. pseudotuberculosis fue identificado
por una estrategia que emplea células secretoras de anticuerpos derivados
localmente (ASC). Ovejas vacunadas dos veces con 100 g por dosis de CP40 en
adyuvante de hidroxido de aluminio fueron protegidas contra la infecciéon con C.
pseudotuberculosis, con una reduccion del 82% en el nUmero de ovejas infectadas
y una reduccion de 98% en las lesiones pulmonares, lo que sugiere que el
antigeno de 40 kDa desempefia un papel importante en la inmunidad a
Linfadenitis Caseosa (Walker J. et al., 1994).

12.1.4 Vacunas recombinantes

C. pseudotuberculosis Toxminus (mutante PLD) se ha utilizado como un vector
vivo para la bacteria para entregar proteinas antigénicas heterdlogas (Reboucas et
al., 2011). Cinco genes heterdlogos (el gen que codifica para el antigeno de
Mycobacterium leprae 18-kDa, gen 45W Taenia ovis, Babesia bovis 11C5
antigeno, gen que codifica la Dichelobacter nodosus madura basicaproteasa
(bprV) y Anaplasma marginale ApH antigeno), ademas de un analogo
genéticamente inactivado de PLD, se utilizaron para la construccion de plasmidos
que expresan genes fordneos en la cepa Toxminus. Tres proteinas suscitarén

respuestas de anticuerpos especificos en ovinos experimentalmente vacunados.
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Aunqgue los animales no estaban totalmente protegidos, esta vacuna recombinante
fue capaz de provocar una respuesta inmune humoral, y puede ser capaz de
entregar con éxito un antigeno extrafio; los inmundégenos no impidieron
completamente la enfermedad, pero la evolucion clinica fue mas suave, con
nameros significativamente mas bajos de granulomas en los animales
inmunizados en comparacion con animales de control no vacunados (Windsor.,
2011).

Otro estudio utilizé un antigeno de la pared celular de C. pseudotuberculosis con
dipéptido muramilo como un adyuvante y se observd una reduccién en
piogranulomas (Braga, 2007). En otro estudio se ha sido probado la proteina de
choque térmico Hsp60 de C. pseudotuberculosis como un candidato a vacuna
contra la LAC. La inmunizacion se realizé en ratones con Hsp60 recombinante
(rHsp60) que se expreso en E. coli purificado e indujo una respuesta de I1gG anti-
Hsp60 significativa, con una mayor produccion de IgGl en lugar de IgG2a.
Ademas de una respuesta inmune que se caracterizd por una produccion elevada
de IFN-y e IL-10, mientras que la IL-4 las concentraciones no aumentaron
significativamente. Sin embargo, la administracion subcutanea de rHsp60 no
indujo una protecciobn eficaz contra la infeccion intraperitoneal con C.
pseudotuberculosis (Pinho JMR et al., 2009).

12.1.5 Vacunas de ADN

Estas consisten en unos pequefios anillos de ADN llamados plasmidos en los que
se introduce tan solo la pequefa fraccion del material genético del patdgeno
contra el que se pretende inmunizar (los genes que codifican la producciéon de uno
o varios de sus antigenos). Las vacunas de ADN han tenido menos éxito en la
inmunizacion del ganado que las convencionales vacunas contra el LCA, con
respuestas inmunes deébiles y de corta duracion después desafio y
concentraciones de anticuerpos no significativamente mas altos que los de los

animales vacunado (Windsor, 2011).
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12.2 Vacunas Comerciales

La mayoria de las vacunas comerciales actualmente disponibles para LCA se
combinan con vacunas contra otros agentes patdgenos y estan disponibles en

diversas regiones del mundo.
12.2.1 Vacuna de fracciones antigénicas referencia

En Espafa existe la vacuna Biodectin producida por los laboratorios Zoetis, segun
informacion de la Agencia Espafola de medicamentos y productos sanitarios,
contiene 0.05 U ELISA/mI y utiliza hidréxido de aluminio como adyuvante (2
mg/ml), Biodectin es un producto para ganado ovino que consiste en una
combinacion fija de seis fracciones antigénicas (4 toxoides y dos anacultivos) y un
endectocida (moxidectina) como desparasitante, se recomienda la revacunaciéon
anual y en el caso de ovejas gestantes se recomienda realizar la revacunaciéon de
4 a 6 semanas antes de la fecha supuesta del parto, con el fin de lograr tanto una
transferencia 6ptima de los anticuerpos calostrales como para evitar la infestacion
parasitaria de los corderos (AEMPS, 2013).

12.2.2 Vacuna de toxoide

En Estados Unidos se producen vacunas comerciales contra Linfadenitis caseosa.
La vacuna GlanvaCTM6 (CSL Limited, New Zealand) producida por el Colorado
Serum Company, es una vacuna multicomponente que incluye antigenos
ultrafiltrados de C. pseudotuberculosis, Clostridium perfringens tipo D, Clostridium
tetani, Clostridium novytipo B, Clostridium septicum y Clostridium chauvoei. Estas
vacunas se basan en fosfolipasa D inactivada (PLD) y se denominan vacunas de
toxoide. (Paton et al.,1994), en un andlisis de la eficacia de una vacuna combinada
contra el toxoide LAC, informaron de una reduccién en el nimero y tamafio de los
abscesos pulmonares LAC y una disminucion en la propagacion de esta
enfermedad en el rebafio. Dosis y administracion se inyecta 1 ml por via
subcutanea en el lado del cuello justo detras y por debajo de la base de la oreja.
En los animales no vacunados previamente de todas las edades, se da una dosis

de 1 mly se repite 4 semanas mas tarde. Dar a todos los animales dosis de
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refuerzo anual para controlar linfadenitis caseosa. La proteccion ofrecida por las
vacunas comerciales Glanvac 3 y 6 es de aproximadamente 65% (Dorella et al.,
2009)

12.2.3 Vacuna viva atenuada

Vacuna producida por USDA (Nacional Animal Disease Center, Ames, IA USA)
gue contiene pared celular de C. pseudotuberculosis no viable con o sin muramil
dipéptido. Una bacterina C. pseudotuberculosis con muramildipéptido induce
titulos de anticuerpos, aumenta el tiempo de aparicion, y disminuye natural que se
abscesos externos en el ganado ovino y caprino. La vacuna esta hecha de una
cepa viva atenuada de C. pseudotuberculosis la cepa 1002, es disponible en una
forma liquida que debe ser administrada anualmente a los animales, por via
subcutanea (Windsor., 2011).

En Australia esta vacuna (comercializada como "6 en 1" con 5 antigenos
clostridiales), en las pruebas de campo ha demostrado que la proteccién varia de
25% a 90%. Los programas de vacunacion que siguieron las recomendaciones del
fabricante de 2 administraciones a corderos, seguido de vacunaciones anuales de
refuerzo llevaron a una prevalencia promedio de LCA del 3% en comparacion con

el 29% en los rebafios no se da ninguna vacunacion (Windsor, 2011).

En Brasil existen algunas vacunas como una version liofilizada también esta
siendo desarrollado por la Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola en
colaboracion con la Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Federal de
Bahia, Brasil. Esta vacuna viva informd conferir alrededor del 80% de proteccion
contra el Linfadenitis Caseosa en cabras y otra vacuna viva atenuada, LinfoVac
(Laboratorios Vencofarma do Brasil Ltda), que tiene licencia para su uso en ovejas

y cabras (Dorella et al., 2009)
12.3 Comparativo entre vacunas comerciales y experimentales

En Alberta Canada, la incidencia de Linfadenitis Caseosa, estimulo la evaluacion

de la eficacia y el impacto de la vacunacién con 2 comercial (Glanvac-6 y Case-
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Vac) y 1 experimental (WC + MDP-PIB), una serie de 3 ensayos de campo en
3249 y ovejas corderos se realizo en rebafos afectados de 1992-1996. Dos de las
3 vacunas utilizadas en este estudio indujeron alta aglutinacion de titulos de
anticuerpos. La mayoria de los corderos vacunados con WC + MDP-PIB y Caso-
Vac desarrolld titulos > 1: 320 a 1 mes después del refuerzo. Se mantuvieron
negativos durante 12 meses posteriores, la proteccién de la vacuna experimental y

la Case-Vac no difirié significativamente (Stanford et al., 1998).

Un estudio hecho en Turquia, se comparo la proteccién de una vacuna combinada
(PLD+bacterina) y una vacuna comercial, los niveles mas altos de anticuerpos en
las ovejas y a la inspeccion manual de ganglios linfaticos en ovejas desafiadas, se
encontro que el 2.38 % de los animales con vacuna combinada presento lesiones
y con vacuna comercial en rebafios vacunados y no vacunados se encontr6 el
14.57 y 16% respectivamente, se obtuvo un 57% de proteccidon con la bacterina

experimental (Erganis, 2013).

Cuadro 2. Desarrollo de biolégicos contra Corynebacterium

pseudotuberculosis

Tabla Desarrollo de bacterinas contra C. pseudotuberculosis en los Gltimos 40 afios.

Pais de Modelo o ) ) Via de
Afio ) ) Composicion del inmunogeno Tipo de adyuvante o )
origen animal administracion
1972 Australia Ovino Bacteri ns AP
1984 USA Ovino Bacterin or CW WOE IM
) MDP, TDM, BCG
1985 USA Ratén Bacterin or CW P
and Cpar
1986 USA Cabra Toxoid FIA SC
1987 USA Ovino Bacterin - SC
1988 Brasil Cabra Bacterin AP
1989 Norway Cabra Bacterin or toxoid Levamisole @~ -
1989 Norway Cabra Bacterin + toxod - e
ovino/
1990 USA 3 Bacterin MDP IM/IP
ratéon
Ovino/
1991 USA Dried whike Cp cells MO + AA IM

Cabra
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1991 USA Ovino CST BPA e
1991 Australia Ovino Toxoid or Bacterin + toxoid AH SC
) ) Toxoid or toxoid Cp+5 clostridial AH/ Sodium
1991 Australia Ovino ) SC
toxoids selenate
1991 Australia Ovino Bacterin or Live attenuated Cp AH SC
1991 Brasil Cabra Bacterin or Live attenuated Cp AP (bacterin) ID
1991 Australia Ovino ToxminusCp - SC
) ) Toxminus Cp or recombinant
1992 Australia Ovino e OR
Toxminus Cp
1994 Australia Ovino 40-kDa antigen AH SC
Ovino / )
1996 USA Bacterin MDO + MO IM
Cabra
) ) Live Cp aroQ mutant or live Cp pld
1997 Australia Raton e P
mutant
) ) Live Cp aroQ mutant or live Cp pld
1998 Australia Ovino e SC
mutant
] ] MDP + MO
1998 Canada Ovino Glanvac® 6, Case-Vac® or bacterin . SC/IM
(bacterin)
1998 USA Ovino Bacterin + toxoid AH SC
) ) Glanvac 6 or recombinant Glanvac®
1999 Australia Ovino 5 MA SC
2000 Alemania Cabra Cw e e
2000 Australia Ovino Toxoid Cp + 5 Clostridial toxoids AH / Moxidectin SC
2002 Brasil Cabra Liophilized live attenuated Cp No ID
2003 Perd Ratén CST AH SC
2005 Egipto Ratén Bacterin, toxoid or bacterin + toxoid MO SC
) ) ) Bacterin, rPLD, bacterin + rPLD, or
2006 Reino Unido Ovino AH SC
Glanvac® 3
2007 Pera Alpacas LiveCp e SC
2007 Pera Alpacas CW or CST MDP SC
2007 Egipto Ratén Bacterin, rPLD, or bacterin + rPLD MO SC
Crude CST, concentrated CST +
2008 Brasil Cabra oligodeoxynucleotide CpG, or live FIA SC
attenuated Cp
) Recombinant Heat-shock protein 60
2009 Brasil Ratén FCA/FIA SC
(rHsp60)
) ) Bacterin, bacterin + rPLD, Gamma-
2010 Egipto Ovino o MO (except BCG) SC
irradiated Cp + rPLD or BCG + rPLD
2010 USA Raton Bacterin + toxod - e

36



2010 Turquia Ovino Bacterin + toxoid FCA SC

Arabia
2011 . Ovino Glanvac® 6 Olive oil SC
Saudita

Abreviacion : Immunégenos - Cp = Corynebacterium pseudotuberculosis; Bacterina = Cp células completas muertas; CW =
sonificado pared celular Cp.; CST = exotoxinas de sobrenadante del cultivo filtrado; Toxoide; = exotoxina fosfolipasa D
inactivada (PLD); rPLD = recombinante PLD; Glanvac® and Case-Vac® = vacunas comerciales; Toxminus = Gen PLD Cp
mutado; Adyuvantes - WOE = agua en aceite en emulsion; MO = aceite mineral; AA = Arlacel A 0 mono oleato de manitol;
AH = hidréxido de aluminio; AP = Fosfato de aluminio; MDP = muramyl di péptido; TDM = trehalosa dimicolato; BCG =
células muertas Mycobacterium bovis BCG; Cpar = células muertas Corynebacterium parvum; FCA = adyuvante completo
Freund’s; FIA = adjuvante incompleto Freund’s ; BPA = adjuvante polimero bloque; MA= adyuvante multicomponente; Via
de administracion- SC = subcutaneos; IM = intramuscular; IP = intraperitoneal; ID = intradérmico; OR = oral. (Lopes B., et al
2012)
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ll.  JUSTIFICACION

La produccion ovina en México es una agroindustria rentable, en expansion debido
a la gran demanda de productos ovinos (especialmente carne) y al precio
favorable de los mismos. La especie ovina es susceptible a contraer Linfadenitis
caseosa provocada por la bacteria Corynebacterium pseudotuberculosis, que es
una enfermedad cuya importancia en la produccién de ovinos y caprinos se da por
el impacto provocado con la perdida en la produccién de carne, leche, lana y en
fallas reproductivas originadas por la infeccién, asi como por el decomiso de las
canales afectadas, lo que se traduce en pérdidas econOmicas no siempre
cuantificables; al considerarse una zoonosis, esta enfermedad tiene impacto en la
Salud Pdublica, sobre todo en el personal dedicado al manejo de ovinos y sus
productos, lo que significa un problema social y econdmico, es una enfermedad a
la que no se le ha prestado la atencion que exige su morbilidad.

La Linfadenitis caseosa es una enfermedad de distribucibn mundial, existen
estudios en Brasil que reportan la prevalencia de esta bacteria en el 77% de los
rebafios caprinos de la region de Rio de Janeiro afectados, en Tandil en Argentina,
se reporta un 7.48%, en Australia occidental un 54%, en Espafia se encontré un
11% en casos de decomiso de canales en rastro; en México se reportdé un 33% de
prevalencia en aislados de lesiones de ovinos en del estado de Jalisco, dato que
requiere mas estudios epidemioldgicos para el establecimiento de programas de
control.

En el mercado existen vacunas elaboradas tanto con bacterias vivas atenuadas o
muertas, multicomponentes y con fracciones de exoproteinas contra C.
pseudotuberculosis que son usadas principalmente en paises desarrollados, pero
no se ha logrado una respuesta inmune satisfactoria en todos los lugares donde
se han probado. La proteccion parcial proporcionada por la inmunizacién de
cabras y ovejas con vacunas comerciales puede relacionarse al hecho de que no
se utilizan cepas virulentas originarias de las zonas geograficas afectadas. En
México no existe la comercializacion de vacunas contra Linfadenitis Caseosa y

faltan estudios que evallen la proteccion conferida por un inmundogeno a partir de
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cepas locales, por lo que la elaboracién y evaluacion de una vacuna realizada a
partir de aislados mexicanos de C. pseudotuberculosis en un modelo en ovino
puede ser una alternativa para el control de esta enfermedad en unidades de
produccion ovina.
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IV. HIPOTESIS

El inmundgeno desarrollado a partir de aislados de campo de Corynebacterium
pseudotuberculosis, lograra una proteccion igual o mayor al 65%, en desafié

controlado en un modelo ovino.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la proteccion conferida por un inmundgeno obtenido de aislados de campo
de Corynebacterium pseudotuberculosis biovariedad ovis para la prevencion y

control de la Linfadenitis caseosa en ovinos

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la respuesta inmune de una bacterina de Corynebacterium

pseudotuberculosis mediante una prueba de ELISA indirecta

2. Describir los hallazgos bacteriol6gicos de los animales desafiados con

Corynebacterium pseudotuberculosis.

3. Describir los hallazgos clinico patologicos de los animales desafiados con

Corynebacterium pseudotuberculosis
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VI.  MATERIAL Y METODO

El presente trabajo de investigacion se realizo en las instalaciones del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA) de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma del Estado de

México, en el periodo entre agosto de 2015 y junio de 2017.

I. Aislamientos de Corynebacterium pseudotuberculosis utilizados en la
elaboracién de la bacterina.

Se realizd una bacterina de Corynebacterium pesudotuberculosis utilizando los
aislamientos H14X y 1-2 2LJ obtenidos de casos clinicos en ovinos del Estado de Jalisco.
Estos aislamientos fueron seleccionados por el tipo de exudado, tamafo del absceso que
presentaron las lesiones (Cuadro 3), por los resultados en las pruebas bioquimicas
(Cuadro 4) y la presencia de los genes de patogenicidad y virulencia FagA, FagB, FagC,
FagD, hsp60 y pld, ademas de los genes rpoB y el gen 16s RNA para la identificacion de
la especie (Cuadro 5), otros criterios que se tomaron en cuenta en la seleccion fue el
bandeo obtenido por corrimiento electroforético de las proteinas totales en donde ambos
aislamientos mostraron la presencia de 8 bandas proteicas dentro de las cuales se
identificé una banda bien definida de 37 Kd la cual podria corresponder a la exotoxina
PLD (Cuadro 6)(Ortiz et al., 2015).

Cuadro 3. Caracteristicas externas de los abscesos asociados a C.

pseudotuberculosis en ovinos

IDENTIF MUNICIPIO SEXO REGION TAMANO TIPO DE EXUDADO
ANATOMICA

H14X Tepatitlan H Cabeza 5.1-10cm Purulento

1-2-21LJ Zaplotlanejo H Subiliaco 5cm Seropurulento
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Cuadro 4. Resultados de pruebas Bioquimicas de asilados d C.

pseudotuberculosis en ovinos

IDENT OXI CAT TSI MIO SIM UREA CALDO GLUCOSA SACAROSA TRIALOSA MALTOSA

NITRITO

H14X - + + - - + - + + + +

1-2-2LJ - + + - - + - + - + +

Cuadro 5. Genes de Virulencia encontradosen aislados de C.

pseudotuberculosis en ovinos

IDENT Gen pld Gen rpoB Gen 16s Gen hsp60 Fag A Fag B Fag C Fag D
RNA

H14 X + + + + + + + +

1-2-2LJ + + + + + + + +

Cuadro 6. Bandeo proteico de las cepas H14Xy 1-2 2JL de C.

pseudotuberculosis en ovinos

Bandeo proteico de bacterinas Corynebacterium pseudotuberculosis.
Bacterina Aislamiento Extracto somatico Extracto sobrenadante
125 108 75 31 28 20 17 14
H14X X X X X X X X
1-2-2-L-J X X X X X X X

II. Protocolo paralaelaboracion de la Bacterina

El protocolo de elaboracion de la bacterina es una modificacion del descrito por
Mujgan et al., 2010. Se sembraron los aislamientos seleccionados (H14X y 1-2

2L.J) tomando una sola colonia bien definida en 250 mL de BHI 0.1 % Tween 80 y

se incubaron durante 72 hrs a 37°C en movimiento en una atmosfera de velobiosis
y se dejo sedimentar a 4°C por 12 hrs. Se realizaron diluciones en base 10 del
cultivo original a partir de las cuales se sembrd en placas Petri por duplicado en

agar BHI y se incubaron a 37°C por 48 horas, para estimar la cantidad de
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unidades formadoras de colonia en placa (UFC/ ml) conforme a la norma oficiales
mexicanas (NOM-110-SSA1-1994 Y NOM-092-SSA1-1994). Para estimar la
cantidad formadora de colonia en placa se utiliza la siguiente formula:

UFC/ml en placa = N° de colonias significativas en la Ultimas placas considerada*

FDD/ Volumen inicial sembrado.

Doénde: Factor Decimal de dilucién (FDD) 1/FD; Factor de titulacion (FD) Titulo de

la dilucién inicial * titulos diluciones sucesivas.

Se consideran representativas las cajas que tienen un nimero de colonias dentro
del rango de sensibilidad del método, en este caso, entre 25 y 250 UFC. Una vez
seleccionadas las cajas y hechos los promedios correspondientes, se aplicé el
factor de dilucién, que es el inverso y se redondea el numero a 2 cifras
significativas (o digitos) y potencias de 10. En este caso, la bacterina quedo

conformada con una concentracién de 8x 10° UFC por dosis aplicada.

Posteriormente se agreg6 formaldehido 2.75 mL (275 yL) por cada L de medio
cultivado y se realizé una prueba de esterilidad tomando una asada del fondo del
recipiente que contenia la bacterina y se sembré placas agar sangre, sal y manitol,
BHI y Mc Conkey, luego de confirmada la esterilidad por ausencia de crecimiento
en los diferentes medios se agregd Timerosal 1 gr / 10L de la bacterina y se dej6é
sedimentar por 7 dias a 4°C.

Finalmente se agreg6 adyuvante incompleto de Freund (50% del volumen total de
la bacterina).

Esta Bacterina se aplicé via subcutanea sobre el ganglio preescapular derecho, un

total de 2 mL por cordero tratado
[ll.  Inmunizacion y Desafio
3.1. Reactivacion de la cepa para el desafio

El desafio fue con la cepa de referencia 43926 ATCC biovariedad ovis. La

reactivacion de la cepa se realizd en ratones BALB/c libres de patdgenos, criados
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en el bioterio del CIESA aplicando 0.1 mL con una concentracion de 8x108 UFC

(Fig 9), la bacteria se reaislé de las lesiones provocadas. (Solanet et al., 2011).

Fig. 9 Inoculacion en el modelo murino (A) Inoculacién con cepa ATCC (B)

desarrollo de absceso subcutaneo en dorso tras inoculacion.

3.2.  Grupos experimentales (animales)

Se trabajo con 16 ovinos, 12 machos y 4 hembras (una por grupo) de 4 meses de
edad, provenientes de establecimientos clinicamente libres de Linfadenitis
Caseosa. Se formaron cuatro grupos experimentales (1) vacunado (2) desafiado
con vacunacion (3) desafiado sin vacunacion y (4) control negativo. Durante todo
el experimento se tomé en cuenta el bienestar de los animales todo esto avalado
por el comité de Bioética y Bienestar animal de la facultad de Medicina Veterinaria

y Zootecnia de la Universidad Autbnoma del Estado de México (Anexo 2)
En la Figura 1 y el Cuadro 8 se presentan el diseno experimental con la

calendarizacion de las inmunizaciones, desafios y toma de muestras de sueros en

los diferentes grupos de animales experimentales.
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Cuadro 7. Inmunizacién y Desafio de grupos experimentales

GRUPOS (4 . . .
INMUNIZACION (1) INMUNIZACION (2) DESAFIO
ANIMALES POR
Dia 0 Dia 7 Dia 14
GRUPO)
G 1 Inmunizado via subcutanea con Inmunizado via subcutanea
rupo ” . .
p i bacter tucida 810 con la bacterina producida 2 ml de solucién salina el dia de la
Vacunado a bacterina producida 8x ) inmunizacion
UFC/mL en 2 Ml 8x10 UFC/mLen2MI
) i ) . i Desafiado via subcutanea sobre
Grupo 2 Inmunizado via subcutanea con  Inmunizado via subcutanea

Desafiado con

6
la bacterina producida 8x10

con la bacterina producida

ganglio preescapular cepa de

6
referencia 8 x10 UFC /mL en 2

., 6
vacunacion UFC/mL en 2 mL 8x10 UFC/mLen2mL L
m
Desafiado via subcutdnea sobre
Grupo 3
Desafiado sin 2 mL de solucién salina el diade 2 mL de solucién salina el ganglio preescapular cepa de
L la inmunizacién dia de la inmunizacién referencia 8 x10 6 UFC /mL en 2
vacunacion
mL
Grupo 4 2 mL de solucién salina el diade 2 mL de solucién salina el 2 mL de solucién salina el dia del
Control negativo la inmunizacion dia de la inmunizacién desafio
DIiAS DE EXPERIMENTO
I I | I I I I I I I
-8 0 7 7 7 8 7 7 7 7 3
7 T T 1
INMUNIZACION DESAFIO EUTANASIA DE LOS ANIMALES

(Grupos 1y 2)

(Grupos 2y 3)

EXAMEN CLINICO, TOMA DE TEM., PESO Y TOMA DE SUERO (SEROLOGIA) GRUPOS 1,2,3Y 4

ADAPTACION Y FORMACION DE GRUPOS

BACTERIOLOGIA / HISTOLOGIA
(GRUPOS 1, 2, 3)

Fig. 10 Diseiio Experimental
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IV. Evaluacion de los animales experimentales

4.1. Examen clinico y extraccion de muestra sanguinea:
En el examen clinico se incluyo la toma de temperatura, evaluaciéon de mucosas,
condicién corporal y peso; realizado los dias -8, 0, 7, 14, 21, 29, 36, 43, 50, 57 y
60. Los animales fueron eutanasiados siguiendo el protocolo recomendado por la
norma NOM-033-ZO0-1995 en el dia 60 del experimento obteniendo muestras

para el estudio histopatologico y bacteriologico.

V. Estudio bacteriolégico

Las muestras se tomaron de diversos tejidos del organismo de los animales:
musculo, higado, pulmén, bazo, cerebro, cerebelo, rifidn, intestino, y los
linfonddulos submandibular, preescapular, mediastinico, mesentérico y popliteo.
Las muestras fueron sembradas en agar sangre a 37°C en velobiosis lo que crea
un ambiente microaerofilico durante 48-72 h. Se observé la morfologia de las
colonias desarrolladas; en aquellas que se presentaron blanquecinas y
puntiformes (0,5 mm), rodeadas de un halo tenue de B-hemodlisis, se realizé la
tincion de Gram y las pruebas del tren de bioquimicas basicas: TSI, LIA, CIT, MIO,
SIM, OF, ONPG, RM-VP, UREA, asi como la aplicacion del kit API Coryne

(version 2.0 Biomerieux, France) y
VI. Estudio molecular de los reaislamientos

6.1. Amplificacion de los genes 16s, rpoB y pld.
La ampliacién de los genes 16s, rpoB y pld se realiz6 en un termociclador (Teche
TC-512) donde se ajusto la temperatura de alineacion con el siguiente protocolo:
desnaturalizacion inicial de 94 °C por 30 segundos seguido de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 40 segundos, alineacién de 60.5 °C por 40
segundos y una extension de 72 °C por 40 segundos terminando con un paso final
de 72 °C por 10 min. Los iniciadores empleados se describen en el cuadro 6.
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Cuadro 8. Iniciadores empleados en el PCR gen 16s, rpoB y pld.

Gen Primers Secuencia Pares Bases Referencia
16s 16S-F ACCGCACTTTAGTGTGTGTG 816 Centrikaya et al.,
RNA 16S-R TCTCTACGCCGATCTTGTAT 2012
Rpob C2700F CGTATGAACATCGGCCAGGT 446 Khamis et
C3130R TCCATTTCCGAAGCGCTG al.,2004
PLD pld-F ATAAGCGTAAGCAGGGAGCA 203 Pacheco et al.,
pld-R2 ATCAGCGGTGATTGTCTTCCAGG 2007

6.2. Amplificaciéon del gen Fag A, B, C y D.
La reaccion se llevé a cabo utilizando las siguientes condiciones: un ciclo de 95 °C
durante 5 min; 29 ciclos de 95 °C durante un min, 58 °C durante 40 segundos
alineacion Fag A, 55 ° C durante 40 segundos alineacion Fag B, 60.5 °C durante
40 segundos alineacion para los genes Fag C y Fag D y 68 °C durante 2 min 30

segundos; y un paso de extension final a 68 °C durante 7 min, (Costa et al., 2011).

Cuadro 9. Iniciadores empleados en el PCR genes Fag A, B, Cy D

GEN Primers Secuencia Pares Bases
Fag AF 5"AGCAAGACCAAGAGACATGC3’

Fag A 245
Fag AR 5"AG TCTCAGCCCAACGTACAGS3’
Fag B F 5" GTGAGAAGAACCCCGGTATAAG3’

Fag B 291
Fag B R 5"TACCGCACTTATTCTGACACTG3’
FagCF 5’ GTTTGGCTATCTCCTTGGTATG3’

Fag C i ’ 173
Fag CR 5'CGACCTTAGTGTTGACATACCC3
FagDF 5"GAGACTATCGACCAGGCAGA3Z’

Fag D 226
FagDR 5’ ACTTCTTGGGGAGCAGTTCT3

6.3. Amplificacion del gen hp60
Los ensayos de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de reaccién de 25 pl,
conteniendo 12.5 pyl de master mix, 1 pl de cada primer, 6.5 ul de agua libre de
nucleasas, 2.5 ul de Q solution y 1.5 ul de ADN. La reaccién se llevo a cabo en un
termociclador Prime G #cat. 732-1595 Techne®. Utilizando las siguientes
condiciones: un ciclo de 95°C durante 5 min; 29 ciclos de 95°C durante 1 min,
51°C durante 40 s, y 68°C durante 2 min 30 s; y un paso de extension final a 68°C

durante 7 min (modificado de Costa et al., 2011).
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La amplificacion de los productos de PCR se realizd mediante la técnica de
electroforesis en un gel de Agarosa al 1.5 % y visualizados con tincion de bromuro
de etidio en un transiluminador (DNR Mini Bis Pro).

Cuadro 10. Iniciadores empleados en el PCR gen hp60

Gen Primers Secuencia Referencia
hsna0 Forward GATGGCAAAGCTGATTGCA Costa et al, 2011
S|
P Reverse TTAGTGGTGGTGATGGTG Costa et al, 2011

VII. Estudio Histopatoldgico

Se tomd muestra histopatolégica de: muasculo, higado, pulmén, bazo, cerebro,
cerebelo, rifidn, intestino, y los linfonddulos submandibular, preescapular,

mediastinico, mesentérico y popliteo.

Las muestras obtenidas se fijaron en formol tamponado al 10%, incluidas en
parafina, y seccionadas (5 um), para montarse en portaobjetos y se tifieron con

hematoxilina y eosina, segun las técnicas histologicas de rutina.

VIIl.  Estudio Serolégico (Determinacién de niveles de anticuerpos en

animales desafiados por la técnica de ELISA indirecta).

8.1. Preparacién del antigeno

El antigeno empleado para sensibilizar las placas de ELISA fue elaborado con la
cepa de referencia que se utilizé en el desafio (ATCC 43926). Esta fue cultivada
en caldo BHI durante 72 h a 37 °C en agitador orbital a 50 rpm. El cultivo se
centrifugd a 10 000 g durante 30 min y el pellet obtenido se resuspendié en 10 mL
de PBS pH 7.2; este paso se repitio 2 veces. Finalmente se resuspendi6 el pellet
en PBS formolado al 0,5% y se disgregd mediante un sonicador semiautomatico
(Branson Sonifer 250) utilizando el siguiente protocolo: tiempo, 30 seg; pulsos,
15/05; 1 min 30 segq. (Solanet et al., 2011).

Para determinar la concentracion de antigeno, se utilizo el método del tablero de

ajedrez. Se sensibiliz0 una microplaca de poliestiréno con el antigeno PLDS
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colocando la solucién concentrada en la fila A y realizando diluciones dobles por
filas utilizando buffer de carbonatos (5.3% Na2CO3, pH 9.6) como diluyente.
Posteriormente se corrio la prueba de ELISA utilizando un suero control positivo y
un suero control negativo a distintas diluciones, utilizando buffer de carbonatos
como diluyente, comenzando por la dilucion 1:10 y continuando con diluciones

dobles distribuidas por columnas en la microplaca (Crowther, 2001).

8.2. Sensibilizacion de las placas

Se utilizaron microplaca de poliestiréno (96F without LID SH microwell plate Nunc
BATCH 049004) las cuales fueron sensibilizadas con el antigeno diluido en buffer
de carbonatos (5.3% Na2CO3, pH 9.6) las cuales se incubaron durante 24 hrs. A
4 °C para posteriormente realizar cuatro lavados con PBS Tween 20 para luego
realizar el bloqueo con leche descremada al 2% por una 1 hr a 37 °C,
posteriormentes se realizaron cuatro lavados dejando secar, por ultimo las placas

se almacenarlo a 4 °C cubiertos con aluminio hasta su utilizacion.

8.3. Pruebade ELISA para la determinacion de anticuerpos de C.

pseudotuberculosis

En las placas previamente sensibilizadas se agregé 50 pL de una dilucion 1:100
en PBS de los sueros problemas (anticuerpo primero) realizando una incubacién
de 1 hr a 37 °C para posteriormente realizar cuatro lavados con 100 uL PSB
Tween 20. Posteriormente, se coloco el anticuerpo secundario (anti-lgG ovina) en
una dilucion 1:100 incubandose por 1 hr a 37 °C; realizdndose cuatro lavados.
Finalmente se agregé 50 uL ABTS (Sigma, USA) se dej6é reposar por 15 min.,
posteriormente se realizé la lectura con una longitud de onda de 405 (lector marca
Biotek, modelo Epoch), (Corona et al., 2011).

8.4. Analisis estadistico de la prueba de ELISA

Para determinar la sensibilidad y especificidad de la prueba se empleé el
programa Stata 14.1. en el cual se realizé una tabla de 2 X 2 y se aplicaron las

siguientes formulas:
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Cuadro 11. Tabla formula sensibilidad y especificidad

Verdaderos positivos Falsos negativos
Falsos positivos A B A+B
Verdaderos negativos C D C+D
A+C B+D
Sensibilidad = A
A+B
Especificidad = D .
C+D

Para observar si existe diferencia entre los grupos se realiz6 una prueba ANOVA

de muestras repetidas con una P<0.05 utilizando el programa Stata 14.1.
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IX. RESULTADOS

1 Articulo enviado a larevista
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laboratorio.
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2 Temperatura corporal

La temperatura corporal (Fig.12), tomada directamente de recto con termémetro
electronico, siempre a la misma hr del dia (entre las 10 y las 12 del dia) arrojo los
siguientes resultados por grupo experimental:

Comportamiento temperatura

40
39.5
—
o 39
°
§° Egrupol
& 38.5 1 B grupo 2
38 - W grupo 3
Hgrupo 4
375 -
inicial vac 1 vac2 des+1dia final
Evento

Fig 11. Comportamiento de Temperatura corporal por grupo.

La comparacion de temperaturas durante los eventos realizados en el experimento
(primera inmunizacién, segunda inmunizacion y desafio), asi como la temperatura
inicial y final, nos indic6 un aumento de temperatura en cada evento con la
posterior disminucién de la misma, sin llegar a alcanzar otra vez la temperatura
inicial, esto se atribuye a la accion invasiva de cada inmunizacién y desafio; en el
grupo 3 (desafiado sin vacuna) se mantuvo la temperatura elevada respecto a los

otros grupos hasta el final del experimento.
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3 Ganancia de peso

Con relacibn a la ganancia de peso durante el experimento (dieta de
mantenimiento a libre acceso) se comporté de manera similar en los cuatro grupos

(Fig. 13), siendo el grupo 3 el que tuvo menos ganancia de peso.

Comportamiento ganancia de peso
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Fig. 12. Comportamiento de ganancia de peso por grupo

4 Lesiones Macroscoépicas.
En relacién a las lesiones encontradas en la necropsia en el grupo 1(vacunado) no
se encontraron lesiones, en el grupo 2 (vacunado y desafiado) no se encontrd
lesiones correspondientes a los provocados por la bacteria en ninguno de los
cuatro animales. Para el caso del grupo 3 (desafiado sin vacunacion) se encontrd
lesiones en tres de los cuatro animales se la siguiente manera:
Animal Num 89 sin lesiones
An imal Num 96 absceso subcutaneo sobre ganglio preescapular derecho y
absceso en el I6bulo craneal del pulmén derecho (Fig. 14y 15)
Animal Num 94 abscesos en Iébulos craneales de ambos pulmones (Fig. 16y 17)

Animal Num 92 absceso subcutaneo sobre ganglio preescapular derecho (Fig. 18)
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Fig. 13 Absceso subcutaneo sobre escapula derecha cordero num. 92

Fig. 14 Imagenes del estudio macroscépico a la necropsia. (A) Muestra la
presencia de un absceso en la superficie de la escapula en el punto de

inoculacion, cordero num. 96 (B) Aspectos macroscopicos del pulmén mostrando
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acumulacién fibrina en la pleura visceral en los I6bulos apicales el pulmdn cordero
num. 94. (C) Presencia de absceso en el I6bulo apical del pulmén del cordero
num. 94 (D) Corte de lesion abscedativa donde se observa capsula fibrosa y

contenido purulento verde amarillento cordero num 94.

5 Bacteriologia

Se realizé reaislamiento de C. pseudotuberculosis a partir de las lesiones
encontradas en los animales del grupo tres (desafio sin vacunacion) numeros 96,
94 y 92, ya que el num 89 no presento lesiones correspondientes a la bacteria,
fueron sembradas en cajas de agar sangre e incubadas por 48 hrs en velobiosis a
37 °C, lograndose aislar colonias con las caracteristicas tipicas de la bacteria (Fig
19, 20, 21) alas cuales se les realizé Tincion de Gram (Fig 22, 23, 24) mostrando
bacilos Gram positivos los cuales se agruparon en forma de le letras chinas lo cual
es caracteristico de Corynebacterium pseudotuberculosis y la prueba del kit API
coryne (version 2.0 Biomerieux, France) (Fig. 29) para confirmar que cumplian con
las caracteristicas bioquimicas de Corynebacterium pseudotuberculosis (Cuadro
10).
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Fig. 15 Imagenes del Estudio Bacteriolégico. (A). Primocultivo en Agar sangre de
absceso de pulmon cordero num. 94. (B) Primocultivo en Agar sangre de absceso
subcutaneo cordero num. 96. (C) Tincién de Gram donde se observa bacilos

corvos Gram + formando letras chinas.
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Cuadro 12 Resultados de la prueba con el Kit API Coryne

Prueba

Cepade
referencia
(reactivada en
ratén) 43926

H14X

12-21LJ

Pulmoén
(L6ébulo
craneal
derecho) #94

Absceso
subcutaneo
(escapula
derecha) #92

Absceso
subcutaneo
(escapula
derecha) #96

Pulmén
(Lébulo
craneal
derecho) #96

NIT

PYZ

PYrA

PAL

BGUR

BGAL

aGLU

BNAG

ESC

URE

GEL

GLU

RIB

XYL

MAN

MAL

LAC

SAC

GLYG

CAT

Los resultados bacteriolégicos nos indican que las bacterias reaislada de las

lesiones en los animales desafiados sin vacuna, corresponden a Corynebacteryum

pseudotuberculosis.
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6 Identificacién de genes 16s RNA, rpoB, pld, hsp60 y Fag A-D
Con relacion a identificacion de los genes 16s RNA, rpoB, pld, hsp60 y Fag A-D en

donde todos los reaislamientos amplificaron dichos genes.

7 Lesiones Histoldgicas

Las lesiones identificadas en el estudio histolégico fueron principalmente en
pulmones (Figura 10) y en nddulos linfaticos (Figura 11). Las cuales son
correspondientes a la infeccion por Corynebacterium pseudotuberculosis; las
lesiones en pulmdén  fueron: engrosamiento del septo alveolar, presencia de
células mononucleares y polimorfonucleares, hiperplasia del BALT, hemorragia y
presencia de exudado en bronquios, asi como la presencia de macrofagos y la
observacion de infiltracién linfoide (Fig. 26 A, B, C), esto nos indica la presencia
de invasién bacteriana y la capacidad patogena de la cepa utilizada en el desafio.
Con relacion al ganglio linfatico se encontré centros germinales activos con
presencia de células plasmaticas y presencia de hiperplasia difusa de tejido
linfoide (Fig. 27 Ay B),
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Fig. 16 Microfotografias de pulmén. (A) Grupo control, cordero 1, pulmén, sin
cambios aparentes (B) Grupo desafiado sin vacuna, cordero 94 Pulmon, vista
panoramica del area de consolidacién notese la ausencia de luz alveolar HE 100X,
(C) Grupo desafiado sin vacuna, cordero 94 Pulmén, presencia de exudado
inflamatorio en el interior de los bronquios HE 100X, (D) Grupo desafiado sin
vacuna, cordero 92 Pulmoén, Detalle de la mucosa bronquiolar adyacente al BALT
donde se observa la infiltracion linfoide y presencia de macréfagos intraepiteliales
HE 400X
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Fig. 17 Microfotografias de ganglio. (A) Grupo control, cordero 1, Ganglio
preescaular derecho, sin cambios aparentes, (B) Cordero 92 Ganglio preescapular
derecho con la presencia de centros germinales activos HE 40X, (C) Cordero 94

Ganglio mediastinico con hiperplasia severa HE 40X.

8 Prueba ELISA

La prueba de ELISA indirecta efectuada en los sueros obtenidos durante el

experimento arrojo los siguientes resultados:
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Titulos de anticuerpos por grupo

0.300
0.250
0.200
3 Hgrupo 1l
3 0.150
£ W grupo 2
0.100 W grupo 3
mgrupo 4
0.050
0.000

-8 0 7 14 21 29 36 43 50 57 60
Dia

Fig 18. Titulos de anticuerpos

Con relacion a la prueba de ELISA se obtuvo una especificidad de 92.38% y una
sensibilidad de 38.46%.

Cuadro 13. Tabla de 2x 2 célculo especificidad y sensibilidad

Verdaderos positivos Falsos negativos
Falsos positivos 10 16 26
Verdaderos negativos 16 194 210
26 210 236

Especificidad= 92.38 %
[.C.=87.92% a 95.58%
Sensibilidad= 38.46%

I.C. =20.23% a 59.43%

62



Al analisis estadistico ANOVA no se encontraron diferencias entre los grupos
(Cuadrol?2)

Cuadro 14. Resultados del ANOVA por muestras repetidas.

Treatments Bonferroni Bonferroni Bonferroni Holm Holm
Pair and Holm p-value inferfence p-value Inferfence
TT-statistic

AvsB 0.3793 4.2387021 insignificant 2.8258014 insignificant
AvsC 0.3645 4.3046376 insignificant 1.4348792 insignificant
AvsD 0.7512 2.7415078 insignificant 2.7415078 insignificant
BvsC 0.0149 5.9292321 insignificant 0.9882054 insignificant
BvsD 0.3719 4.2716232 insignificant 2.1358116 insignificant
CvsD 0.3868 4.2058756 insignificant 3.5048964 insignificant

A: Grupo control

B: Grupo vacunado

C: Grupo Vacunado-desafio

D: Grupo desafio
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VIl. DISCUSION

La LCA es una enfermedad de pequefios rumiantes, de la cual existen dos
reportes en México, Carrillo (2005) report6é su prevalencia en un 4.69 % en cabras
en el municipio de Tlahualillo en el estado de Durango y Hernandez et al. (2015)
reportd en ovinos de Jalisco en un 33%. Se ha reportado que ocasiona pérdidas
econdémicas de 17 millones de délares en Australia y el 11% de decomisos de
canales en rastro, en Espafa, por lo que podria estar afectando de manera similar
la produccién nacional. El presente estudio buscé desarrollar una bacterina
inactivada elaborada a partir de dos cepas nativas, provenientes del Estado de
Jalisco, Meéxico, las cuales fueron seleccionadas de entre 60 aislados

identificados como Corynebacterium pseudotuberculosis.

El experimento tuvo una duracion de 60 dias, tiempo en él que se tomo
periddicamente la temperatura corporal de los animales, la cual tuvo diferentes
comportamientos segun el grupo experimental, en el grupo 4 (control) no se
observaron reacciones anormales en el comportamiento de la temperatura en
ninguna de las ocasiones posterior a la inoculacion y desafio, en el grupo 3
(desafiado sin vacunacion) se observo la presencia de fiebre constante, lo cual de
acuerdo a lo escrito por Tizard (2009) es atribuible a la presencia de la bacteria y
al desarrollo de la infeccion en él organismo, ya que la fiebre es resultado de la
inmunidad innata y la liberacion de IL-1 por los macréfagos, en el grupo 2
(desafiado con vacuna) se observé un aumento de la temperatura a las pocas
horas de la vacunacion e inoculacién del microorganismo, sin embargo, a los 4
dias la temperatura corporal regreso a la normalidad, lo cual sugiere la respuesta
de anticuerpos vacunales de acuerdo a lo descrito por Tizard, (2009) , en el grupo
1 (solo vacunado) la temperatura se comportd de manera similar al anterior
teniendo picos de fiebre unas horas posteriores a la inoculacion de la vacuna

retomando la temperatura normal posteriormente.

Con relacién a la condicion corporal y el peso de los animales no hubo diferencias
entre los grupo 1, 2 y 4, sin embargo el grupo 3 desafiado sin vacunacion se

observé una disminucién en la ganancia de peso, lo cual es un signo clinico que
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ha sido reportado previamente, (Rios, 2012). La menor ganancia de peso puede
ser imputado a la presencia de la bacteria en el organismo de esos animales dado
que la enfermedad se caracteriza por la baja ganancia o incluso la pérdida de
peso. Rios en 2012 manifiesta que las formas viscerales con nodulos necréticos
internos bien encapsulados son compatibles con un desarrollo vital aparentemente
normal, pero en formas mas agudas, hay un deterioro en la condicidon organica del
animal, observandose signos clinicos diversos como retardo en el tiempo de
maduracion sexual e incluso abortos, estos signos no han sido reportados en

investigaciones previas realizadas en México.

En cuanto a las lesiones halladas en la necropsia, se encontraron, abscesos
purulentos caracteristicos de la infeccion por Corynebacterium psudotuberculosis,
en pulmones y sobre el ganglio preescapular derecho en tres de los cuatro
animales integrantes del grupo 3 (desafiado sin vacunacién) lo cual coincide con lo
observado por Magdy et al., (2009) en cuyo trabajo comenta que la mitad anterior
del cuerpo era el sitio cominmente mas afectado, ya que se encontraron en 218
de 977 ovejas con lesiones, de las cuales Corynebacterium pseudotuberculosis se
aisl6 de 206 casos, las lesiones halladas en la necropsia en este trabajo no
presentaban capas concéntricas esto se relaciona por el corto tiempo de la
infeccion, esto es congruente con lo descrito por Leoncio et al., (2016) donde la
formacién de capas concéntricas fueron visibles solo a nivel estereoscopico, es
decir, la patognoménica formacion de capas de células muertas en forma de
cebolla descritas en ovinos no fueron observadas durante el examen
macroscopico, por lo que se corrobora nuevamente el corto tiempo de evolucion
de la enfermedad, por su parte Figueiredo en 2012 estableci6 que a la
observacién, la frecuencia de lesiones externas por Corynebacterium
pseudotuberculosis, fue de 88% para hembras y 12% para machos siendo los

nddulos mas afectados el parotideo 24% y el cervical superficial 50%.

Estevao et al., (2007) reportd en muestras de ovinos con lesiones (abscesos)
identificadas macroscopicamente mediante inspeccion ocular y palpacion de

canales y viceras en un frigorifico, (determinandose posteriormente con estudios
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bacteriol6gicos que fueron infectados con Corynebacterium pseudotuberculosis),
que en el interior de los abscesos se observo tejido necrético de consistencia
caseosa en el 47% de estos, mientras que el 21% presentd ndcleos de
calcificacion, el 19% con disposicion en capas concéntricas en forma de cebolla, y
con contenido de pus verdoso y espeso en el 13% restante. En el presente estudio
las lesiones encontradas son indicadores de la patogenicidad de la bacteria
utilizada en el desafio encontrandose lesiones similares a las descritas por
Estevao (abscesos con contenido purulento verdoso) en tres de los cuatro
animales que formaron el grupo 3 desafiado sin vacuna, en pulmones y sobre el
ganglio linfatico preescapular derecho, las caracteristicas de las lesiones son
atribuibles a la capacidad de virulencia de la cepa utilizada, a pesar del corto
tiempo de evaluacion post infeccion. En el grupo 2 vacunado y desafiado y el
grupo 1 solo vacunado no se encontraron lesiones macroscopicas
correspondientes a Corynebacterium pseudotuberculosis, sin embargo, si se
encontraron algunas lesiones de necrosis e inflamacion en el lugar de inoculacion,
esto podria relacionarse con el adyuvante empleado en la aplicacion de la
bacterina, Siel, (2014) ha reportado este tipo de lesiones con el uso del adyuvante
incompleto de Freund que una emulsion de agua en aceite el cual se recomienda
para su uso en pequefios rumiantes cuando se necesita una inmunidad de larga
accion y es mas eficiente que la lograda por otro tipo de formulaciones lo que

justifica algunas reacciones colaterales, como las reacciones locales.

En el estudio bacteriolégico realizado en los grupos de este trabajo se pudo
reaislar Corynebacterium pseudotuberculosis del 75 % (3/4) de los animales del
grupo desafiado, pero en ninguno de los animales del grupo vacunado con
desafio, lo que demuestra un adecuado manejo del inmundégeno y del agente
patdgeno asi una correcta eleccién de la via de inoculacion. Al respecto Baird y
Fontaine, (2007) reportan en un grupo de animales inmunizados con una bacterina
un 10.4% con lesiones de LCA, hubo una proteccion del 90.6 %, en este trabajo

no se encontraron lesiones en el 100 % (4/4) animales inmunizados.
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Del contenido de los abscesos de los tres animales con lesiones del grupo
desafiado, se realizaron aislamientos de Corynebacterium pseudotuberculosis
caracterizados por presentar colonias blancas de aproximadamente 1 mm, secas y
separadas, rodeadas de un halo B hemolisis lo cual coincide con Estevao et al.
(2007). La confirmacion bioquimica de los reaislamientos se realizé con en el kit
APY coryne (Hernandez et al., 2015).

El estudio bacterioldgico que incluye la tincion de Gram (Zeru y Kahsay., 2014).
es considerado la primera opcion de identificacion de Corynebacterium
psudotuberculosis pero pueden haber identificacién errbnea con otras especies del
género por lo cual las pruebas de PCR multiple para el gen rpoB que codifica la
subunidad B de la RNA polimerasa el pld y el gen 16S RNA (Costa, 2011,
Hernandez, 2015).

Cetinkaya et al. (2002) reporta que la PCR es util en la identificacion de las
colonias cultivadas por su rapidez y especificidad, a diferencia de las pruebas
bioquimicas que requieren un periodo mas largo de analisis y subjetividad de los
resultados. Pacheco et al. (2007) menciona que la desventaja de la PCR es que
requiere de un monocultivo microbiolégico reciente. En esta investigacion se
considerd la PCR como prueba confirmatoria para determinar que las bacterias
reaisladas de las lesiones encontradas a la necropsia eran efectivamente C.

pseudotuberculosis.

Por otro lado existen escasos trabajos que describan las lesiones histolégicas
provocadas por Corynebacterium pseudotuberculosis en los diversos érganos, sin
embargo, anteriormente Ledn et al. (2002) ha reportado que en el andlisis
histopatolégico de muestras de tejido con abscesos caracteristicos de
Corynebacterium pseudotuberculosis, se observa un centro amorfo y eosinofilo de
necrosis rodeado por una delgada capa de linfocitos, células plasmaticas, algunas
células epitelioides y neutrdfilos, bordeado por una red de fibroblastos, asi mismo,
Estevao et al. (2007) determiné un centro eosinofilo de necrosis de tipo caseosa
rodeado por células epitelioides, linfocitos y polinucleares, y mas externamente

tejido conectivo fibroso, algunas muestras con focos de calcificacién rodeados de
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envoltura fibrosa, con linfoplasmocitos y corona de linfocitos. Leoncio et al. (2016)
reporta linfonodos con exudado caseoso, incremento de tamafio hallandose
centros eosinofilicos con necrosis, abundantes neutréfilos, células epitelioides,
bordeadas con tejido conectivo fibroso con o sin corona linfocitaria, en este
trabajo, en el andlisis histopatologico de las muestras tomadas en la necropsia, se
encontraron diferentes lesiones segun el tejido afectado, siendo el grupo 3
(desafiado sin vacuna) el que mas lesiones mostro, tanto en pulmones como en
ganglios linfaticos, en pulmén se encontré bronconeumonia zonal supurativa
cronica activa, engrosamiento de los septos alveolares, areas enfisematosas,
hemorragia en regién interceptal, moco dentro de bronquios y bronquiolos, edema
alveolar e intersticial, hiperplasia células caliciformes, hiperplasia linfoide
peribronquial y perivascular, se observa en el BALT una infiltracion linfoide y
presencia de macrofagos intraepiteliales, en tanto en ganglios linfaticos se
encontrd centros germinales activos e hiperplasia severa difusa en tejido linfoide;
estas lesiones sugieren la existencia de una respuesta inmunitaria a la inoculacion
del antigeno, asi como la penetracion de la bacteria en el organismo a través del
sistema linfatico a partir del area de inoculacion hacia Organos internos

provocando lesiones en los mismos.

El diagnéstico de Corynebacterium pseudotuberculosis por medio de serologia
esta reportada en diferentes trabajos, Chirino et al. (2009) utilizé la exotoxina de la
bacteria como antigeno y se encontré6 una respuesta de anticuerpos desde la
segunda semana post infeccion y se reporté un 55.98% de positivos y un 72.73%
en los animales identificados con abscesos, en este trabajo la sensibilidad de la
prueba se calculé en 72.3% vy la especificidad en 67.4%, por otro lado, Solanet et
al., (2011) desarrollo una prueba de Elisa indirecta utilizando antigeno crudo, y
mediante el uso de la curva Roc obtuvo una especificidad del 98% y una
sensibilidad del 100%. En el presente estudio se encontré una especificidad de
92.38% y una sensibilidad de 38.46%, esto podria relacionarse a que el antigeno

empleado no pudo ser el adecuado.
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El control de la linfadenitis caseosa en el mundo, esta basado generalmente en el
manejo general del rebafio (evaluacién y desinfeccion de lesiones, eliminacién de
animales problema) y en el uso de bioldgicos dentro del calendario zoosanitario,
O’Really (2010) reporta que una combinacion de vacunacion y examen clinico
redujo la prevalencia de la infeccion a un ritmo mas rapido que el uso de la

exploracion clinica o la vacunacion sola.

Lopes et al (2012) dice que un programa de vacunacion debe implementarse el
uso correcto de inmunégenos y buenas practicas de manejo. Estas medidas
deben permitir que los animales mas jévenes que ya estan vacunados reemplacen
a los infectados, contribuyendo a la baja de la prevalencia y a la posible
erradicacion de la enfermedad en el rebafio. Existen inmundgenos de diferentes
tipos con diferentes resultados en la proteccion conferida, Hodgson et al (1999)
reporta una eficacia de proteccion del 44% con el uso de una vacuna
recombinante hecha con una forma de la fosfolipasa genéticamente inactiva asi
como una protecciéon del 95% con una vacuna comercial (Glanvac 6) inactivada
con formalina, en el mismo experimento; por su parte, Chaplin et al (1999) reporta

una eficacia del 56 % de proteccion con el uso de una vacuna de ADN.

En nuestro trabajo se utilizé un bioldgico hecho a partir de bacterias completas,
inactivadas por adicion de formol y uso del adyuvante incompleto de Freund,
logrando una proteccion del 100% (4/4) en los animales desafiados con vacuna, lo
cual se encuentra encima del margen de lo reportado en estudios previos hechos
bajo condiciones similares; Erganis et al (2014) reportd una proteccion del 57 %
con una bacterina hecha de bacterias completas inactivadas utilizando hidroxido
de aluminio como adyuvante, Mujgan et al., 2010 reporta una proteccién de 39%
con una vacuna hecha con cepas nativas y adyuvante incompleto de Freund y
Guimaraes et al (2011) que reporta una proteccion del 83% por una vacuna de

células completas, inactivadas.
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VIIl.  CONCLUSIONES

El grupo desafiado fue el Unico que presento lesiones en la necropsia

caracteristicos de Corynebacterium pseudotuberculosis.

En los ganglios preescapulares de los animales bacterinizados con desafio
y no bacterinizados desafiados se identificaron centros germinales lo que
indica la actividad inmunoldgica del ganglio debido a la presencia de

infeccion.

Es el primer trabajo en México en el cual se describen lesiones
histopatolégicas ocasionadas por Corynebacterium pseudotuberculosis

luego de una infeccion experimental controlada.

Con relacién a la presencia de anticuerpos en la prueba de ELISA no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas esto probablemente
debido al la respuesta heterogenea entre los individuos y a la duracion del

experimento.

Aunque no existié diferencias estadisticamente significativas en la prueba
de ELISA los animales vacunados con desafio no presentaron lesiones
macroscopicas y microscopicas caracteristicas de infeccion ocasionada por

Corynebacterium pseudotuberculosis.
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IX. SUGERENCIAS
1 Continuar realizando evaluaciones inmnolégicas para seguir evaluando
la respuesta imune humoral asi como implementar estudios sobre la

respuesta celular inferida por la bacterina implementada.

2 Implementar estudios sobre la proteccion inferida por la bacterina en

unidades de produccién con altas prevalencias de LCA.
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Anexol. Constantes fisioldgicas tomadas durante el experimento

GRUPO NUMERO TEMPERATURA C° (dia del evento) PESO kg
Inicial Vac 1 | Vac 2 | Desafio | Final Inicial Final GP
+1 dia +1 dia +1 dia
88 39.5 38.4 40.6 38.6 38.7 26.5 26 -0.5
1 99 38.8 38.6 39.7 39.3 38.4 19.5 27.5 8
VACUNADO 87 39.1 38.6 39.6 38.6 38.5 14 225 8.5
45 39.3 39.3 39.9 39.2 38.9 18 23 5
Promedio 39.1 38.7 39.9 38.9 38.6 19.5 24.7 5.2
95 38.3 38.5 39.6 38.8 32.7 9 7.5 -2.5
2 98 39 38.8 39.4 39.6 38.4 13 21 7
VACUNADO Y 97 38.6 38.9 39.9 39.6 39 18 26 6
DESAFIADO 90 37.9 38.9 39.0 40.1 38.6 12 20 8
Promedio 38.4 38.7 39.4 39.5 37.1 13 18.6 5.6
89 39.3 38.7 39.0 40.2 39.4 24 34 10
3 96 39.2 38.6 39.4 39.6 39.3 13 14.5 1.4
DESAFIADO 94 37.9 39.4 38.8 39.6 39.3 11 9 -2
92 38.8 38.9 39.5 39.8 39.7 11 215 10.5
Promedio 38.8 38.9 39.1 39.8 39.4 14.75 19.7 5
4 39 39.3 39.6 39.5 39 30 32 2
4 3 39.2 39.7 39.8 39.6 39.3 43 50 7
CONTROL 2 39.3 39.4 39.5 39.6 39.1 34 40 1
1 39.5 39.1 39.7 39.1 39 40 49 4
Promedio 39.2 39.4 39.6 39.4 39.2 36.7 42.7 6

Anexo 2. Resolucién de la Comisién Revisora de Proyectos del Comité de Bioética

y Bienestar Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
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Memorandum No.

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Comité de Bioética y Bienestar Animal

"PARA: Dr. Roberto Montes de Oca Jiménez
Responsable de Proyecto

DE: Comision Revisora de Proyecto COByBA - FMVZ
| FECHA: [ 13/12/2016 |

Con el envio de un cordial saludo, la Comision Revisora de Proyecto del Comité de Bioética
y Bienestar Animal de la FMVZ, emite el dictamen correspondiente a la revision del protocolo
del proyecto de investigacion ‘Identificacion de genes de patogenicidad de
Corynebacterium  pseudotuberculosis y desarrollo de una bacterina
multicomponente”, con registro 3806/2014/CIA, bajo la responsabilidad del Dr. Roberto
Montes de Oca Jiménez.

Observaciones y Comentarios

El proyecto corresponde a un desafio controlado de una bacterina en modelo animal
ovino; por la naturaleza del experimento, se recomienda ofrezcan un enriquecimiento
ambiental y de confort a los animales en experimentacion; y se invita a cumplir lo

planteado en el protocolo en armonia con los lineamientos de ética y bienestar
animal.

Dictamen:
Aceptado.

Sin mas por el momento, quedamos a sus ordenes.
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‘2016, Afio de LeapaldoFlores Valdés”
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