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1.- Resumen

La linfadenitis caseosa es una enfermedad causada por la bacteria Gram positiva
Corynebacterium pseudotuberculosis y afecta principalmente a ovinos y caprinos.
Clinicamente se caracteriza por la formacion de abscesos en linfonodos superficiales
y de forma visceral, se caracteriza por la pérdida de peso gradual y afeccion de
linfonodos internos, siendo esta ultima la forma mas dificil de diagnosticar. En México,
no se dispone de biolégicos para la prevencion de la enfermedad, por ello es de gran
importancia realizar investigacion y desarrollar herramientas para el control de la
linfadenitis caseosa. El objetivo de este trabajo es evaluar la respuesta seroldgica
contra antigenos somaticos (obtenidos por sonicacion), de secrecion (Fosfolipasa D)
y de superficie (BCPE, DCPE y Vapor fluente) en ovinos vacunados y revacunados
con un bioldgico experimental tipo bacterina-toxoide contra la linfadenitis caseosa
ovina. Se formaron 3 grupos de ovinos: Un grupo vacunado y dos grupos control sin
vacunar. Se tomaron muestras de sangre para la obtenciéon de suero cada semana,
antes y después de la vacunacion y revacunacion por un periodo de dos meses. A
estos sueros se les realizé prueba de ELISA indirecto utilizando diferentes antigenos
obtenidos por los siguientes métodos: sobrenadante rico en fosfolipasa D, extracto
sonicado, extracto proteico de pared celular (BCPE); Extracto proteico de pared celular
por desnaturalizacion quimica mas calor (DCPE); y vapor fluente. Ademas estos
antigenos fueron obtenidos de 2 cepas diferentes: Robus y ATCC 19410. Los
resultados mostraron una respuesta adecuada a todos los antigenos a la vacunacion.
Sin embargo, los antigenos que mejor comportamiento tuvieron fue el antigeno
obtenido por sonicacion y el sobrenadante rico en fosfolipasa D. Esto es importante
porque la fosfolipasa D es el principal factor de patogenicidad de la bacteria. Asi
mismo, los antigenos obtenidos de la cepa silvestre nacional (cepa Robus), en general
tuvieron un mejor indice de deteccion. En conclusion, la vacunacion contra la
linfadenitis caseosa, utilizando un biolégico tipo bacterina-toxoide, puede ser una
alternativa para la prevencion de esta enfermedad considerando la buena respuesta

antigénica observada en este trabajo.



2.- Introduccién

La linfadenitis caseosa es una enfermedad infecciosa de curso cronico, la cual afecta
a ovinos y caprinos; es causada por la bacteria Gram positiva Corynebacterium
pseudotuberculosis. Se caracteriza por lesiones supurativas y necrozantes en
linfonodos, pulmones y otros érganos viscerales. Causando pérdidas econdmicas al

afectar la calidad de la canal y la lana. (1, 2,3).
2.1.- Agente etiologico

Corynebacterium pseudotuberculosis es una bacteria Gram positiva, con
morfologia cocoide, filamentosa y bacilar (pleomorfismo). En los frotis aparece
agrupado en empalizadas y racimos angulares recordando a las letras chinas. La
mayoria de las bacterias del género Corynebacterium son catalasa positivas,
anaerobias facultativas no forman esporas, intracelulares facultativas y necesitan

medios enriquecidos para crecer (4, 5).

Corynebacterium pseudotuberculosis tiene similitud con los géneros de
Mycobacterium, Nocardia y Rhodococcus (grupo CMRN) debido a los altos contenidos
de guaninay citosina; y una organizacion especifica de la pared celular, compuesta de
peptidoglicano, arabinogalactan y acidos micdlicos. Aunque las cadenas de acidos
micélicos de Corynebacterium son considerablemente mas cortas (28 — 40 carbonos)
gue las de Mycobacterium (60 — 90 carbonos) y Nocardia (40 — 56 carbonos) y por lo

general son saturadas y tienen doble enlace (5).

Las colonias de C. pseudotuberculosis son: pequefias, blanquecinas, rodeadas de
una estrecha zona de hemalisis completa en agar sangre, que es evidente hasta las
48 horas y tras varios dias suelen ser secas, friables y de color crema. Se reconoce
dos biotipos para C. pseudotuberculosis las cepas ovinas y caprinas que no reducen

nitratos y las cepas equinas y bovinas que si los reducen (4, 6).



2.2.- Factores de Patogenicidad

C. pseudotuberculosis es un patdgeno intracelular facultativo, capaz de replicarse y
sobrevivir en el interior de los fagocitos. La virulencia esta dada por los lipidos de pared

celular y a la produccién de la fosfolipasa D (FLD) (4).

La FLD es una proteina de 31 kDa, esta enzima tiene la capacidad de hidrolizar la
esfingomielina de las membranas celulares, liberando colina y contribuyendo a la
difusidn de la bacteria (factor de dispersion). Esta toxina tiene actividad en las células
del endotelio y produce lisis de eritrocitos de ovino y bovino. Ademas de un efecto
citotoxico en macrofagos de caprinos (1, 2, 4, 5).

La capa lipidica de la pared actia como elemento quimiotactico para los fagocitos,
ademas de tener efecto leucotoxico causando degeneracion y lisis. Ademas le da a la
bacteria resistencia al medio ambiente, contribuye a la formacion de abscesos y

proporciona resistencia a las enzimas liticas del lisosoma (7 ,8).
2.3.- Especies afectadas

Los ovinos y caprinos son las principales especies afectadas, ademas se ha aislado
en rumiantes silvestres como las gamuzas en Francia, los ciervos en Estados Unidos
y cabras silvestres en Australia. Esto indica que la enfermedad no es poco comun en
estas especies salvajes sin embargo no indica nada sobre el origen exacto de la
infeccion, es decir si fue a causa de estar en contacto con animales domeésticos 0 son

reservorios de la enfermedad (2).
2.4.- Patogénesis.

La linfadenitis caseosa es considerada una enfermedad de los ovinos y caprinos
adultos, la presencia de abscesos es la forma mas frecuente en la que se presenta la
enfermedad en ovinos y caprinos de mas de un afio de edad. La forma mas comun de
transmision es por lesiones contaminadas de la piel por equipo de esquileo, bafios y

superficies contaminadas (9).



La bacteria se multiplica localmente formando abscesos, C. pseudotuberculosis es
fagocitado por macréfagos pero el organismo sigue siendo viable, posteriormente es
transportado a los nodulos linfaticos regionales causando abscesos caseosos Yy
necrosis. La fosfolipasa D inhibe la quimiotaxis, evita la degranulacién de células
fagociticas y ademas activa el sistema del complemento por la via alterna causando
necrosis. La bacteria tiene la capacidad de utilizar hierro extracelular a través de sus

proteinas: serinas y proteasas, para desarrollar condiciones hostiles (10).

Se ha planteado que la inmunidad celular juega un papel primordial como mecanismo
inmunologico en el desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, al ser C.
pseudotuberculosis una bacteria compleja se involucran al mismo tiempo mecanismos

tanto humorales como y celulares (2,11).
2.5.- Signos clinicos y lesiones.

El principal signo clinico es el aumento de tamafio de los linfonodos superficiales,
principalmente de la cabeza y el cuello, con pérdida de pelo sobre estas lesiones,
pueden romperse Yy liberar secrecidn purulenta pastosa, cremosa blanco amarillenta e

incluso de color verdoso (1, 6,10).

La forma de presentarse la enfermedad en la visceral, debido a que los abscesos se
presentan en Organos internos principalmente pulmén, higado y linfonodos
mesentéricos. Esta forma de la enfermedad se presenta de forma subclinica, los
animales se ven “sanos”, algunos animales presentan cuadros de neumonia crénica

y adelgazamiento progresivo es parte del “sindrome de la oveja flaca” (1, 6,10, 12).
2.6.- Tratamiento

A pesar de que la bacteria es sensible a penicilina y otros antibiéticos, no se debe de
dar tratamiento debido a que la bacteria es intracelular y se encuentra encapsulada
en los abscesos. Lo mas recomendable es debridar el absceso y lavar con una solucién
antiséptica (1, 6,10, 12).

2.7.- Diagnostico



La identificacion del agente se realiza mediante su aislamiento e identificacion a partir
de material purulento, los medios de rutina utilizados son agar sangre. Las placas se
incuban a 37 °C durante 24 -48 horas (4).

Debido a la respuesta humoral a la exotoxina de C. pseudotuberculosis se ha

desarrollado pruebas serolégicas: difusion en gely ELISA (1,13).

Inmunodifusién en gel de agarosa: Es una prueba que evalta lainmunidad humoral,
consiste en utilizar un gel de agarosa, en el que se difunden el antigeno y el anticuerpo
de manera radial desde pocillos separados en la placa, estableciéndose entre ellos un
gradiente de concentracion después del periodo de incubacion en un ambiente
hamedo. Se considera que tiene una sensibilidad del 52.63 % y una especificidad del
70.59% (13, 14).

Prueba de inmunoadsorcion ligada a enzima (ELISA): es una prueba de union
primaria que detecta un enlace especifico de antigenos — anticuerpos y cuantifica los
inmunocomplejos formados mediante un marcador enzimatico que actla como
sustrato cromogénico. Se ha empleado pared celular o toxina de C.
pseudotuberculosis tiene buena sensibilidad pero una especificidad moderada. En
Holanda se empled esta prueba en programas de erradicacion contra linfadenitis

caseosa (1, 6 14).

2.8.- Control

El control de linfadenitis caseosa es laborioso, dificil y es importante realizar el
diagndstico apoyado con pruebas serologicas para identificar y eliminar animales
infectados, es importante también implementar medidas higiénicas como la

desinfeccién de material quirargico, equipo de esquileo (1).

En paises donde la enfermedad es endémica se recomienda la vacunacion de los

animales se han desarrollado diferentes vacunas (6).



Bacterinas: Las primeras bacterinas fueron probadas en Argentina, las cuales
contenian C. pseudotuberculosis inactivados con formalina. Estas bacterinas

disminuyen los efectos de la enfermedad en un 60%, pero no de las lesiones (3, 11).

Bacterina - Toxoide: debido a que la fosfolipasa D juega un papel importante en la
patogenia de la enfermedad, en Australia, en 1978, se comenzaron a producir las
primeras bacterinas toxoides el cual contenia fosfolipasa D purificada. Este toxoide

evita la aparicion de la forma clinica de la enfermedad entre 70 — 80% (3, 11).

Vacunas combinadas: Se generdé un compuesto de Fosfolipasa D con bacterias,
ademas como adyuvante contiene aluminio en hidrogel. Se considera que proporciona
una proteccion mas completa, sin embargo algunos toxoides comerciales han dado

resultados similares (3, 11, 15).

Vacunas vivas: son vacunas que ofrecen una buena respuesta humoral y celular, sin
embargo a dosis elevadas generan la formacion de abscesos en el sitio de inoculacion
(11).

En México se han realizado diversos trabajos sobre biologicos, Morales (16) en 1991,
realiz6 un trabajos donde se inoculo una bacterina absorbido en hidroxido de aluminio
con una concentracion 3 X 10°/ ml a tres grupos de cuyos. El grupo A se vacuné con
la bacterina sin diluir via subcutanea, al grupo B se vacuné con la bacterina diluida
1:10 y al grupo C se le administro agua destilada. Posteriormente se revacuno a los
21 dias, y al dia 34 se realiz6 la prueba de intradermorreaccion; esta prueba se realizo
con la toxina cruda y antigenos celulares completos. Al dia 37 se realiz6 la lectura
ademas determinaron en el grupo A no presentaron dermonecrosis ni problemas de
mortalidad, el grupo B tuvo problemas de dermonecrosis y 10% de mortalidad y el
grupo C tuvo problemas de dermonecrosis y mortalidad del 40%. Ademas se realizo
pruebas de aglutinacion en tubo dando como resultados el grupo A con mayores titulos

de anticuerpos (16).

Ibarra (17) 2017, realizé un estudio donde se evaluo la respuesta inmune celular y
humoral en ratones utilizando una cepa mutante de C. pseudotuberculosis en el gen

aroA, que les permita resistir al desafio con la cepa virulenta. Se determiné que esta

10



cepa mutante genera produccion de anticuerpos en suero y no generd una adecuada
respuesta celular y solo protegi6 parcialmente en un 50% a los ratones frente al desafio

experimental (17).

11



3.- Justificacién

En el 2015 se calcul6 una poblacion de 8.7 millones de ovinos en México y datos del
altimo censo agropecuario indican 53 mil unidades de produccién pecuaria dedicadas
a esta actividad. Esto quiere decir que la ovinocultura representa una de las principales
actividades pecuarias del pais (18).

En el caso de la linfadenitis caseosa, ésta es una enfermedad que genera pérdidas
econdmicas a causa de la eliminacion prematura de animales, baja produccion de lana
y depreciacion de la canal, ademas de disminuir los pardmetros productivos de las
ovejas. En México, no existen cifras oficiales que indiquen la prevalencia de la
enfermedad pero a nivel mundial se tiene una estimacion de 50 — 60% (13).

En México, no se dispone de biologicos para la prevencion de la enfermedad por ello
es de gran importancia realizar investigacion para desarrollar herramientas para el

control de la linfadenitis caseosa.

12



4.- Objetivos

Evaluar la respuesta seroldgica contra antigenos somaticos, de secrecion y superficie,
en ovinos vacunados y revacunados con un biologico experimental, tipo bacterina-

toxoide contra la linfadenitis caseosa ovina.

5.- Hipotesis

Si los animales son inoculados con un bioldgico tipo bacterina-toxoide contra la
Linfadenitis caseosa, entonces éstos animales tendran una respuesta serologica
contra antigenos de superficie, somaticos y de secrecion de Corynebacterium
pseudotuberculosis. Esta respuesta se incrementard de manera significativa después

de una revacunacion.

13



6.- Metodologia

El experimento se realiz6 en las instalaciones del Centro Nacional de Investigaciones
Disciplinarias en Microbiologia Animal (CENID), en el Laboratorio de Diagnostico. Se
utilizé un total de 33 corderos entre 3y 6 meses de edad provenientes de unidades de

produccion ovina sin antecedentes clinicos de la enfermedad.
Se formaron 3 grupos de corderos respectivamente,

e Grupo 1 (vacunados): se conforma con 20 corderos, se vacunaron y
revacunaron con 2 ml via subcutanea con la vacuna experimental tipo
bacterina-toxoide contra la Linfadenitis caseosa. Este bioldégico contenia una
concentracion de 1 X 10° UFC/mL de bacterias inactivadas con formalina al 0.4
% y enriguecido con un sobrenadante de cultivo de 48 horas de incubacion a
37 °C.

e Grupo 2 (control 1): El grupo de 10 corderos, al cual solo se le aplicd solucion
salina fisioldgica estéril por via subcutanea.

e Grupo 3 (control 2): Formado por 3 corderos, los cuales no recibieron ningun

tratamiento.

Se tomaron muestras de sangre para la obtencién de suero cada semana antes y

después de la vacunacion por un periodo de dos meses.

Las muestras de suero fueron conservadas en congelacion hasta su uso a -20 °C.
Todas las muestras de suero fueron procesadas hasta el final del experimento. Para
la deteccion de anticuerpos contra antigenos somaticos, antigenos de secrecion y

antigenos solubles se utilizo prueba de ELISA indirecta.

6.1.- Obtencién de Antigenos
Los antigenos que se utilizaron para estas pruebas consisten en un sobrenadante
crudo del cultivo en medio liquido de C. pseudotuberculosis rico en Fosfolipasa D, un
extracto proteico de pared celular obtenido por desnaturalizaciéon quimica mas calor
(DCPE) y un extracto proteico obtenido Unicamente con calor (BCPE), un antigeno

obtenido mediante sonicacion y un antigeno obtenido por vapor fluente.
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El procedimiento para la extraccion de todos los antigenos mencionados y que se
describen a continuacion, fueron obtenidos a partir de dos cepas diferentes de
Corynebacterium pseudotuberculosis. Una fue obtenido en México a partir de un
aislado de campo en el estado de Tlaxcala a partir de un absceso de un semental ovino
de aproximadamente 3 afios de edad, la cual fue caracterizada bioquimicamente y por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cepa “ROBUS”. La otra cepa fue obtenida
de la American Type Culture Collection (ATCC) No. 19410 (22).

Extracto proteico de pared celular (BCPE). Es un antigeno de superficie y para
obtenerlo se cultivé Corynebacterium pseudotuberculosis en agar sangre ovina a 37°C
bajo atmdsfera de oxigeno por 48 horas. Las colonias obtenidas se cosecharon y se
suspendieron en PBS (solucion salina amortiguadora de fosfatos), posteriormente se
centrifugd a 1.6 g (gravedad) y se elimind el sobrenadante, este proceso se repitié 3

veces (13).

El sedimento se resuspendi6 en PBS y se calenté a 100 C° durante 5 minutos,
después se centrifugd y el sobrenadante se utiliz6 como antigeno proteico de pared

celular.

Extracto proteico de pared celular por desnaturalizacion quimica mas calor
(DCPE). Es un antigeno de superficie y para obtenerlo se cultivd C. pseudotuberculosis
en agar sangre ovina a 37°C bajo atmdésfera de oxigeno por 48 horas. Las colonias
obtenidas se cosecharon y se suspendieron en PBS, posteriormente se centrifugd a
1.6 g y se eliminé el sobrenadante, este proceso se repitidé 3 veces.

El sedimento obtenido después de los lavados se re suspendié en 5 ml de solucion
amortiguadora de preparacion de antigeno (0.5 M Tris pH6.8; 5.2 % SDS; 8.7% 2 —
mecarptoetanol) se hirvié a 100C° por 5 minutos. Se centrifugb a 1.6 g rpm y el

sobrenadante se utilizé como antigeno.

15



Extracto de antigeno por vapor fluente: Este antigeno de superficie se obtuvo
cultivando Corynebacterium en agar sangre ovina a 37°C bajo atmosfera de oxigeno
por 48 horas. Las colonias obtenidas se cosecharon y se suspendieron en 10 ml de
SSF (solucion salina fisioldgica). Se centrifug6 a 0.94 g por 30 minutos.

Se elimind el sobrenadante y se vuelve a reconstituir para lavar las células y volver a
centrifugar. Después de hacer este procedimiento, finalmente se reconstituye con SSF
y se coloca por 30 minutos en la autoclave a vapor fluente (sin presion). Después de
este tiempo se dejo enfriar por 30 minutos y se centrifugd por 30 minutos a 0.94 g para

poder recuperar el sobrenadante.

Se dializ6 con 2 cambios de agua destilada, se centrifugé a 2.09 g durante 50 minutos,
se repite 2 veces dejando reposar 15 minutos. Se recuperoé el sobrenadante y se filtro

con membranas de 0.45 uM de diametro.

Extraccion de antigeno por sonicacién: Se cultiva Corynebacterium en agar sangre
ovina a 37°C bajo atmdsfera de oxigeno por 48 horas. Las colonias obtenidas se
cosecharon y se suspendieron en 10 ml de solucion salina fisiologica (SSF). Se

inactiva a bafio maria a 90C° durante 15 minutos.

Se procedi6 a sonicar 10 ciclos de 30 segundos y posteriormente 30 segundos de
descanso, para este procedimiento se utilizé un sonicador. Al final de este proceso, se
centrifug6 a 0.94 g durante 10 minutos. Se recuperd el sobrenadante y se centrifugé a
1.29 g por 6 minutos. El sobrenadante que contenia todas las fracciones celulares y

denominados “antigenos somaticos” se utilizé como antigeno de prueba.

Sobrenadante rico en fosfolipasa D. Este antigeno se secrecion se obtuvo
cultivando C. pseudotuberculosis en un medio se agar sangre ovina a 37 °C por 48

horas. Las colonias obtenidas de ambas cepas se transfirieron a 50ml de medio PPLO

16



(Pleuropneumoniae like organisms) y se incubaron a 37°C en agitacion bajo atmésfera
de oxigeno por 48 horas. Se determind la cantidad de unidades formadoras de colonias
(CFU) por mililitro y se transfirieron 1 x 106 colonias a 400ml de medio PPLO.

Se dej6 incubar a 37°C en agitacion bajo atmosfera de oxigeno por 72 horas. Se
determino la cantidad de CFU/ml del cultivo obtenido, el cual se centrifugd a 4000 x ¢
durante 15 minutos. Se colecto el sobrenadante que fue almacenado en congelacion
a -20°C (13).

6.2.- Prueba de ELISA indirecta
Para determinar la concentracion de antigeno y suero necesaria para desarrollar la
Prueba se utilizé el método de estandarizacién conocido como “Chessboard
Titrations” (CBT) o método del tablero de ajedrez (13).

Para la realizacion de la prueba de ELISA se utilizaron los siguientes antigenos: De
superficie (DCPE, BCPE y Vapor Fluente), Somaticos (extracto de antigeno por
sonicacion) y de secrecion (un sobrenadante de cultivo de C. pseudotuberculosis de

48 horas). Ademas se hizo por duplicado utilizando la cepa Robus y 19410.

Para realizar la prueba se antigeno y sensibilizé la placa con los respectivos antigenos
utilizados; se dejé incubar 24 horas a 4°Cy se lavo 4 veces con PBS Tween 20; se
blogued con leche descremada al 2% por 1 hora a 37 C°; se lavé 4 veces con PBS
Tween 20 y posteriormente se seco; se colocé el anticuerpo primario (suero problema)
y se incub6 1 hora a 37C°; se lavo la placa 4 veces con PBS Tween 20 y se coloco
como anticuerpo secundario conjugado anti IgG ovino (antiglobulina G ovina
Peroxidase-conjugated

AffiniPure Rabbit AntiSheep IgG (H+L) code: 313-035-003) en una dilucién 1:1000; por
1 hora a 37 C°. Se lavo 4 veces con PBS Tween 20 y se colocd ABTS (revelador) se
dejé reposar por 15 minutos y finalmente se realiz6 la lectura con una longitud de onda
de 450.
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6.3.- Andlisis estadistico

Para la realizacion del analisis estadistico se utilizo la prueba de analisis de varianza

con p=<0.05.

7.- Resultados

7.1.- Cinética de larespuesta seroldgica a los diferentes antigenos.
7.2.1.- Resultados con antigeno sonicado.
a) Cepa 19410

La Figura 1, muestra la respuesta serolédgica de los diferentes grupos experimentales
a los antigenos somaticos de C. pseudotuberculosis. Se observa que en la semana 1
los corderos de todos los grupos tienen niveles similares de anticuerpos. A partir de la
segunda semana se observo un incremento de los niveles de anticuerpos en el grupo
de animales inmunizados, posterior a la cuarta semana, la cual corresponde a la
revacunacion, hubo un incremento muy marcado de anticuerpos en el grupo vacunado

comparado con el grupo testigo y control.

Después de la semana 8, cuando se desafiaron los grupos vacunado y control 1, se
observé un incrementos (p<0.005) de anticuerpos en estos grupos con respecto al

grupo control 2.
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ELISA con antigeno sonicado de la cepa ATCC
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Figura 1. Promedios + Desviacion estandar de los niveles de 1gG sérica, que
reconocen antigenos sonicado de la cepa 19410 de C. pseudotuberculosis de ovinos
vacunados y revacunados. Semana 2 vacunacion, Semana 4 revacunacion y semana 8
desafio.

b) Cepa Robus

En la Figura 2, se observé un incremento gradual de los niveles de anticuerpo en los
vacunados a partir de la segunda semana posvacunacion. Posterior a la semana 8 se
noté un incremento (p<0.05) de anticuerpos siendo muy similares entre el grupo
control 1 y vacunados. En el caso del grupo control 2 los niveles de anticuerpos se

mantuvieron constante a lo largo del experimento.
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ELISA con antigeno sonicado de la cepa Robus
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Figura 2 Promedios + Desviacion estandar de los niveles de IgG sérica, que
reconocen antigenos sonicado de la cepa Robus de C. pseudotuberculosis de ovinos
vacunados y revacunados. Semana 2 vacunacion, Semana 4 revacunacion y semana 8
desafio.

7.2.2.- Resultados con antigeno BCPE

a) Cepa 19410

En la Figura 3, se observd un incremento (p<0.05) de anticuerpos en el grupo
vacunado a partir de la semana 2. Después de la revacunacién hay un incremento
mayor, en la semana 6 disminuye y después del desafio en la semana 8 el grupo
vacunado y control 1 son similares (p>0.05), mientras que el grupo control 2 es

diferente (p<0.05).
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ELISA con Antigeno BCPE con la cepa 19410
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Figura 3. Promedios + Desviacion estandar de los niveles de IgG sérica, que
reconocen antigenos BCPE de la cepa 19410 de C. pseudotuberculosis de ovinos vacunados
y revacunados. Semana 2 vacunacion, Semana 4 revacunacion y semana 8 desafio.

b) Cepa Robus

En la Figura 4, se muestra la respuesta seroldgica a los antigenos de superficie de C.
pseudotuberculosis. En la tercera semana se observo un incremento de los niveles de
anticuerpos en el grupo vacunado. En la semana 8 el grupo vacunado y el grupo control
1 tienen niveles de anticuerpos similares (p>0.05), mientras que el grupo control 2 se

mantiene constante.

21



ELISA con antigeno BCPE de la cepa robus
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Figura 4. Promedios + Desviacion estandar de los niveles de IgG sérica, que
reconocen antigenos BCPE de la cepa Robus de C. pseudotuberculosis de ovinos vacunados
y revacunados. Semana 2 vacunacion, Semana 4 revacunacion y semana 8 desafio.

7.2.3.- Resultados con antigeno DCPE

a) Cepa 19410

En la figura 5, se observé una diferencia significativa posterior a la semana 4y 8 del
grupo vacunados (p<0.05). Los grupos control 1 y control 2 se mantuvieron sin cambios

y ambos fueron muy similares (p>0.05).
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ELISA con antigeno DCPE con la cepa 19410

0.66
0.61
0.56
0.51
0.46
0.41
0.36
0.31
0.26

Abosorbancia

1 2 3 4 5 6 7

t t Semanas

e=@==yvacunados ==@==Control 1 control2

9 10

—» 0

Figura 5. Promedios + Desviacion estandar (DE) de los niveles de 1gG sérica, que
reconocen antigenos DCPE de la cepa 19410 de C. pseudotuberculosis de ovinos vacunados
y revacunados. Semana 2 vacunacion, Semana 4 revacunacion y semana 8 desafio.

b) Cepa Robus
En la figura 6,

En la Figura 6, se muestra que el grupo control 2 se mantiene debajo de los demas
grupos, y posterior a la semana 8 los grupos vacunado y control 1 incrementan

(p<0.05) significativamente en anticuerpos a comparacién del grupo control 2.
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Figura 6. Promedios + Desviacion estandar de los niveles de IgG sérica, que
reconocen antigenos DCPE de la cepa Robus de C. pseudotuberculosis de ovinos vacunados
y revacunados. Semana 2 vacunacion, Semana 4 revacunacion y semana 8 desafio.

7.2.4.- Respuesta con sobrenadante de 48 horas

a) Cepa 19410

En la figura 7, se observo que el grupo que presentd una diferencia significativa es el

vacunado, hay un incremento significativo (p<0.05) en la semana 8.
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Figura 7. Promedios + Desviacion estandar de los niveles de 1gG sérica, que

reconocen antigenos sobrenadante de la cepa 19410 de C. pseudotuberculosis de ovinos
vacunados y revacunados. Semana 2 vacunacion, Semana 4 revacunacion y semana 8

b) Cepa Robus

desafio.

La Figura 8, se observé que después de la vacunacién hay un incremento (p<0.05) de

los niveles de anticuerpos en el grupo vacunado y posteriormente va en descenso. El

grupo control 1 incrementd los anticuerpos en la semana 9 de manera significativa

(p<0.05).
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ELISA con antigeno de sobrenadante a 48 horas
de la cepa Robus
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Figura 8. Promedios + Desviacion estandar de los niveles de 1gG sérica, que
reconocen antigenos sobrenadante de la cepa Robus de C. pseudotuberculosis de ovinos
vacunados y revacunados. Semana 2 vacunacion, Semana 4 revacunacion y semana 8

7.2.5.- Resp
a) Cepa 19410

En la Figura 9,
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desafio.

uesta con Antigeno obtenido por vapor fluente.

el grupo vacunado muestra diferencia significativa (p<0.05) a

comparaciéon de los demas grupo ademas desarrolla mayor respuesta, tanto a la

vacunacion, revacunacion y al desafio.
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ELISA con antigeno obtenido por vapor fluente de
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= =
= w
w )

Absorbancia
o
(Vo)
w

0.73
? Y
L XL

0.53 = = <
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

t t Semanas f

==@==\acunados ==@==control 1 control 2

Figura 9. Promedios + Desviacion estandar de los niveles de 1gG sérica, que
reconocen antigenos Vapor fluente de la cepa 19410 de C. pseudotuberculosis de ovinos
vacunados y revacunados. Semana 2 vacunacion, Semana 4 revacunacion y semana 8
desafio.

b) Cepa Robus

El grupo vacunado, muestra diferencia significativa (p<0.05) posterior a la

revacunacion y al desafio comparado con los demas grupos.
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ELISA con antigeno obtenido por vapor fluente de
la cepa Robus
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Figura 10. Promedios * Desviacién estandar de los niveles de IgG sérica, que
reconocen antigenos Vapor fluente de la cepa Robus de C. pseudotuberculosis de ovinos
vacunados y revacunados. Semana 2 vacunacién, Semana 4 revacunacion y semana 8
desafio.

7.2.- resultados generales
7.2.1.- Anticuerpos inducidos por la vacunacion

Los animales que fueron inmunizados con el bioldégico experimental, tipo bacterina-
toxoide para la prevencion de la Linfadenitis caseosa, mostraron incrementos
significativos (p<0.05) es su respuesta serolégica para los diferentes antigenos
utilizados en la prueba de ELISA. Esta diferencia se observdé en los animales
inmunizados respecto a los animales del grupo no inmunizado y no hubo diferencia
significativa en la respuesta seroldgica para los diferentes antigenos evaluados
(BCPE, DCPE, Vapor Fluente, Sonicado y PLD), ni tampoco entre el origen de los
antigenos (cepa ROBUS y 19410).
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8.- Discusion

En el presente trabajo se evalud la respuesta serolégica inducida por el biolégico
experimental tipo bacterina — toxoide hacia los diferentes antigenos de C.
pseudotuberculosis. De los antigenos utilizados se observd una mayor respuesta para

los antigenos obtenidos por el método de sonicacion y los extraidos por calor (BCPE).

En estudios realizados en el Reino Unido, utilizando antigenos obtenidos por
sonicacion y sueros provenientes de ovinos clinicamente enfermos de Linfadenitis
Caseosa, se obtuvo una sensibilidad del 83% y una especificidad del 71 %, lo que la
hace una técnica confiable al utilizar este tipo de antigenos (19). En el presente estudio
también se demostrd, que en animales vacunados contra la linfadenitis caseosa, los
animales producen anticuerpos de manera importante contra antigenos somaticos y
de superficie de la bacteria. Esto se puede explicar porque la respuesta hacia los
antigenos sonicados se debe a que en el método empleado, se genera lisis celular y
se obtienen antigenos de superficie y somaticos de manera integra y sin

desnaturalizacion de proteinas.

En el caso del antigeno obtenido por calor (BCPE), se obtienen antigenos mas
integros, a comparacion de los antigenos obtenidos por calor y desnaturalizacion
quimica (DCPE). De estos dos métodos, la BCPE resultd mas util para evaluar
antigenos de superficie. En el trabajo realizado por Corona (13), en 2011, donde se
utilizaron estos dos métodos, se observa cierta discrepancia con el trabajo actual,
debido a que este autor determind una mayor eficiencia en el diagnéstico utilizando
como antigeno de deteccion los obtenidos por el método DCPE. Sin embargo, en el
trabajo de Corona, los individuos bajo estudio, fueron animales con signologia clinica
de la enfermedad (animales enfermos) y en condiciones de campo. Es probable, que
la infeccion activa, induzca una respuesta diferente en los animales, comparada con
los anticuerpos inducidos por vacunacion, ya que en la infeccion activa, y tratandose
de un agente intracelular facultativo, el procesamiento de antigenos por parte de las
células presentadoras de antigenos (macrofagos, células dendriticas), trae como

consecuencia una respuesta inmune diferente (13, 14).
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En otros trabajos, se han desarrollado otros métodos de extraccion por calor, en el que
la metodologia utiliza diferentes temperaturas para obtener los antigenos, con

resultados poco satisfactorios (8).

Al evaluar la respuesta de los anticuerpos, utilizando antigenos de secrecion entre los
gue se encuentra la Fosfolipasa D de C. pseudotuberculosis se observo una buena
respuesta contra este antigeno. Esto es importante porque la fosfolipasa D es el
principal factor de virulencia de la bacteria (20) y la presencia de anticuerpos
neutralizantes de la toxina es sindbnimo de proteccion o respuesta inmune. Hoelzle et
al (21) 2013, determinaron en un experimento, que el uso de PLD como antigeno
detectd el 100% de caprinos infectados y solo el 70% de los ovinos infectados. Sin
embargo, estos mismos autores mencionan, que para el diagndstico de la linfadenitis
caseosa, no es suficiente la deteccion de un solo antigeno. Ellos determinaron que la
combinacion en la deteccion de proteinas inmunodominantes (150, 74, 48, y 30 kDa)
de la bacteria y los antigenos de secrecion, como la PLD incrementan la capacidad

diagnostica de la enfermedad (21).

Al utilizar antigenos obtenidos por vapor fluente, se obtuvieron buenos resultados en
la prueba de ELISA en animales vacunados, esto puede deberse a que se utilizé calor
continuo y presiéon moderada, por lo que pudieron mantenerse integras muchas

proteinas de la bacteria.

Por otro lado, de las dos cepas de C. pseudotuberculosis utilizadas para este trabajo,
se encontraron mejores resultados empleando la cepa “Robus”, a comparacién con la
cepa 19410. Esto puede deberse a que la cepa “Robus” es una cepa recientemente
obtenida en México de un absceso subcutaneo, mientras que la cepa 19410 es una
cepa de referencia obtenida en Estados Unidos de glandula mamaria de una oveja (13,
22). Se ha demostrado la presencia de diferencias fenotipicas entre cepas de C.
pseudotuberculosis dependiendo de su origen. Estas diferencias, se sugiere pueden
ser debidas a mecanismos de mutacion, adaptacion, o regulacion genética de la
bacteria, en diferentes ambientes oxidativos o de disponibilidad de sustratos (23).
Aunque las cepas utilizadas en el presente trabajo tienen un origen similar con

respecto al dafio, los sitios anatomicos afectados son diferentes, ademas de que la
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cepa de referencia 19410 tiene mayor tiempo de aislamiento a comparacion con la
cepa Robus. (22)

En muchos paises se han desarrollado una gran variedad de ensayos de ELISA para
la deteccion de anticuerpos contra C. pseudotuberculosis, sin embargo, en la mayoria
de los casos éstos no estan disponibles de manera comercial. Por ejemplo, en un
estudio realizado por Dercksen, et al 2000, se desarrollaron 4 métodos de ELISA
donde destacan el ELISA indirecto y Doble Sandwich. Demostrando que ELISA doble
sandwich utilizando como antigeno PLD purificado y sueros hiperinmunes tiene mayor
sensibilidad 79% y especificidad 99%, considerandolo una prueba apta para llevar a

cabo erradicacion de la enfermedad (24).

También, los métodos de ELISA, han sido utilizados para dar seguimiento a las
respuestas serolégicas inducidas por vacunacion, por ejemplo, Hodgson et al (25) en
1999 evaluaron y dieron seguimiento a grupos de ovinos vacunados con una bacterina
gue contiene sobrenadante rico en PLD; y otra vacuna PLD recombinante. Encontrado
que el ELISA, utilizando como antigeno sonicado y toxoide, fue un método adecuado
para medir la respuesta inmune humoral frente a la PLD. Los resultados obtenidos en
el estudio mencionado indicaron que la vacuna con toxina inactivada con formalina
dio un 95% de proteccion frente a la vacuna con PLD recombinante el 44% (19).
También se demostré que la fosfolipasa D es un antigeno que induce una respuesta
de proteccion, y que derivé en el desarrollo de un toxoide eficaz denominado Glanvac
22 — 24 en 1984 en Australia. Esta vacuna ha demostrado un efecto protector en

diferentes desafios contra C. pseudotuberculosis (25).

En reino Unido realizaron un estudio utlizando diferentes vacunas contra C.
pseudotuberculosis, un derivado recombinante de Fosfolipasa D, una bacterina con
formalina y una bacterina con Fosfolipasa D recombinante. Para poder evaluar la
respuesta a la vacunacion y la infeccién. En estos trabajos también se realiz6 el
seguimiento con pruebas de ELISA empleando PLD como antigeno y sueros antiPLD;

se determind que las vacunas que contienen Fosfolipasa D proporcionan una
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proteccion estadisticamente significativa, ademas de evitar la diseminacién de la

enfermedad y evitar su presentacion visceral (26).

Como se ha mencionado en diferentes estudios realizados, la prueba de ELISA ha
sido una herramienta fundamental para realizar seguimiento epidemioldgico y para
evaluar los biologicos que se han desarrollado. Sin embargo asi como en México y
otros paises carecen de pruebas estandarizadas para realizar estudios, por lo que ha
sido necesario trabajar en diferentes métodos para obtener antigenos utiles para el
diagnostico y la evaluacién de la respuesta inmune de animales vacunados. Es
importante utilizar las cepas de C. pseudotuberculosis que prevalecen en

determinadas regiones geograficas para obtener resultados mas precisos.
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9.- Conclusiones.

- En el presente trabajo fue posible obtener antigenos de Corynebacterium
pseudotuberculosis a través de diferentes métodos, con lo cual fue posible evaluar la

respuesta serologica contra estos antigenos en corderos vacunados.

- Los antigenos obtenidos se utilizaron para dar el seguimiento de la respuesta

a la vacunacion de ovinos a través de una prueba de ELISA indirecta.

- Los antigenos obtenidos por sonicacion y el sobrenadante rico en Fosfolipasa

D, mostraron la mejor respuesta seroldgica en los animales vacunados.

- Los antigenos obtenidos de la cepa nacional, tuvieron un mejor

comportamiento en el reconocimiento de sus antigenos en animales vacunados.

- La vacunacion contra la linfadenitis caseosa, utilizando un biolégico tipo
bacterina-toxoide, puede ser una alternativa para la prevencion de esta enfermedad

considerando la buena respuesta antigénica observada en este trabajo.
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