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1. RESUMEN

Los ovinos y los caprinos son especies domeésticas que estan predispuestas a padecer
enfermedades que propician pérdidas econdmicas en su produccion, sin embargo poseen
defensas inespecificas y especificas que en la mayoria de las ocasiones les permiten
protegerse del ataque de agentes infecciosos presentes en el medio ambiente. Una
enfermedad importante y de presentacion comdn es la Linfadenitis Caseosa (LC),
padecimiento cronico de cabras y ovejas que se caracteriza por provocar lesiones purulentas
y caseosas, principalmente en linfonodos y ocasionalmente en drganos internos como
pulmén, higado, bazo, rifién y corazén. Corynebacterium pseudotuberculosis es el agente
etioldgico de esta enfermedad, una vez que se establece en un rebafo es dificil erradicarla
debido a que la terapia con antibioticos no es efectiva, ademas que el diagnostico clinico de
la enfermedad es limitado. Es una enfermedad de amplia distribucion mundial y su
frecuencia depende principalmente de la densidad animal y del sistema de explotacion. En
este trabajo se hace una recopilacién de diversas publicaciones sobre la Linfadenitis
Caseosa (LC) con especial interés en los aspectos de inmunidad. Muchos estudios
experimentales se han desarrollado para conseguir una vacuna confiable para el control de
la enfermedad en ovinos y caprinos. Se han empleado diferentes preparaciones de antigenos
observandose que C. pseudotuberculosis desarrolla una respuesta inmunitaria muy
compleja de caréacter humoral y celular que no recae sobre un Unico antigeno, sino que es
producto de la compleja configuracion de la pared bacteriana. Esta revision describe las
caracteristicas importantes de C. pseudotuberculosis y examina la patogénesis de la
infeccion, también refiere la respuesta inmune de la infeccion y los métodos desarrollados
para el control de la LC, con particular énfasis en el uso de la vacunacion y pruebas
serologicas. Se han desarrollado muchas pruebas serodiagnoésticas para superar el problema
de la identificacion clinica de LC, pero la mayoria se reportan con carencia de sensiblilidad
y especificidad. Sin embargo, algunas pruebas de ELISA se reportan como efectivas para el
control y erradicacion de la enfermedad.



2. INTRODUCCION

2.1 Inmunologia Veterinaria

Es la ciencia que estudia los mecanismos por los cuales los animales pueden diferenciar su
propia estructura de la ajena, reaccionar contra lo extrafio y memorizarlo para el futuro. La
inmunologia como disciplina cientifica comienza a estudiarse en el siglo XVIII como una
parte de la microbiologia; en esta época aparece la primera vacuna contra la viruela. La
inmunologia a través del sistema inmune, interrelaciona numerosos érganos de los seres
vivos, de modo que se implica en la regulacion de numerosas funciones fisioldgicas del
organismo que debemos conocer para entender su importancia en el animal (Sanchez, 2001;
Manteca et al., 2004).

2.2  Mecanismos de defensa

La proteccion del cuerpo proviene de un sistema complejo de mecanismos que se
superponen e interrelacionan de modo que en conjunto sean capaces de destruir o controlar
a casi cualquier invasor. En forma general tales mecanismos se dividen en: mecanismos
inespecificos y mecanismos especificos.

A. Mecanismos inespecificos de defensa (Inmunidad Natural o Innata):

e  Sistemas anatomicos (barreras mecanicas): piel, tracto gastrointestinal, aparato
respiratorio, tracto urogenital, glandula mamaria, etc.

e  Sistemas bioquimicos y celulares: enzimas y sustancias; células fagociticas.

e  Sistemas bioldgicos: microbiota.

e  Otros: constitucidn genética, edad, hormonas, nutricion y el estrés.

Aunque estos mecanismos proporcionan cierto grado de proteccion en contra del agente
etiolégico, algunos microorganismos en muchas ocasiones son capaces de evadirlos
(Morilla, 1989; Pérez 1990; Gershwin, 1995; Tizard, 2009).

B. Mecanismos especificos (Inmunidad Adquirida o Adaptativa):

Estan dados por el sistema inmune. Los mecanismos especificos dependen de la exposicion
previa del organismo a un antigeno y del posterior reconocimiento y respuesta contra éste.
El paso inicial es la presentacion de un antigeno a los linfocitos T. La inmunidad adquirida
puede ser natural activa, natural pasiva, artificial activa y artificial pasiva.

o Natural Activa. Ej: presencia de enfermedad.

o Natural Pasiva. Ej: anticuerpos a través de calostro.

o Artificial Activa. Ej: vacunacion.

o Artificial Pasiva. Ej: aplicacion de sueros hiperinmunes (Morilla, 1989; Pérez et al.,
1990).



2.3 Principales caracteristicas del sistema inmune

v' Capacidad para diferenciar lo propio de lo ajeno. El sistema inmune tiene una
capacidad extraordinaria de reaccionar frente a cualquier molécula distinta de la propia
estructura por pequefia que esta sea. Sin embargo, no reacciona frente a sus propios
componentes, 0 excepcionalmente ocurre bajo ciertas circunstancias.

v’ Especificidad. Tanto los anticuerpos como los linfocitos sélo reconocen a un Gnico
epitope o determinante antigénico. El sistema inmune puede reconocer miles de millones de
antigenos diferentes, pero para cada determinante se inducird un linfocito especifico.
Existen tantos linfocitos estimulados, como determinantes formen el antigeno.

v" Memoria. Cuando un antigeno se presenta por vez primera al sistema inmune, se
produce una respuesta primaria, quedando un linfocito de memoria por cada uno de los
epitopes del antigeno. Cuando ese antigeno vuelva a estar en contacto con el sistema
inmune (respuesta secundaria), el linfocito de memoria se estimulard para producir cuantos
clones de linfocitos especificos sean necesarios (frente a ese determinado epitope) de una
manera mas rapida y efectiva que en la respuesta primaria. Estas caracteristicas son la base
de la inmunizacidn, seroterapia, inmunoterapia y del diagnostico serolégico (Morilla, 1989;
Séanchez, 2001).

2.4 Organosy células implicados en la Inmunidad

24.1 Organos linfoides primarios. En pequefios rumiantes regulan la produccion
y diferenciacion de linfocitos. Los linfocitos maduros caen en dos poblaciones
principales, que se denominan linfocitos T y linfocitos B. Los linfocitos T se diferencian
en el timo, mientras que los linfocitos B se diferencian en tejidos como las placas de
Peyer. Todos estos 6rganos se generan en una etapa temprana de la vida fetal (Tizard,
2009).

2.4.2 Organos linfoides secundarios. A diferencia de lo primarios, surgen en una
etapa tardia de la vida fetal y persisten durante toda la vida adulta. Se encargan de la
estimulacion antigénica, y por ello se desarrollan poco en los animales libres de
microorganismos. Entre los ejemplos de los 6rganos linfoides secundarios estan el bazo,
los linfonodos y las acumulaciones linfaticas de las vias digestivas, respiratorias y
urogenitales. Dichos 6rganos son ricos en macrdfagos, y células dendriticas, las cuales
atrapan y transforman los antigenos, asi como los linfocitos T y B, que son los mediadores
de las respuestas inmunitarias (Tizard 2009; Sanchez, 2001).
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2.5  Células que forman el Sistema Inmune

Son muy variadas tanto en su estructura como en su funcion y todas proceden de una
Célula Madre Pluripotencial de la médula 6sea, de la que se diferencian dos lineas
distintas: la linea linfoide y la linea mieloide. De la primera linea se derivan diferentes
tipos de linfocitos, responsables de llevar a cabo las principales funciones que caracterizan
al sistema inmune y que le permite reaccionar frente a moléculas extrafias de forma
especifica, asi como recordarlas en una invasion futura. De esta linea se derivan los
linfocitos B, responsables de la produccion de anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig’s),
denominandose Inmunidad Humoral. La inmunidad humoral para los pequefios rumiantes
es representada por diversas clases de inmunoglobulinas; en el caprino se han identificado:
IgG, IgA e IgM, encontrando dos subclases de IgG: IgG; e IgG, (Gray et al., 1969);
mientras que en el ovino se conocen: IgG, IgA, IgM e IgE y presentan las siguientes
subclases: 1gG3, 1gGia, 1gG,, e 1gG3, IgA; e 1gA; vy solo una subclase de IgE. En cuanto a la
Inmunidad Celular, se reconocen a las células CD4" (cooperadoras) y CD8" (supresoras).
Para las células CD4" existen las subclases Thl y Th2 (helper o cooperadores). Otra
subclase reconocida en las ovejas son los linfocitos T yd. De la segunda linea, se derivan las
celulas denominadas accesorias o presentadoras de antigenos, que aungue no responden por
mecanismos de especificidad, forman parte de la inmunidad natural o innata y desempefian
un papel esencial en la iniciacion de la inmunidad adquirida. Las células accesorias incluso
pueden actuar como células efectoras en algunos mecanismos inmunitarios. Este grupo de
células estd formado por monocitos-macréfagos y granulocitos (neutréfilos, eosinofilos,
basofilos) y células dendriticas, siendo las funciones principales de estas células: la
fagocitosis, presentacion de antigenos y produccién de citocinas. Ver figura 1 (Sanchez,
2001; Tizard, 2009).
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Figura 1. Breve descripcion del origen de las células del sistema inmune. (Sanchez,
V. J.M., 2001).




2.6  Complejo Principal de Histocompatibilidad

El Complejo Principal de Histocompatibilidad (de las siglas en inglés, Major
Histocompatibility Complex-MHC-) es un inmenso conglomerado multigenético que ocupa
alrededor de 2,000 a 4, 000 kilobases del ADN, éste codifica un amplio ndmero de
productos genéticos y se considera como parte integral de la respuesta del sistema
inmunitario. EI MHC incluye a los genes altamente polimorficos que codifican las
moléculas péptidoaglutinantes reconocidas por los linfocitos T. EI MHC codifica proteinas
que desempefian un papel esencial en la respuesta celular pudiéndo distinguir las proteinas
propias de las no propias. Las proteinas no propias pueden originarse de tejidos
trasplantados o de infecciones patogénicas. Las numerosas proteinas codificadas por el
MHC estan presentes en casi todos los tipos de células del cuerpo y por lo general se
localizan sobre la superficie celular. Estos productos genéticos actian en concierto con los
productos genéticos de los linfocitos B y loci genéticos de los linfocitos T, con el objetivo
de proveer un reconocimiento selectivo y una eficiente eliminacién de las células
infectadas. Asi mismo, el locus del MHC codifica citocinas, moléculas implicadas en el
procesamiento del antigeno y proteinas del complemento (Montafio, 2005).

Cada MHC contiene tres clases de genes. Los genes de clase | codifican moléculas que se
encuentran en la superficie de la mayor parte de las células nucleadas (y en eritrocitos en
algunas especies), pueden dividirse en los que tienen gran polimorfismo (genes de clase 1a)
y aquellos con escaso polimorfismo (clase Ib). Los genes de clase Il codifican moléculas
del MHC que se encuentran principalmente en las células presentadoras de antigenos
(macrofagos, células dendriticas y células B). Debido a que las moléculas del MHC tanto
de clase I como de clase Il son receptores que se unen a fragmentos de antigenos y los
presentan a linfocitos, estos regulan eficazmente la respuesta inmunitaria Los genes de
clase 11 codifican proteinas diferentes a una amplia variedad de funciones, muchas de las
cuales no estan directamente ligadas a la presentacion de antigenos. Algunos de estos genes
de clase Il codifican proteinas del sistema del complemento (Tizard, 2009; Montafio,
2005).

Las moléculas de histocompatibilidad se detectan con mayor facilidad en los leucocitos
sanguineos, y reciben el nombre de la especie animal seguido de LA (Antigeno de
Leucocitos). EI MHC del ovino se denomina OLA vy se localiz6 en el cromosoma 20 por
hibridacion in situ. Se han identificado cuando menos 16 alelos clase | controlados por tres
loci (OLA-A, OLA-B, -que probablemente sean genes de clase I- y OLA-C). Seis han sido
asignados a OLA-A, cinco a OLA-B y tres a OLA-C. La resisitencia a Scrapie y a la
Linfadenitis Caseosa parece relacionarse con la posesion de algunos de estos alelos
(Mahdy, 1989). Los ovinos también presentan genes de Clase Il denominados DRA, DNA,
DOB, asi como loci pares de DRB, DQA y DQB. Por tanto, la subregion DQ consta de dos
loci, el DQ1 y el DQ2, cada uno de los cuales contiene un gen polimoérfico A y B. Se
transcriben los genes de cada locus, pero solo el DQ1 expresa productos detectables. Los
ovinos también cuentan con un locus DY que contiene un gen Ay otro B.



Un tercer gen detectado serolégicamente es OLA-X, el cual se desconoce si pertenece al
locus de clase | o de clase Il. EI complejo principal de histocompatibilidad en el caprino se
denomina GLA y consta de 13 alelos de Clase | en dos loci vinculados, y 3 alelos de Clase
Il en un unico locus. Tres genes distintos agrupados parecian estar involucrados en la
expresion de GLA; un SD1, SD2 y LD. En reportes recientes hay datos sugestivos de 27
antigenos especificos de clase I. Ver tabla 1 (Smith y Sherman, 1994; Tizard, 2009).

Especie Borrego Cabra
Sistema (OLA) (GLA)
Molécula clase | AB? | SD1, SD2?

Molécula clase Il - -
Molécula clase 111 - -
Genes de respuesta inmunitaria ( genes Ir) - -
Caracterizacion bioquimica de antigenos - -
Restriccion MHC para la funcion de células T - -
Otros loci ligados al MHC - -
Asociacién con enfermedad - -

Tabla 1. Caracteristicas principales del complejo principal de
histocompatibilidad en animales domésticos. (Adaptado de Gorodezky,
C. 1997).




2.7 Antigenos.

Un antigeno es una sustancia extrafia capaz de inducir una respuesta inmune; se consideran
antigenos a las bacterias, virus, parasitos, hongos, polen, componentes de alimentos, y en
ocasiones, células alogénicas o tumorales. El cuerpo debe ser capaz de reconocerlos como
extrafios para desencadenar una reaccion inmunitaria. Las bacterias son microorganismos
de diferente morfologia, formados por un citoplasma, una membrana celular, pared celular,
capsula, flagelos y fimbrias; dependiendo del género y la especie bacteriana. Cada
componente bacteriano puede funcionar como antigeno. Mientras algunas bacterias invaden
los espacios intercelulares de los tejidos utilizando enzimas proteoliticas, otras son
intracelulares. Los ejemplos mas notables de bacterias de este tipo son Corynebacterium
pseudotuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium paratuberculosis, entre
otras. Si bien son fagocitadas rapidamente por los macrofagos, estas bacterias son
resistentes a la destruccion intracelular. Por esta razdn, dichas bacterias pueden
multiplicarse en el interior de los macrofagos, y distribuirse por todo el organismo en el
interior de esas células. Al final los macr6fagos mueren, a consecuencia de la expansion
fisica de la masa de las bacterias que se desarrollan en su interior, lo cual da lugar a la
ruptura celular (Abbas et al., 2007; Gershwin et al., 1995; Tizard, 2009).

2.8  El género Corynebacterium.

El género Corynebacterium abarca un gran nimero de especies e incluye importantes
patdgenos animales, patogenos vegetales y bacterias no patégenas. Corynebacterium
diphtheriae, causante de la difteria humana, es la especie prototipo del género. Las
corinebacterias son Gram positivas [G (+)] y muestran un alto grado de pleomorfismo; las
especies patdgenas son aerobias y anaerobias facultativas, no esporulan y son inmoviles, en
ocasiones presentan granulos en su citoplasma, los cuales se tifien de manera irregular
(granulos metacromaticos). En los frotis tienden a la formacion de agrupaciones
caracteristicas en forma de “empalizada” o “letras chinas”. De las mas de 30 especies
incluidas en el género, dos son regularmente asociados con enfermedades de importancia
veterinaria, la bacteria intracelular facultativa Corynebacterium pseudotuberculosis, agente
causal de la Linfadenitis Caseosa en pequefios rumiantes; en equinos causa Linfangitis
Ulcerativa y en bovinos abscesos. Otra especie es Corynebacterium renale, agente causal
de enfermedad en el tracto urogenital de rumiantes (Gillespie et al., 1988; Quinn et al.,
2002a; Hirsh et al., 2004; Songer, 2005).

Basandose en el contenido lipidico de la pared celular, el género Corynebacterium
frecuentemente se agrupa con los géneros Mycobacterium, Nocardia, y Rhodococcus para
formar el grupo denominado C M N R, debido a que los cuatro géneros tienen paredes
celulares ricas en complejos lipidicos similares pertenecen a la familia Actinomycetaceae.
La principal caracteristica de esos lipidos es la presencia de un &cido denominado acido
micolico. Las mureinas (peptidoglicanos o mucopéptidos) de sus paredes celulares
contienen combinaciones de enlaces especificos. Las paredes celulares de este grupo tienen

-9-



un péptido comin denominado acido meso-alfa diaminopimélico (DAP), acido glutamico y
alanina, (también el género Corynebacterium contiene un polisacarido con arabinosa,
galactosa y en ocasiones manosa) en asociacion con arabinogalactan. Ademaés de tener
mureinas basicamente similares, los organismos del grupo C M N R incorporan entre sus
paredes &cido corinemicdlico y corinemicolénico en el caso de corinebacterias; acido
tetrahidronocérdico en nocardias o acido micolico en micobacterias Los acidos micolicos
son &cidos grasos beta hidroxilicos de cadena larga con sustituciones en el carbono alfa
(Cummins, 1962; Cummins, 1965). La formula general para el acido micolico es:

R;—CH-CH-COOH

|
OH R;

Con largas cadenas de carbono en sus radicales R, difiriendo entre si los cuatro géneros del
grupo C M N R. El &cido micdlico de Mycobacterium spp tiene el mayor nimero de
carbonos de este grupo con (C7e-Css). Corynebacterium spp tiene las cadenas de carbono
mas cortas de los cuatro géneros, conteniendo (Czs-Ca0). Rhodococcus y Nocardia tienen
un acido micoélico con cadenas de carbono de (Cao-Cso) y (Cas-Css) respectivamente
(loneda, 1990; Holt, et al., 1994; Hirsh et al., 2004).

2.9 Caracteristicas descriptivas de Corynebacterium pseudotuberculosis

Corynebacterium pseudotuberculosis es un microorganismo gram positivo de apariencia
similar a Corynebacterium diphtheriae.  Microscopicamente  Corynebacterium
pseudotuberculosis es un baston muy corto que mide de 1 a 3 um de largo y de 0.5 a 0.6
um de ancho, se tifie irregularmente presentando granulos metacromaticos y presenta unas
fimbrias cortas. Es anaerobia facultativa y crece lentamente en agar sangre, produce
colonias planas y opacas de color blanco amarillo en un tiempo aproximado de 24 a 48 h.
Las colonias estan rodeadas por un halo angosto de f-hemdlisis. Los lipidos de la pared
celular tienen un peso aproximado de 11.3% del peso seco de la bacteria. Debido al alto
contenido lipidico, las colonias tienen un aspecto seroso y se deslizan facilmente sobre la
superficie del agar (Quinn et al., 2002a).

Bioquimicamente Corynebacterium pseudotuberculosis es catalasa y ureasa positivo, es
capaz de fermentar glucosa, galactosa, maltosa y manosa. Generalmente forman &cidos
pero no forman gas con algunos carbohidratos. La capacidad para reducir nitratos a nitritos
es variable. Existen dos biotipos que difieren bioquimicamente, serolégicamente vy
epidemioldgicamente: el biotipo equino (aislado de equinos y bovinos), reduce nitratos a
nitritos (biotipo nitrato positivo); y el biotipo ovino, el cual es aislado de ovinos, caprinos y
en pocas ocasiones de bovinos, no llega a reducir los nitratos a nitritos (biotipo nitrato-
negativo) (Brown y Olander, 1987; Hirsh et al., 2004; Songer, 2005).
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2.10  Linfadenitis Caseosa (LC).

La LC es una enfermedad cronica contagiosa, caracterizada por la formacion de abscesos
en piel, linfonodos externos e internos y organos internos. También es conocida con el
nombre de Pseudotuberculosis, Enfermedad de Preisz-Nocard y Cheesy Gland. La
prevalencia de LC puede ser del 50-70%, causando pérdidas econdmicas debido a la
disminucion en el rendimiento de la canal o decomiso, disminucién de la produccion de
lana y piel, disminucion de la eficiencia reproductiva, y mortalidad en casos severos. La
enfermedad es de amplia distribucion mundial y se ha reportado en paises como Australia,
Nueva Zelanda, Europa, Medio Oriente, Asia, Africa y América. (Brown y Olander, 1987;
Paton et al., 1994; Quinn et al., 2002a; Gyles et al., 2004). En humanos la infeccion
causada por C. pseudotuberculosis es rara, y la mayoria de los casos reportados se
relacionan con la exposicion ocupacional; un caso diagnosticado en 1988 fue ocasionado
por la ingestion de carne cruda de cabra y leche de vaca (Peel et al., 1997). La literatura
reporta 25 casos mas de la enfermedad en humanos (Mills et al., 1997; Liu et al., 2005).

2.11 Patogeniade LC.

La Linfadenitis Caseosa ocasiona la formacién de lesiones piogranulomatosas, y tiene dos
presentaciones:

La forma externa (cutanea o superficial). Se caracteriza por el desarrollo de abscesos en
linfonodos superficiales o tejido subcutaneo, con un periodo de incubacion que va de 2 a 6
meses aunque se ha observado que puede ser mayor. Los abscesos normalmente se
agrandan y debridan el material purulento de consistencia espesa y coloracién blanco
verdosa infectante al ambiente, y pueden desarrollarse en un periodo de tiempo
significativo mostrando inflamacién y rodeandose por una capsula fibrosa produciendo la
pérdida de pelo en la zona. La herida causada por el absceso puede sanar y meses mas tarde
repetir el proceso de debridacion ocasionado por la incapacidad del animal para eliminar la
bacteria. Ver tabla (Williamson y Nairn, 1980; Gillespie et al, 1988; Schreuder et al., 1990;
Valli y Parry, 1993; Smith y Sherman, 1994; Radostis et al., 2001; Grant, 2007; Baird y
Fontaine, 2008).

El contenido purulento de las lesiones debridadas es una fuente importante de infeccion
cruzada entre los animales del rebafio, ya que el nimero de microorganismos viables
encontrados en el pus puede ser de 1 x 10° hasta 5 x 10’ ufc/g (unidades formadoras de
colonia por gramo). Por consiguiente, la ruptura de abscesos libera gran cantidad de
bacterias sobre la piel y la lana contaminando el ambiente inmediato, de manera que los
animales cercanos quedan expuestos a la bacteria, ya sea por contacto fisico con el animal
afectado (transmision directa) o de forma indirecta con fomites contaminados (comederos,
navajas para la esquila, etc.) y en bafios de inmersion. Las bajas temperaturas y las
condiciones de humedad prolongan la supervivencia de C. pseudotuberculosis en el
ambiente. Ver figura 2 (Nairn y Robertson, 1974; Augustine y Renshaw, 1986; Brown y
Olander, 1987; Paton et al., 2002; Gyles et al., 2004; Hirsh et al., et al., 2004).
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SITIO

FASE
Piel Infeccion Primaria
Lesiones en piel 0 mucosas
Linfa/Sangre Bacteria Bacteria dentro de PMN's Diseminacion
liberada oy
.
A ’

Linfonodo Fagocitosis
Higado
Bazo

Infeccion Secundaria

Pulmén

RifiGn Atrapada

Resolucion Eliminacién

Progresion de la lesion Contencion
(Caseificacion)

Figura 2. Patogénesis de la Linfadenitis caseosa (Batey, 1986).
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La forma interna se caracteriza por la formacion de abscesos en pulmones, higado,
rifones, bazo, glandula mamaria, escroto y linfonodos internos (principalmente los
mediastinicos), aunque otros 6rganos como corazon, cerebro, médula espinal, testiculos,
utero y articulaciones pueden afectarse. En raras ocasiones el microorganismo se ha
identificado en contenido estomacal y tejido fetal. En la actualidad existe un consenso
general entre investigadores con respecto a las fases en que progresa la enfermedad.
Después de ingresar la bacteria, continia disemindndose por via sanguinea o linfatica a
otros drganos siguiendo un proceso crénico. Ver tablas 2 y 3 (Williamson y Nairn, 1980;
Gillespie et al, 1988; Schreuder et al., 1990; Baird y Fontaine, 2007; Baird y Fontaine,

2008; Grant, 2007).

Qvinos Caprinos
Ayers Mostaza Real Williamson Zarzuelo Ledn

RF ING CERV CERV MAND MAND
PR **k%k *k*k
CERV S-ILI RF-PR S-ILI RF-PR RF-PR

*k%k *k*k
S-ILI POPL MAND ILIA CERV CERV

**k%x *k*k
ING ING ING ING ING

** **

S-ILI S-IL1 S-ILI

**% **

1ISQ POPL POPL

* *

POPL

*

Tabla 2. Linfonddos afectados en la LC, presentados en orden decreciente de frecuencia en
ovinos y caprinos. (Ledn-Vizcaino, et al., 2002).
CERV= cervical superficial ING= inguinales superficiales 1SQ= isquiatico
MAND= mandibular POPL= popliteo RF-PR=retrofaringeo-parotideo
S-ILI= subiliaco
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A (Maddy, K.T.) B (Real, F.)
n.LI. traqueobronquiales 89 I.c. cervical superficial 30.2
n.l.I. mediastinicos 81 I.c.c. retrofaringeo-parotideo | 23.8
Pulmones 76 n.l.I. mandibulares 21.7
L.C. cervical superficial 24 n.Ll. inguinales superficiales | 11.4
L.C. subiliaco 15 I.c. subiliaco 9.9
n.L.1. inguinales superficiales 15 n-l. isquidtico 2.8
Higado 14 n.l. popliteo 0.7
Herida de castracion 12 n.l. tuberal 0.3
Rifiones 8
Bazo 5
Mdusculo 4 n.l (nédulo linfatico)
L.C. popliteo 4 n.L1. (nédulos linfaticos)
n.Ll. varios 2
Encéfalo <2
Huesos Ocasional
Ojos Ocasional

Ocasional

Tabla 3. Frecuencias de localizacion de nddulos pseudotuberculosos,
(representados en porcentajes) en dos tipos de indagaciones: inspeccién de
canales en el matadero (columna A) y exploracion clinica externa (columna B)
(Lebn-Vizcaino, et al., 2002).

Aunque la LC ocurre tanto en ovinos como en caprinos existen diferencias en la
distribucion de linfonodos superficiales afectados, apariencia morfoldgica de las lesiones, y
la frecuencia y severidad de la forma visceral. En caprinos, las heridas son causadas
durante peleas que ocasionan traumatismos, punciones en la mucosa oral sufridas durante el
ramoneo Yy lesiones sobre la piel, asi como la ingestion e inhalacion de la bacteria. Los
abscesos internos causan los mayores problemas de salud, mientras que los abscesos
externos son los més comunes, localizandose en linfonodos de la cabeza, region cervical y
esternon. Para los ovinos, los factores de riesgo mas importantes en la transmision de la
enfermedad son, la trasquila y la presencia de abscesos pulmonares supurantes que al
secretarse por vias respiratorias contagian a otros animales (los abscesos pulmonares
ocasionan que la respiracion se vuelva mas rapida y dificultosa). Los linfonodos mas
afectados en ésta especie son: el preescapular, precrural, popliteo y mediastinicos. Tan
pronto como la enfermedad avanza comienza a desarrollarse la emaciacion progresiva, por
lo que se asocia al “Sindrome de la Oveja Flaca” (Benham et al., 1962; Richard et al.,
1979; Renshaw et al., 1979; Gillespie et al., 1988; Aldridge, 1995; Radostis et al., 2001).
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Diversos estudios sugieren que las lesiones pulmonares se desarrollan como parte de la
infeccion sistémica iniciada en otra parte del cuerpo, esta Ultima hipotesis es mas aceptada
en estudios que comprueban que después de la inoculacion intravenosa la mayor proporcion
de lesiones internas se encuentra en pulmones o en linfonodos toracicos. En la enfermedad
natural se ha observado que el patron de distribucion de las lesiones pulmonares coincide
con la teoria de la diseminacién hematogena o linfatica mas que con la transmision por via
respiratoria. La inoculacion subcutinea también mostré resultados en la formacion de focos
maultiples en pulmones y linfonodos mediastinicos. (Nairn y Robertson, 1974; Stoops et al.,
1984; Brodgen et al., 1984; Ellis et al., 1987; Paton et al., 1988; Pepin et al., 1994; Baird y
Fontaine, 2007; Baird y Fontaine, 2008).

C. pseudotuberculosis posee una cubierta lipidica de superficie que es externa a la pared
celular. Estos lipidos son toxicos y se asocian con la virulencia del microorganismo
protegiéndolo de la accion enzimatica hidrolitica de los lisosomas, por lo tanto permite la
persistencia del microorganismo dentro de las células. C. pseudotuberculosis también posee
una potente exotoxina denominada fosfolipasa D (PLD), considerada como el principal
factor de virulencia y es un factor de permeabilidad que promueve la hidrolisis de cadenas
éster en esfingomielina en las membranas celulares de mamiferos contribuyendo a la
diseminacion de la bacteria del sitio de entrada a sitios secundarios dentro del hospedador.
Aqui, el microorganismo contindla multiplicandose en las células hasta que éstas mueren
liberando mucho mas bacterias. Por otra parte, también provoca lesiones dermonecréticas,
y en altas dosis es letal para diferentes especies de animales de laboratorio y animales
domésticos. En los ultimos afios existe el reporte de un operon fagABC con 32-47% de
identidad a las proteinas involucradas en los sistemas bacterianos de captacion de hierro
que contribuyen a la virulencia. Este operon estd conformado por cuatro genes
denominados: fagA, fagB, fagC y fagD, adyacentes al gen pld (Adamson et al., 1985; Carne
y Onon, 1978; Lipsky et al., 1982; Egen et al., 1989; Coyle y Lipsky, 1990; McNamara et
al., 1994; Songer, 1997; Hodgson et al., 1999; Williamson, 2001; Billington et al, 2002;
Tambourgi et al., 2002; Baird, 2003).
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OBJETIVOS

Recopilar informacion de la inmunidad que se presenta contra la Linfadenitis
Caseosa en ovinos y caprinos, a partir de publicaciones impresas y en medios
electronicos.

Presentar los datos relevantes de esta busqueda de forma sintética que sirva de
referencia para interesados en el tema.

Discutir en base a los articulos revisados el panorama actual de la Linfadenitis
Caseosa.
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4, METODOLOGIA

En la elaboracion de esta tesis se seleccion0 la bibliografia adecuada a la tematica con el
apoyo de diversas fuentes como son: libros, revistas cientificas, memorias y otros recursos
como internet.

Posteriormente se reviso y se analizo dicha bibliografia para asi recopilar la informacion
pertinente a través de la elaboracion de fichas bibliograficas con las cuales se procedié a
organizarlas para la estructuracion de esta investigacion.

El paso siguiente consistié en la captura de datos, integrando elementos importantes para el
enriquecimiento tanto de la tesis como del conocimiento personal y profesional.
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S. FACTORES DE VIRULENCIA

5.1 Fosfolipasa D

La denominacion fosfolipasa se emplea para describir un grupo variado de enzimas
capaces de hidrolizar uno o mas cadenas éster en glicofosfolipidos; las letras A-D se usan
para distinguir entre fosfolipasas y para denotar la cadena éster del fosfolipido especifico
que esta unido. Como parte de su arsenal invasivo, muchos microbios han desarrollado sus
propias enzimas fosfolipasa, que pueden usarse para hidrolizar cadenas fosfato en los
fosfolipidos de membranas. El resultado de esto es el dafio o destruccion de las membranas
de las células hospedadoras, que pueden llevar a su disfuncién o disrupcion, o ambas.
Muchos géneros bacterianos se conocen por secretar enzimas fosfolipasas, y en algunos
casos se ha mostrado que desempefian un papel en la virulencia. La fosfolipasa D se
identifica como una potente exotoxina en C. pseudotuberculosis y como un factor clave de
virulencia en el desarrollo de la Linfadenitis Caseosa (Songer, 1997; Schmiel y Miller,
1999).

La fosfolipasa D en este microorganismo se caracterizo por primera vez en el afio de 1940
por Carne, y desde entonces se ha descrito en cada aislamiento de C. pseudotuberculosis
que se ha estudiado, incluyendo aislamientos de biotipos nitrato (+) y nitrato (-), y en todas
las cepas conocidas de microorganismos recuperados de especies mamiferas infectadas. La
controversia de que la PLD representa un factor de virulencia importante es apoyada por
mucha evidencia experimental (Baird y Fontaine, 2007).

Los aislamientos de C. pseudotuberculosis en los que el gen pld que codifica la exotoxina
se han eliminado del cromososma o inactivado por mutacion no son capaces de causar 10s
abscesos clasicos de la LC en linfonodos en ovinos. Del mismo modo, la presencia de
anticuerpos especificos para la PLD limita en gran medida el progreso de la enfermedad
clinica (Hodgson et al., 1992; McNamara et al., 1994).

La fosfolipasa D es una proteina catidnica que se encuentra en el citoplasma y en la pared
celular de C. pseudotuberculosis en pequefias cantidades (Brown y Olander, 1987). La PLD
se define como una fosfolipasa especifica para la esfingomielina que cataliza la disociacion
de esfingomielina en fosfato de ceramida y colina (Bernheimer et al., 1980; Pepin et al.,
1994a). El gen pld de C. pseudotuberculosis se ha clonado y secuenciado y su analisis
reveld que el gen codifica una proteina de aproximadamente 31.4 kDa, precedida por una
sefial de secuencia secretoria de 2.7 kDa (Hodgson et al., 1990).

El relativo gran tamafio de la molécula protéica ayuda a su purificacion en el laboratorio y
permite recolectar grandes cantidades. Se reportan muchas actividades bioldgicas para la
PLD, las cuales incluyen dermonecrosis, letalidad, lisis sinérgica de eritrocitos en presencia
de un factor extracelular de Rhodococcus equi, e inhibicion de lisina estafilococdcica que
induce lisis de eritrocitos; las dos ultimas actividades se emplean como pruebas de
laboratorio para la identificacion de C. pseudotuberculosis (Baird y Fontaine, 2007).
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La PLD también interfiere con la quimiotaxis de neutréfilos ovinos, y es letal para las sus
propias células (Yozwiak y Songer, 1993). En términos de importancia para la PLD como
factor de virulencia, la actividad que ha sido foco de mayor interés es el aumento de la
permeabilidad vascular en la membrana endotelial causada por la hidrdlisis de la
esfingomielina. EI aumento de la permeabilidad vascular lleva a la extravasacion de plasma
de los vasos sanguineos y en otros tejidos circundantes. Este efecto puede ayudar en la
patogénesis favoreciendo el drenaje linfatico de C. pseudotuberculosis en tejidos (Jolly,
1965; Carne y Onon, 1978; Batey, 1986).

La fosfolipasa D puede ayudar a la bacteria a diseminarse del sitio inicial de infeccion a
otras partes del organismo por otros mecanismos. Se sabe que activa la via complementaria
del sistema inmune innato, por lo tanto, la disminucion del complemento en la region
circundante de la invasion bacteriana, protege a las bacterias de la opzonizacion. También
puede ser posible que deteriore la actividad quimiotéactica de los neutrofilos y como
consecuencia, disminuya la probabilidad de fagocitar al inicio de la infeccion (Yozwiak y
Songer, 1993). Al respecto, este indicio esta en discordancia con otras teorias de
patogénesis que proponen que en los estados iniciales de la enfermedad, la bacteria parasita
a las células fagociticas y se multiplica dentro de ellas. En efecto, otros autores indican que
la PLD puede jugar un papel en el escape de la bacteria dentro de los macréfagos. Es
posible que este papel este relacionado a la accion de la PLD en la capa interna
fosfolipidica de la membrana celular de los macréfagos, como ocurre en otras infecciones
bactertianas (Titball, 1993).

Se conocen exotoxinas similares a la PLD de C. pseudotuberculosis porque son factores de
virulencia importantes en otros patdgenos bacterianos. Por ejemplo, existe 97 % de
homologia entre la exotoxina fosfolipasa D de C. pseudotuberculosis y la exotoxina activa
de Corynebacterium ulcerans, causante de difteria en humanos. Otra exotoxina como la
PLD también se considerada un factor de virulencia importante en Pseudomonas
aeruginosa. De la misma forma, el gen pld muestra homologia con el gen ymt de Yersinia
pestis, causante de la peste. La PLD también muestra similitud fascinante en la estructura y
actividad bioldgica de una enzima téxica producida por la arafia Loxosceles reclusa (Baird
y Fontaine, 2007). Esta toxina induce dermonecrosis, hemdlisis, agregacion plaquetaria, y
en raras ocasiones, falla renal fatal (Lee y Lynch, 2005). De forma parecida, en el afio de
1985, se demostrd que crisis hemoliticas severas son el resultado de la inoculacion de
sobrenadantes de cultivo o de preparaciones de exotoxina cruda purificada de C.
pseudotuberculosis en pequefios rumiantes (Hsu et al., 1985).

Esta exotoxina es un factor de permeabilidad que promueve la hidr6lisis de los enlaces éster
en la esfingomielina de las membranas celulares de los mamiferos, posiblemente
contribuyendo a la diseminacion de la bacteria desde el sitio primario de infeccion a los
sitios secundarios dentro del hospedador (Brodgen et al., 1990; Alves et al., 2006). Por otro
lado, se observo el dafio y destruccion de los macréfagos en caprinos durante la infeccion
con C. pseudotuberculosis. Este efecto letal se debe a la accion de la PLD (Tashjian et al.,
1983).
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Se report6 que el uso de una antitoxina previene la diseminacion de C. pseudotuberculosis
dentro del hospedador; sin embargo, esta no es capaz de prevenir el desarrollo de abscesos,
mientras que estudios anteriores mencionan que la vacunacion de caprinos con la exotoxina
formalinizada (fosfolipasa D inactivada) también previene la diseminacion de la bacteria,
después del desafio experimental. En la actualidad se ha descubierto que las fosfolipasas D
de C. pseudotuberculosis, C. ulcerans y A. haemolyticum tienen un efecto bioldgico similar
al veneno de la arafia Loxosceles intermedia (Toxina P1). La esfingomielinasa de C.
pseudotuberculosis puede causar hemdlisis y falla renal en corderos, sintomas similares a
los observados en humanos con loxoscelismo. De la misma forma se investigd si la
hemolisis inducida por la PLD era dependiente de la activacion del complemento
demostrando que ambas toxinas inducen la hemolisis siendo dependientes del
complemento. Mientras que la PLD solo induce la via clésica de activacion, la toxina P1
también indujo la via alterna. Los investigadores sugirieron que el inicio de la activacion de
la via clasica es consecuencia de la pérdida de simetria de la membrana de los eritrocitos
causada por la accion de esfingomielinasa de las toxinas PLD y P1 respectivamente. Ver
figura 3 (Brown et al., 1986; Williamson, 2001; Tambourgi et al., 2002).

5.2 Acidos micélicos y Peptidoglicano

La pared celular contiene polisacéaridos y lipidos. Los &cidos lipoteicoicos y el
peptidoglicano interactian con los macrofagos provocando la liberacion de citocinas
proinflamatorias. La concentracion elevada de lipidos ayuda a que el microorganismo
sobreviva a la fagocitosis y cause leucotoxicidad. La virulencia de una cepa en particular se
relaciona con la cantidad de lipidos de su pared celular. C. pseudotuberculosis no produce
una capsula protectiva pero tiene una cubierta de &cido micolico en la superficie de la pared
celular. Esta cubierta tiene propiedades citotoxicas que desarrollan el papel pricipal en la
patogenicidad de la LC. La inoculacion subcutanea en ratones con acido micolico extraido
de C. pseudotuberculosis produjo inflamacién localizada con congestion y un area de
necrosis hemorragica central, ademas, el acido micolico induce cambios degenerativos y
muerte en leucocitos fagocitarios. Sin embargo, a diferencia del efecto letal de la
inoculacion de moléculas extraidas de micobacterias, el efecto citotoxico del acido micdlico
de Corynebacterium pseudotuberculosis esta confinado al sitio de infeccion (Carne et al.,
1956; Hard, 1972; Muckle y Gyles, 1983; Tashjian y Campbell, 1983; Pascual et al., 1995).

Algunos autores sugieren que la cubierta de acido micélico permite la sobrevivencia de la
bacteria en el ambiente por largos periodos, una caracteristica comdn para otros miembros
de la familia de actinomicetos. C. pseudotuberculosis es muy resistente a las condiciones
ambientales (West et al., 2002). Las bajas temperaturas y fomites aumentan la
sobrevivencia del microorganismo en descargas de pus, y las bacterias viables pueden
recuperarse de superficies inanimadas por mas de 55 dias después de la contaminacion
(Augustine y Renshaw, 1986). Asimismo, se reportd que bajo condiciones de frio y
humedad, el microorganismo permanece viable en granjas por 6 meses 0 mas (Batey,
1986). La tierra experimentalmente contaminada con pus aun contiene bacterias viables por
mas de 8 meses. Ademas el ambiente puede permanecer infectado por un periodo
significativo después de la contaminacion (Brown y Olander, 1987).
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En la infeccidn natural, la cubierta lipidica de acido micdlico posiblemente le proporciona a
la bacteria un mecanismo de proteccion contra las enzimas hidroliticas presentes en los
lisosomas. Esto a su vez permite a la bacteria sobrevivir a la fagocitosis y existir en el
hospedador como parasito intracelular facultativo. Tal vez esta capacidad sea esencial para
la migracion bacteriana del sitio inicial de entrada al sitio eventual de la lesion desarrollada.

Ademas, la naturaleza tdxica del acido micolico parece contribuir a la formacién de
abscesos. En infecciones artificiales de ratones, se demostré la existencia de una relacion
directa entre la cantidad del lipido producido en la pared celular por diferentes aislamientos
de la bacteria y su capacidad para producir abscedacién cronica. Resultados similares
determinaron que existe una correlacion positiva entre el contenido lipidico de la pared
celular y la capacidad para producir lesiones en los nddulos linfaticos popliteos de ovinos.
Ver figura 3(Burell, 1978; Muckle y Gyles, 1983; Williamson, 2001).

5.3 Fag A, fagB, FagC y fagD: obtencion de hierro

La obtencion de hierro es uno de los factores mas importantes para la sobrevivencia
bacteriana durante la infeccion en el ambiente del hospedador. En la mayoria de los
organismos Vivos, el hierro se asocia con moléculas pequefias, proteinas o macromoléculas
complejas. Los organismos eucariotes y procariotes han desenvuelto una multitud de
sistemas bioldgicos complicados para obtener, transportar y almacenar esta molécula. La
aparente redundancia en los sistemas de obtencidn de hierro refleja la ventaja selectiva de
estrategias robustas y muy competetitivas para obtener dicho elemento. De la misma forma,
el metabolismo del hierro también es etiquetado como un mecanismo de defensa para
prevenir el crecimiento de patégenos microbianos, por lo que muchas proteinas del
hospedador son reguladas durante el proceso inflamatorio (transferrina, ferritina, hepcidina,
ferroportina, lactoferrina y lipocalina). EI mecanismo de obtencion de hierro se ha descrito
ampliamente para bacterias gram-negativas y gram-positivas, existiendo muchos articulos
publicados sobre la base molecular de la obtencién del hierro. Por ejemplo, diversos
estudios en Staphylococcus aureus reportan algunos genes y rutas involucradas en la
obtencidn del hierro, busqueda para la presencia de sider6foros y sistemas de obtencién de
hierro que utilizan transportadores ABC de tres compuestos. Una caracteristica comun de la
ocurrencia de genes que codifican transportadores de hierro, es su ubicacién en las islas de
patogenicidad (PAIs), donde hay evidencia de transferencia horizontal. Las PAls, también
se han descrito en microorganismos grampositivos tales como Corynebacterium
diphtheriae y S. pneumoniae; Corynebacterium diphtheriaeposeeun gen denominado IRP1
homdlogo a un gen transportador ABC (pia) involucrado en la obtencién de hierro en S.
pneumoniae, ubicado dentro de una PAI. En el afio 2005, se identificé una proteina DtxR
que esta involucrada en la regulacion de obtencionde hierro (principalmente en géneros de
bacterias gram-positivas, como por ejemplo, Corynebacterium, Mycobacterium vy
Rhodococcus) y en la modulacion de la expresion de sideroforos y otros compuestos en la
ruta de adquisicion de hierro Ver figura 3 (D’Afonseca et al., 2008).
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Sin embargo, para la bacteria Corynebaterium pseudotuberculosis se ha descrito un operdn
(fagABC)con un 32-47% de identidad a las proteinas involucradas en los sistemas de
obtencion de hierro, tales como los trasportadores ABC que le confirieron a
Corynebaterium pseudotuberculosis la persistencia en un modelo de infeccion caprino. En
este operdn, estdn presentes cuatro genes fagA, fagB, fagC, fagD, localizados en la
direccion 3’ del gen pld. Un acercamiento uadopara estudiar tales genes, fue la fusion del
operon al gen lacZ para evaluar la expresion. Se observd que el operdn se expresaba
pobremente en un medio enriquecido con hierro, y en un medio limitado de este compuesto,
se incrementd la expresion de la actividad de la B-galactosidasa hasta tres veces, sugiriendo
que la expresion de este operdn parece contribuir con la virulencia de la bacteria. Ver figura
3 (Billington et al., 2002).

5.4 AroBy aroQ: biosintesis de aminoacidos

Las dehidroquinasas son enzimas involucradas en la ruta biosintética para la biosintesis de
aminoacidos aromaticos. Esta ruta se describid por primera vez en la bacteria Escherichia
coli. Estas enzimas estan formadas por tres subtipos expresados: una forma monofuncional,
una bifuncional (encontrada en plantas), y una forma de dehidroquinasa, que es un
polipéptido grande. En Mycobacterium tuberculosis se ha reportado la presencia de estas
enzimas, que son esenciales para la biosintesis de fenilalanina, tirosina, triptéfano y otros
compuestos aromaticos en bacterias y otros organismos como los hongos, algas y plantas,
pero estan ausentes en mamiferos. La ventaja de que no existan estas enzimas en
mamiferos, es la psobilidad de desarrollar nuevos farmacos. Muchos patégenos que se han
atenuado por por mutaciones en la ruta biosintética de aminoacidos (ej. Salmonella ssp. y
otras especies). Una cepa de Corynebacterium pseudotuberculosis que carece de virulencia,
gracias a la atenuacion de los genes aroB y aroQ por intercambio alélico, es incapaz de
causar la LC en modelos murinos surgiriendo que podria emplearse como un vector de
vacuna, existiendo la posibilidad de crear una vacuna atenuada para el control de la LC
(Simmons et al., 1998; D’ Afonseca et al., 2008).

55  Péptidos inmunodominantes

Al tratar de identificar antigenos presentes en la bacteria completa por diversos métodos de
extraccion y poder determinar si alguno de estos antigenos era reconocido por anticuerpos
de animales infectados naturalmente, se observo que las bacterias completas sometidas a la
extraccion con éter revelaron mas de 35 bandas en un gel argéntico, mientras que los
cultivos filtrados concentrados con actividad de exotoxina mostraron mas de 15 bandas.
Los sueros de ovinos con la enfermedad adquirida se emplearon para examinar inmunoblots
de bacterias electroforadas extraidas con éter y filtrados de cultivos, reconociendo veinte o
mas moléculas corinebacterianas con pesos moleculares de 20 a 112 kDa en las bacterias
extraidas con éter que ademas presentaron titulos positivos a ELISA. Estos sueros también
reconocieron mas de seis moléculas con un rango de 20 a 68.1 kDa en los inmunoblots de
filtrados de cultivos concentrados en sulfato de amonio. Finalmente no existio una relacion
aparente entre la fase de la enfermedad y la respuesta a antigenos corinebacterianos
especificos en estos animales (Ellis et al, 1991a).
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En el mismo afio, se estudid un inmundgeno compuesto de un filtrado de cultivo
inoculandolo tres veces en ovinos con 250 ul en el dia 0 y 100 pl en los dias 21 y 35. La
evaluacion de inmunoblots indicé que los anticuerpos de los animales reconocieron un
antigeno de 31.6 kDa. Ademas el suero de los ovinos reacciond con proteinas de 25.1 y 68
kDa. Los inmunoblots de las bacterias extraidas con éter, que ademas reaccionaron con el
suero del dia O indicaron que cuatro animales reconocieron alrededor de 25 antigenos
celulares bacterianos antes de la inmunizacion. Después de la vacunacion con el filtrado de
cultivo existio un aumento en la respuesta de anticuerpos, determinado por la intensidad de
la reaccion en los inmunoblots a por lo menos ocho antigenos, incluyendo moléculas de 12,
25.1, 31.6, 36.6, 39.8, 63.1, 70, 75 0 79.4 kDa. El suero de estos ovinos altero el
crecimiento caracteristico de las colonias de C. pseudotuberculosis in vitro. Estos
resultados indicaron que la inmunizacién con preparaciones de antigeno soluble empleadas
como toxoides inducen respuestas de anticuerpos a numerosos antigenos bacterianos
ademas de la exotoxina, y también sugieren que los efectos antibacterianos mediados por
anticuerpos podrian ser un componente importante en la proteccion de la enfermedad (Ellis
etal., 1991b).

En 1994, se identifico una proteina antigénica de 40 kDa de C. pseudotuberculosis
mediante la aplicacion de una estrategia que emplea localmente células secretoras de
anticuerpos (ASC). Las sondas ASC (son los sobrenadantes obtenidos de los cultivos de
células secretoras de anticuerpos) obtenidas de linfonodos que drenan el sitio de infeccion,
mostraron una especificidad restringida a un antigeno de 40 kDa. El andlisis de
inmunoblots con muestras de suero secuenciales tomadas de ovinos durante el curso de la
infeccion primaria experimental con C. pseudotuberculosis también revelé que esta
proteina era un antigeno inmunodominante. Para el ensayo de vacunacion se emplearon 64
ovinos de seis meses de edad asignados a tres grupos; el grupo 1 recibio 100 pg de la
preparacion del antigeno de 40 kDa en hidréxido de aluminio, el grupo 2 recibié 5 pug de la
misma preparacion mientras que el grupo 3 recibi6 solamente un placebo de hidréxido de
aluminio. A cada animal se le administré por via subcutanea su dosis respectiva en dos
ocasiones, en un intervalo de cuatro semanas. Tres semanas después de la segunda
aplicacion los animales se desafiaron con una suspension de 2x10° bacterias y a los tres
meses post desafio se realizé la necropsia. Los ovinos vacunados con dos dosis de 100 pg
se protegieron de la infeccién, con un 82% de reduccion en la proporciéon de ovinos
infectados y un 98% en la reduccion de lesiones pulmonares. Este nivel de proteccion se
comparé favorablemente con los niveles de proteccion conseguidos en la actualidad con las
vacunas comercialmente disponibles. La dosis mas baja de la preparacion (5 pg) no
proporciond un nivel significativo de proteccion en los animales infectados pero redujo
significativamente la incidencia de lesiones pulmonares. Ademas, no existié una relacion
perceptible entre las lesiones pulmonares y los titulos de anticuerpos. Estos datos implican
en gran medida a la inmunidad celular como el mecanismo primario de rechazo inmune a la
infeccion. La proteccion significativa conseguida por la vacunacion sugiere que el antigeno
de 40 kDa desemperia el papel principal en la proteccion contra la LC. A la fecha, el unico
antigeno protectivo reconocido es la PLD que también es el principal determinante de
virulencia (Walker et al, 1994).
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Mas tarde, al clonar y secuenciar la proteina de 40 kDa encontraron que contenia un marco
de lectura abierto (de las siglas en inglés open reading frame-ORF-) de 1,137 pb (pares de
bases) codificando a una proteina de 379 aminoacidos. La carencia de homologia con la
base de datos de nucleédtidos y proteinas confirma que la proteina de 40 kDa es una nueva
proteina. La proteina recombinante de 40 kDa se sobreexpresé como una proteina de fusion
para el 15% de proteinas celulares totales en Escherichia coli. El analisis bioquimico de
proteinas naturales y recombinantes de 40 kDa revel6 la actividad proteolitica asociada por
medio de inhibidores especificos, y mostro ser un tipo de serinproteasa. Los investigadores
denominaron a esta proteina “proteasa corinebacteariana 40” (CP40) (Wilson et al., 1995).

Al utilizar una técnica sencilla y eficiente para purificar proteinas llamada TTP (de las
siglas en inglés Three-Phase Partitioning), en donde se precipita la fraccion proteica en la
interfase por medio de la accién del sulfato de amonio y butanol (isémeros n y t butanol).
En este estudio una extraccion con TTP hecha con sulfato de amonio al 30% y con un pH
inicial de 4.0 dio la mejor inmunoreactividad humoral y celular en cabras infectadas con
LC. En particular, se descubrieron dos proteinas inmunogénicas secreatadas de 16 y 125
kDa, las cuales no se habian identificado por otros métodos de extraccion. Finalmente, para
evaluar la influencia de pH, saturacion de sulfato de amonio e isémeros de butanol sobre la
actividad linfoproliferativa de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) por los
antigenos extraidos con TPP, se encontrd que el potencial linfoproliferativo de antigenos
extraidos por dicha técnica fue enormemente aumentado y optimizado cuando se llevo a
cabo en un pH acido y una saturacion de sulfato de amonio por encima del 15%. Por otra
parte, en pH neutro la respuesta linfoproliferativa descendié con el incremento de la
concentracion de sulfato de amonio. En contraste, los resultados de inmunoblot, los cuales
no mostraron diferencias entre los isomeros de butanol, la extraccion con n-butanol dieron
un antigeno mucho més inmunoreactivo que con t-butanol. Ver figura 3 (Paule et al., 2004).

56  Genes de respuesta al choque térmico

Las proteinas de choque térmico (de las siglas en inglés HSPs), son de los grupos de
proteinas mayormente conservadas entre los organismos. Inicialmente, las describieron por
estar involucradas en el estrés térmico, pero en la actualidad se sabe que las HSPs
participan en otros eventos, tales como, la deplecién nutricional, la hipotaxia, la disrupcion
metabdlica, infecciones virales, transformacion, y otros procesos celulares. Las proteinas
denominadas chaperonas, se encuentran en casi todos los organismos y se clasifican en seis
familias: Hsp10, Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90 y Hsp100. Sin embargo, en procariotes, las
HSPs mejor caracterizadas y descritas son: hsp60 (groEL), hsp70 (dnaK) y hsp10 (groES),
y en el género Corynebacterium dos genes paralogos de hsp60 (D’Afonseca et al., 2008).
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El rol de las HSPs durante el estrés térmico involucra la prevencion o inversion de la
desnaturalizacion protéica inducida por el calor, y la agregacion que puede ser letal para las
bacterias. Por medio de un macroarreglo de ADN con el genoma de la cepa C231 de C.
pseudotuberculosis, se identificaron ocho clones fuertemente regulados a 43°C, siete
contenian secuencias con identidad a proteinas de choque térmico detectadas previamente
en otras especies bacterianas. Los clones Q1-F11, Q4-E9, Q5-E10 y Q11-G7 contenian
secuencias con identidad a dnakK, el clon Q16-G1 tenia una secuencia de identidad a dnaJ y
Q12-C5 contenia secuencia de identidad con hspR, mientras que el clon Q7-C2 contenia
una secuencia de identidad con clpB. Dos clones (Q3-B2 y Q2-G12) contenian una
secuencia que codifica para pld y fagC, y dos clones mas (Q4-A3, Q11-G1) codificaron
para una fas (acido graso sintasa). En gran medida pld, fagC y fas mostraron una expresion
muy baja a 43°C. Los primeros ocho clones identificados, excepto uno, presentaron una
expresion elevada y pertenecieron a la familia de genes de choque térmico. Los genes
dnaK, dnaJ y hspR forman parte del operon dnaK. En otras especies bacterianas
relacionadas, el gen grpE también se encontro en este operon, de tal manera que el orden es
el siguiente: dnakK, grpE, dnaJ y hspR. A través de la secuencia en la regién dnaK-dnaJ se
pudo demostrar que grpE también se localizd entre estos genes en C. pseudotuberculosis.
Los primeros tres genes del operon codificaron para proteinas con funcion de chaperona,
mientras que hspR era una proteina reguladora. El cuarto gen de choque térmico
identificado como clpB también tuvo funcion de chaperona (McKean et al., 2007).

La FAS identificada en este estudio mostré identidad con la FAS-I, que es una enzima
multidominio, la cual codifica todas las actividades requeridas para la biosintesis de acidos
grasos. La mayoria de las bacterias presentan al menos una de estas enzimas, y es probable
que debido a la compleja estructura de la pared celular de C. pseudotuberculosis requiera
de esta enzima para modular la composicion de la membrana en respuesta a la temperatura,
permitiendo mantener la fluidez de la membrana y las actividades bioquimicas de la bicapa,
por lo que es factible que el cambio observado en la expresion genética de fas en C.
pseudotuberculosis ocurra para mediar este tipo de respuesta. Esta enzima identificada
muestra mayor identidad con FasB que con FasA (71% de indentidad contra 54% de
identidad). A la fecha, se desconoce si C. pseudotuberculosis contiene mas de una enzima
FAS. Adicionalmente, la expresion de genes involucrados en la biosintesis de &cidos grasos
demuestra que esta decrece en respuesta a una tasa reducida de crecimiento celular,
presumiblemente como un mecanismo que garantiza la produccién de una cantidad
apropiada de &cidos grasos. Dado que la tasa de crecimiento de C. pseudotuberculosis se
reduce a 43°C (comparada en los 37°C), la expresion reducida de fas también podria
relacionarse con la tasa de crecimiento (McKean et al., 2007).

Coelho, K. S, Miyoshi, A., y Azevedo, V., caracterizaron y aislaron por primera vez a los
genes hspl0 y hsp60 de C. pseudotuberculosis. Se sabe que la mayoria de las HSPs son
capaces de originar una respuesta humoral y celular, y por lo tanto, tienen propiedades
inmunogénicas. En base a esta informacion, el mismo grupo de investigadores probd una
vacuna ADN con hsp60 y una proteina recombinante de una vacuna de subunidad en
desafios con ratones obteniendo una produccion significativa de IgG (D’Afonseca et al.
2008).
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Figura 3. Factores de Virulencia de Corynebacterium pseudotuberculosis.
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6. MECANISMOS INESPECIFICOS DE DEFENSA

Para el caso de LC no existe raza alguna de cabras u ovejas que se muestre refractaria al
padecimiento de esta en cualquiera de sus formas clinicas pero si resulta evidente que
algunas razas parecen ser mas susceptibles a sufrirla. En parte, existe un factor
constitucional de base genética ligado a la raza, la reduccion del grosor de la piel, que se
acomparia de una particular calidad del tejido conectivo y finura de la dermis (Richard et al,
1979; Quinn et al., 2002b; Urquiza, 2007). Los factores de aparente predisposicion racial
para LC son causalmente confusos, ya que su intervencion predisponente estriba en la
utilizacion zootécnica que de la raza en cuestion se hace. Tal es el caso de la predisposicion
de las razas lecheras a padecer con mayor prevalencia mastitis pseudotuberculosa que las
razas de aptitud cérnica o bien las razas de ovejas productoras de lana estan mas propensas
a LC por heridas causadas durante la trasquila. Mientras que la LC resulta esporadica en el
ganado caprino extensivo en las explotaciones intensivas la prevalencia es elevada. Se
atribuye esta predisposicion a la supervivencia de C. pseudotuberculosis en los locales,
suelos, pasillos y utensilios (Schreuder et al., 1986).

El plasma de los animales contiene un grupo de aproximadamente 30 proteinas,
colectivamente referidas como sistema del complemento, el cual desarrolla un papel
importante en la inmunidad no especifica y amplifica las reacciones inmunes especificas.
Existen dos vias diferentes para la activacion del sistema del complemento denominadas
via clasica y via alterna. La via clasica se activa por un complejo inmune como una
molécula de IgM o dos moléculas de 1gG unidas a una célula blanco, mientras que la via
alterna se activa directamente por superficies celulares de las bacterias, componentes de
agentes infecciosos como los lipopolisacaridos, paredes celulares de levaduras, y algunos
virus o células infectadas por virus. Este método de activacion del complemento es de
importancia primordial en las respuestas inmunes no especificas. El papel central del
complemento en las reacciones inflamatorias relaciona a la diversidad de reacciones
inmunes en que los componentes del complemento y sus fragmentos participan. La
formacion de complejos de ataque en membranas sobre las células blanco es efectiva para
lisar muchas de las bacterias Gram-negativas. La mayoria de las células Gram-positivas son
resistentes a los efectos liticos del complemento, probablemente como consecuencia de su
gruesa capa de peptidoglicanos que previenen el acceso de C5b-9 a la membrana interna
(Quinn, et al., 2002b; Playfair, 1992; Gershwin et al., 1995). Al llevar a cabo un estudio
para investigar el papel del receptor del complemento tipo 3 (CR3) en la defensa del
hospedador contra las infecciones primaria y secundaria de C. pseudotuberculosis en
ratones, los animales tratados con 5C6, un anticuerpo monoclonal (mADb) anti-CR3 produjo
la multiplicacion de la bacteria sin restriccion en los 6rganos e incrementé dramaticamente
la mortalidad de los ratones infectados. ElI examen histologico evidencio inflamacion,
degeneracion y necrosis de 6rganos, y reveld que el efecto de infeccion reforzado de 5C6 se
asociaba con el fracaso de los ratones para dirigir a los fagocitos mononucleares hacia sitios
de multiplicacion bacteriana. Estos resultados sugieren que CR3 desempefia un papel
importante en la defensa del hospedador contra la infeccion primaria y secundaria causadas
por C. pseudotuberculosis (Lan, et al., 19994, Lan, et al., 1999b).

-27 -



Diversos estudios realizados en ovinos demostraron que la infeccion experimental causada
por C. pseudotuberculosis, especialmente se asocia con un aumento transitorio de la
temperatura corporal, inflamacion localizada y formacion de abscesos en el sitio de la
infeccion inicial antes de localizarse en linfonodos (Pepin et al., 1991a; Pepin et al., 1994).

Los fagocitos son células que estan adaptadas especificamente para ingerir y destruir
bacterias u otras particulas extrafias. Mientras que los monocitos-macrofagos pueden vivir
por semanas. Los neutrofilos, durante su tiempo de vida de solo unos dias son capaces de
responder rapidamente contra los microorganismos invasores, especialmente bacterias. Los
neutrdfilos que estdn en proceso de muerte liberan elastasa y colagenasa y de este modo
generan factores quimiotacticos de monocitos. De tal manera que los neutrofilos alcanzan y
atacan el material extrafio primero, y al morir, atraen a los macréfagos hacia el sitio
invadido. Los macréfagos son atraidos por productos bacterianos y por productos de la
activacion del complemento, como C5b; también son atraidos por moléculas liberadas en
tejidos y celulas dafiadas. Los monocitos-macrofagos responden lentamente a la invasion
bacteriana, pero éstos estan mejor equipados para atrapar y destruir patégenos invasores,
sobre todo aquellos microorganismos que pueden multiplicarse intracelularmente.Los
monocitos-macrofagos, ademas de fagocitar y presentar antigenos a células T para iniciar
una respuesta inmune, liberan citocinas (IL-1, IL-6, IL-12, el Factor de Necrosis Tumoral-
TNF- e interferones-IFN’s-), proteinas que producen fiebre y estimulan al sistema inmune.
Cuando los monocitos se desplazan hacia los tejidos inflamados sintetizan cantidades
crecientes de enzimas lisosomicas, se promueve la actividad fagocitaria, aumenta la
expresion de receptores de anticuerpos, complemento y transferrina, y se incrementa la
secrecion de proteasa neutra. Estas células se denominan macrofagos inflamatorios. Los
macrofagos inflamatorios pueden ser estimulados todavia mas, principalmente para que se
conviertan en macrdfagos activados, lo cual sucederd con la exposicién a productos
bacterianos y proteinas que se denominan interferones. Estos macrofagos activados tienen
una mayor capacidad de ingerir y eliminar bacterias. Los macr6fagos llevan un gran
namero de receptores en su superficie. Su expresion se intensifica por la activacion del
macrofago con el interferon gamma (IFN-y) (Salyers y Whitt, 1994; Tizard, 2009; Quinn et
al., 2002b).

El conocimiento referente a los mecanismos por los que LC se establece, se basan en
estudios experimentales. Se ha podido demostrar que la infeccion experimental en ovinos
se asocia con el aumento transitorio de temperatura, inflamacion localizada y formacién de
abscesos en el sitio de infeccion, y es probable que la bacteria se replique extracelularmente
en el sitio de infeccion antes de localizarse en linfonodos. La infeccion inicia a través de
una herida que posteriormente muestra inflamacién local en el sitio de entrada de C.
pseudotuberculosis. Al inocular ovinos con 2 x10° corinebacteias viables por via
subcutanea se encontraron las siguientes caracteristicas en las lesiones primarias. En el dia
1 postinfeccion (PI), se observo en la céapsula, seno subcapsular y area cortical del
linfonodo parotideo una infiltracion masiva de polimorfonucleares, en su mayoria
neutrofilos. La infiltracion fue més intensa en las areas media y cortical del linfonodo en
comparacion con los polos y la médula del linfonodo. Este cambio dramatico de PMNs
hacia linfonodos infectados coincidid con una granulocitosis sanguinea periférica
significativa observada en el dia 1 PI. Para el dia 3 PI, los PMNSs aun estaban presentes pero
en menor numero y se encontraban diseminados en todo el linfonodo. Los microabscesos se
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agrandaron y se volvieron confluentes con un inicio de necrosis central. Para este momento
se observaba una poblacién de histiocitos (macrofagos) sobre todo en sinusoides de los
linfonodos. Para el dia 6 PI, las lesiones se agrandaron, y comenzaba a ser evidente la
infiltracion de células mononucleares en las lesiones que llevaron a la transformacion de los
microabscesos a los tipicos granulomas. La necrosis central se rode6 por un borde de
células epiteloides. Esta transformacion se asocié a piogranulomas con una desaparicion
correlativa de PMNs e hiperplasia linfoide. (Pepin et al., 1991b).

La capacidad de los neutrdfilos para permanecer viables por mas de 10 h después de
exponerlos a la PLD indico que esta puede no ser un agente leucotoxico para neutrofilos in
vivo. Después de 10 h se esperaria que los neutréfilos emplearan sus capacidades
funcionales primarias en respuesta a la infeccion. La muerte de los neutrdfilos despueés de
este tiempo podria ser menos importante, a excepcion de cémo se relaciona para liberar
agentes quimiotacticos o enzimas hidroliticas que dafian el tejido Los resultados de este
experimento proporcionan un mejor entendimiento de los efectos potenciales de la PLD
sobre la funcion de los neutrofilos ovinos y sugieren posibles funciones para estos efectos.
La PLD puede influenciar en la viabilidad y funcion de los neutréfilos y estos efectos
pueden relacionarse a los eventos que ocurren in vivo. En apariencia, existe un balance
dindmico entre la capacidad del hospedador para eliminar a la bacteria y la capacidad de la
bacteria para utilizar la respuesta no especifica del hospedador y asi facilitar su
sobrevivencia y diseminacion en el tejido (Yozwiak y Songer 1993).

En un estudio con corderos se caracterizaron macrdfagos in situ presentes en
piogranulomas inducidos experimentalmente con C. pseudotuberculosis. Se produjeron tres
tres anticuerpos monoclonales (mAb) en ratones BALB/c con macro6fagos alveolares de
ovinos saludables. Su reactividad no solo se probd en macréfagos encontrados en los
piogranulomas, sino también en porciones de varios 6rganos en condiciones estables. Un
mADb, denominado OM1, reconocié monocitos y a la mayoria de las células del sistema
fagocitico mononuclear en érganos linfoides y no linfoides. Otros dos mAb, OM2 y OM3,
reaccionaron con una subpoblacion de macrofagos alveolares y con otros tipos celulares en
tejidos, en particular con células endoteliales para el mAb OM2. En las porciones de
piogranulomas experimentales que se desarrollaron en linfonodos de drenaje en los sitios
donde se inocul6 C. pseudotuberculosis, el mAb OML1 reacciond con todos los macréfagos
distribuidos en empalizada alrededor del centro necrético de la lesion a partir del dia 6 al 28
Pl. Los mAb, OM2 y OM3, fueron capaces de distinguir dos tipos de granulomas: un tipo
se caracterizé por una gran cantidad de células epiteloides tefiidas para OM2; y el otro tipo
se caracterizd por pocos macréfagos positivos a OM2, mientras que las células positivas a
OM3 fueron méas numerosas. Estos resultados muestran que los macréfagos son células
predominantes en piogranulomas y sugieren dos patrones histoldgicos diferentes en la
evolucion de los piogranulomas inducidos por C. pseudotuberculosis, de acuerdo al estado
inmunoldgico del hospedador (Pepin et al., 1992).
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6.1  Proteinas sanguineas: (IFN) gama, activacion del complemento, proteinas de
fase aguda, TNF alfa, interleucinas (IL’s)

Las citocinas son como las hormonas del sistema inmune que controlan y determinan la
naturaleza de la respuesta inmune. Las interleucinas basicamente efectian la actividad
funcional de los linfocitos involucrados en las respuestas especificas mediadas por
anticuerpos y células. Los factores estimuladores de colonias que regulan la maduracion de
células precursoras de macrofagos, granulocitos, mastocitos y linfocitos se relacionan con
la respuesta innata contra varios patdgenos (Radford et al., 1991).

Los interferones (IFN) son moléculas producidas por diferentes tipos celulares después de
una infeccion viral. Existen dos tipos de interferones; el tipo | puede ser o 6 B e inducen la
produccion de proteinas antivirales (quinasas). ElI IFN-a. es producido por monocitos,
mientras que el IFN-B es producido por fibroblastos. Otros efectos del IFN tipo I son la
inhibicidn de la proliferacion celular, el aumento de células NK (natural killer), lisis celular,
y la modulacion del MHC clase | por incremento y decremento de la expresion Clase 1l. El
IFN-y tipo 11, es producido por linfocitos T cooperadores después de la estimulacion por un
antigeno (no necesariamente un antigeno viral), el IFN-yes una citocina con diversos
efectos, entre los que se incluye la activacion de macrdfagos. EI Factor de Necrosis
Tumoral (TNF, de las las siglas en inglés Tumor Necrosis Factor) es producido por
macrofagos después de ser estimulados por lipopolisacéridos bacterianos. Otras fuentes
secretoras incluyen células T activadas, células NK y mastocitos. La union del TNF a
receptores de superficie provoca efectos como la activacion de neutréfilos, estimulacion de
macrofagos, incremento de la adhesion de leucocitos e incremento de la expresion del
MHC Clase I. También puede causar la induccion de fiebre, sintesis de proteinas de la fase
aguda, y activacion del sistema de coagulacion (Gershwin et al., 1995).

Uno de los parametros funcionales clave que determinan el resultado de las respuestas
inmunes para los agentes infecciosos es la naturaleza de las citocinas producidas localmente
por las células del sistema inmune. La organizacion y caracterizacion de las células en el
piogranuloma resaltan la importancia de los mediadores liberados por linfocitos T
especificos y macrofagos estimulados (Pepin et al., 1997). Una investigacion en ovinos
midié la expresion de citocinas en linfonodos y los sitios de inoculacion en los animales
inoculados con dos cepas atenuadas y una cepa de campo, y observaron que las citocinas
proinflamatorias IL-1B y el TNF-a se expresaron en niveles elevados en el sitio de
inoculaciéon mientras que la expresion de linfocinas asociadas a células T (IL-2 e 1L-4) fue
mayor en linfonodos popliteos que en el sitio de inoculacion. Por otro lado, los niveles de
expresion genética para el TNF-a, la IL-2, y el IFN-y fueron mas elevados en el dia 7 PI
(este periodo de tiempo corresponde a una “fase de amplificacion” en la formacion de
piogranulomas) que en el dia 28 PI (“fase de estabilizacion” en la formacion de
piogranulomas), mientras que la IL-6 y la IL-1P fueron mas elevadas en el dia 28 PL.
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Debido a que la expresion de células T y citocinas asociadas fue mayor en el sitio de
inoculacion y en linfonodos popliteos se puede plantear un importante proceso inflamatorio
en la primera semana de la fase de estabilizacion (dia 28 PI). Esto puede correlacionarse
con el proceso de formacion de piogranulomas despues de la infeccion experimental con C.
pseudotuberculosis, tiempo en el que es posible distinguir tres fases: la primera (1-4 dias)
es el proceso de iniciacion, caracterizado por la llegada de neutrdfilos al sitio de
inoculacién y a linfonodos. La segunda fase de amplificacion (5-10 dias) se caracteriza por
el desarrollo inicial de piogranulomas donde destacan los macrofagos y linfocitos. La
tercera, denominada fase de estabilizacion se caracteriza por la maduracion y persistencia
del piogranuloma (Guilloteau et al., 1990; Pepin et al., 1991a, Pepin et al., 1991b, Pepin et
al., 1992, Pepin y Hodgson, 1994, Pepin et al., 1994). Estas fases patogénicas concuerdan
en que las citocinas proinflamatorias estan involucradas en la primera fase, mientras que las
citocinas asociadas a células T se involucran méas en el proceso infeccioso tardio en
linfonodos de drenaje. Aunque este estudio no permitié determinar el tipo de células que
producen estas citocinas, es probable que los macrofagos y linfocitos distribuidos en dos
estratos alrededor del area de necrosis central, sean la fuente principal de citocinas (Pepin et
al., 1997).

El papel del IFN-y en la resistencia del hospedador a C. pseudotuberculosis también se
examind en ratones knockout* que carecian del receptor para el IFN-y (IFN-y R7),
pudiendo indicar un papel importante de esta citocina para controlar la infeccion primaria
(Simmons et al., 1998).

En la exposicion del hospedador a infecciones bacterianas el TNF-a. y el IFN-y desarrollan
papeles tanto benéficos como perjudiciales. De acuerdo a otros estudios, estas citocinas
juegan un papel protectivo en la resistencia del hospedador contra el crecimiento de
patégenos facultativos intracelulares como Listeria monocytogenes, Mycobacterium
tuberculosis, (BCG) Mycobacterium bovis, Salmonella typhimurium y Rhodococcus equi
(Lan et al., 1998).

El IFN-y es una molécula importante para activar macrofagos que se involucra en la
defensa innata contra micobacterias patogénicas. Muchos mecanismos inmunes, como la
presentacion de antigenos, las interacciones de células endoteliales con leucocitos,
crecimiento celular y apoptosis, intermediarios reactivos de oxigeno y nitrdgeno, asi como
la fusion del fagosoma con el lisosoma pueden modularse a través de la actividad de esta
molécula. Sin embargo, se desconocen los mecanismos involucrados para tales
modulaciones (Houben et al., 2006).

Se ha reportado que los linfocitos T y los macréfagos desarrollan un papel importante en la
defensa del hospedador contra C. pseudotuberculosis. Aunque, el TNF-a y el IFN-y son
citocinas secretadas principalmente por macrofagos y células T respectivamente, se
preseume que estas citocinas pueden estar involucradas en la defensa del hospedador contra
C. pseudotuberculosis. Los resultados de un estudio en ratones comprobaron que ambas
citocinas son producidas endégenamente después de la infeccidn con la bacteria y que sus
titulos alcanzaron el maximo a los 4 dias postinfeccion y posteriormente disminuyeron.
TNF-a endogeno se pudo detectar en los bazos de ratones, mientras que por la sangre nunca
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se pudo detectar en ninguna fase de la infeccidn, lo que hace suponer que TNF-a se
produce localmente en sitios donde prolifera C. pseudotuberculosis.

De acuerdo con estudios previos que reportan que el TNF-a es producido localmente en
piogranulomas pulmonares inducidos experimentalmente o adquiridos naturalmente, y que
el TNF-a tuvo mayor aumento en el sitio de inoculacion que en linfonodos popliteos de
ovinos (Lan et al., 1998; Ellis et al., 1995; Pepin et al., 1997). Se demostrd que el TNF-a e
el IFN-y producidos en la infeccion aguda juegan un papel importante en la resistencia del
hospedador contra C. pseudotuberculosis, aunque la administracion de anticuerpos
monoclonales anti-TNF-a y anti-IFN-y incrementaron el crecimiento bacteriano en érganos
y la mortalidad en ratones. También se encontr6é que la administracion de mAb anti-TNF-a
y anti-IFN-y en el dia 0 6 en el dia 4 de la infeccion produjo un decremento en la induccion
de resistencia anticorinebacteriana, pero no hubo decremento cuando los mAb se inyectaron
después de esto. El rol de ambas citocinas también se pudo demostrar por resultados
obtenidos en la examinacion histoldgica, ya que en el dia 4 después de la infeccion, los
ratones tratados con mAb anti-TNF-a ¢ anti-IFN-y pudieron exhibir microabscesos en
organos foliculares y una inflamacion folicular severa, ademas de la destruccion de
linfocitos. Los tratados con anti- TNF-a también mostraron abscesos encapsulados.
Tradicionalmente se asime que las células T CD4, y mas especificamente la subpoblacion
Th1, estan involucradas en la resistencia adquirida contra bacterias intracelulares, y que
incrementan la actividad bactericida de macréfagos al producir IFN-y, mientras que el
papel de las células T CD8 en la resistencia a bacterias intracelulares se relaciona con su
capacidad para producir el IFN-y o lisar células infectadas. Los resultados en este estudio
mostraron que la administracion de mAb anti-CD4 6 anti-CD8 aumentan significativamente
la mortalidad y reducen marcadamente la produccion de IFN-y, sugiriendo que ambas
subpoblaciones de células T son responsables de la resistencia a C.pseudotuberculosis
secretando el IFN-y enddgeno. Otro mecanismo posible por el que las células T CD8
podrian ejercer un efecto anticorinebacteriano es mediante los linfocitos citotdxicos con lo
que puede concluirse que tanto el TNF-a como el IFN-y desempefan un papel esencial en
la defensa contra C-pseudotuberculosis y que estas citocinas pueden actuar aditivamente
aunque su modo exacto de accion contra la bacteria permanece sin estudiarse (Lan et al.,
1998).

Hasta el momento, el papel de estas citocinas durante la infeccién secundaria no se ha
podido establecer, por lo tanto se investigo el papel de el TNF-a y el IFN-y en la inmunidad
protectiva durante la infeccion secundaria causada por Corynebacterium
pseudotuberculosis observando que el 50% de los ratones infectados dos semanas antes
pudieron sobrevivir a la inoculacion letal sugiriendo que después de la infeccidn primaria la
resistencia adquirida a la bacteria se desarrolla dos semanas después de la infeccion
primaria y puede conservarse por 6 semanas mas. Por otro lado, al cultivar células
esplenicas dos a ocho semanas despues de la infeccion primaria se produjo una cantidad
significativa del TNF-a y del IFN-y cuando las células se estimularon con la bacteria
formalinizada suponiendo que el establecimiento de la resistencia del hospedador inducida
por la infeccion primaria se correlaciona con la produccion de estas citocinas. Es probable
que las respuestas celulares induzcan la produccion de citocinas y que esto ocurriria de una
manera rapida e intensiva en la infeccion secundaria.
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De hecho, se pudieron detectar actividades significativas del TNF-a y del IFN-y en ratones
inmunizados poco después del desafio secundario con C. pseudotuberculosis. Ambas
citocinas aparecieron en ratones a las tres horas, y alcanzaron su méximo a las 24 h. El
tratamiento con mAb anti-TNF-a y anti- IFN-y aumenté la mortalidad y crecimiento
bacteriano en los 6rganos de ratones, por lo que podria pensarse que el TNF-o y el IFN-y
enddgenos producidos en ratones durante la infeccion secundaria son importantes en la
resistencia del hospedador a la infeccion secundaria (Lan et al., 1999a).

La administracion del mAb anti-CD4+ incrementd significativamente la mortalidad, asi
como la proliferacion bacteriana, por otro lado, redujo marcadamente la produccién del
TNF-a y del IFN-y. Estos resultados sugieren que las células CD4 estan involucradas en la
resistencia adquirida a la infeccidn secundaria causada por C. pseudotuberculosis. Por esta
razon se puede asumir un rol critico para la eliminacion de la bacteria. En contraste, al
efecto del mAb anti-CD4, el mAb anti-CD8 no aumentd la mortalidad y no mostré un
efecto significativo en la eliminacion de la bacteria de los érganos o en la produccién de
citocinas. Finalmente los resultados de este estudio revelaron que el TNF-a y el IFN-y se
producen rapidamente después de la infeccidn secundaria, asi como en células esplénicas
de ratones infectados una vez que se da la estimulacion con C. pseudotuberculosis muerta,
indicando que las células Thl son importantes en la respuesta del hospedador contra la
infeccion secundaria (Lan et al., 1999a).

Corynebacterium pseudotuberculosis es una causa comun de piogranulomas en pulmones
de ovinos y que frecuentemente ocurre en dualidad con el virus de la familia Retroviridae,
género lentivirus, que ocasiona la enfermedad conocida como Maedi-Visna (caracterizada
por encefalitis y neumonia cronica en ovinos). Mas tarde esta coinfeccién ocasiona
neumonia cronica y caquexia (muy similar al Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida-
SIDA-en humanos). EI TNF es producido localmente en piogranulomas pulmonares
causados por C. pseudotuberculosis tanto en la enfermedad natural como en la
experimental. Producido in situ, el TNF puede actuar de manera autocrina para amplificar
la formacion de la lesion, modular el crecimiento bacteriano, y en el caso de una infeccién
causada por dos microorganismos, disminuir la expresién de lentivirus. Ademas, la
liberacion sistémica de esta monocina de los sitios donde se produce localmente puede ser
central a la patofisologia de la caquexia, que es caracteristica del “sindrome de la oveja
flaca” (Ellis et al., 1995).

Un trabajo realizado en dos grupos de caprinos, uno con la enfermedad adquirida (GA) vy el
otro grupo sano (GS) revel6 la produccion de IFN-y en cultivos de sangre de cabras
infectadas estimuladas con antigeno secretado o0 antigeno somatico de C.
pseudotuberculosis, ambos con las siguientes concentraciones: 10, 25 o 50 pg/ml con el fin
de evaluar la respuesta celular. También se adicioné el mitégeno PWM en la concentracion
de 5 pg/ml. Los antigenos se emplearon s6los o incluyendo al mitogeno. El antigeno
secretado indujo mayor produccién de IFN-y que el antigeno somatico, en todas las
concentraciones empleadas para ambos grupos. Los animales infectados respondieron
mucho mas a la produccién de IFN-y que los animales sanos cuando se estimularon con el
antigeno secretado en las concentraciones de 25 y 50 pug/ml; no se observaron diferencias
con la concentracion de 10 pg/ml. El antigeno somatico indujo baja produccion de IFN-y en
ambos grupos en las concentraciones probadas; las células de animales infectados con 50
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pg/ml de antigeno somatico no presentaron el IFN-y. El uso de PWM indujo la produccion
de IFN-y en ambos grupos, sin embargo, el uso concomitante de cada uno de los antigenos
con el mitégeno mostraron diferencias significativas. Cuando se probé la asociacion del
antigeno somatico a la concentracion de 25 ug/ml y PWM no hubo alteracion significativa
en la produccion del IFN-y inducida solo por PWM. No obstante, cuando el antigeno
secretado se empled con PWM, la produccién de IFN-y incrementé significativamente en
los grupos GA y GS. El antigeno somatico indujo solamente una baja produccion de IFN-y
en ambos grupos, mientras que el antigeno secretado fue un mejor inductor con las células
de animales infectados. La diferencia entre los resultados obtenidos cuando los antigenos y
el mitdgeno PWM se emplearon simultaneamente, revelaron diferentes patrones de
sensibilidad inmune con este mitdgeno. La produccion de antigeno somético indujo escasa
produccién de IFN-y en animales infectados y saludables. El antigeno secretado indujo una
elevada produccion de IFN-y en los animales infectados pero indujo baja produccion de
esta citocina en los animales no infectados. Existe una diferencia distintiva en los dos
antigenos cuando se compara su interaccion con PWM aunque el antigeno somatico no
incrementd la produccion de IFN-y mientras que el antigeno secretado actuo
sinérgicamente con PWM, aumentando significativamente la produccion de IFN-y inducida
por PWM Unicamente (Meyer et al, 2005).

Las proteinas de la fase aguda (APP) son un grupo de proteinas séricas producidas y
liberadas por el higado después de la estimulacion por citocinas proinflmatorias como TNF-
a, la IL-1B e IL-6. En rumiantes, se sabe que la haptoglobulina (Hp) y el amiloide sérico A
(SAA) son las proteinas principales de la fase aguda y que pueden aumentar hasta 1, 000
veces cuando hay estimulacion, mientras que la glicoproteina acida al (AGP) una proteina
moderada de la fase aguda que puede incrementarse varias veces al compararla con su
concentracion normalen plasma. Aunque son llamadas “proteinas de fase aguda” su
presencia en la circulacion puede persistir mas alla del periodo post-infeccion, y aunque las
lesiones patoldgicas se vuelvan cronicas, el patron de respuesta puede variar. Las proteinas
de fase aguda son esenciales para la respuesta inmune no especifica y pueden ser un
marcador cuantitativo valioso del nivel de patogénesis en estudios experimentales de
enfermedad, y también pueden ser Gtiles como biomarcadores de la infeccién natural
(Tizard, 2009).

En un modelo experimental de la LC en ovinos infectados, se evalud la respuesta de SAA 'y
AGP en relacion con Hp, obteniendo los siguientes resultados: el promedio de la
concentracion de Hp en suero aumento significativamente (1.65 = 0.21 g/L) a los siete dias
postinfeccion; el promedio de la concentracion del SAA en suero aumentd
significativamente (18.1 £ 5.2 mg/L), y para el dia quince postinfeccion disminuy6 a 2.6 +
1.0 mg/L. Para la AGP, la concentracion media en suero mostré un aumento significativo
en el dia siete postinfeccidn, en contraste con HP y SAA, y fue mostrando un incremento
gradual de la concentracion a los trece dias postinfeccion (0.38 + 0.05 g/L). Esta
investigacion confirmd que ocurrié una respuesta de APP en ovinos infectados
experimentalmente con C. pseudotuberculosis, y amplia la demostracion en un reporte
previo de un incremento en la concentracion de Hp en suero de animales con la LC (Pepin
et al., 1991). Cabe destacar que hubo una reaccion de SAA yuna produccion continta de
AGP durante la transicion a estados cronicos de la infeccion (nuevas observaciones)
(Eckersall et al., 2007).
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Dichas observaciones mantienen la evidencia de que el aumento de AGP podria ser un
biomarcador para la condicion crénica de la LC en ovinos, ya que la respuesta de AGP
aparecid en la Ultima fase de la enfermedad, mientras que la respuesta de Hp y SAA
descendieron mas rapido (Eckersall et al., 2007).

Por otro lado, el papel de los polimorfonucleares (PMN) en la resistencia innata o adquirida
ha recibido nueva atencién y se ha propuesto que la acumulacion de células inflamatorias
de la primera fase podria ser un paso critico que influye en el resultado de la infeccion por
bacterias intracelulares facultativas (Campbell, 1986; Campbell, 1990).

En un estudio se observé la acumulacion de PMN durante el desarrollo de piogranulomas
inducidos experimentalmente por Corynebacterium pseudotuberculosis en nueve corderos
por medio de la técnica conocida como escintigrafia. Los PMN autdlogos sanguineos se
marcaron con tecnecio 99m 0 indio 111 y se reinocularon por via intravenosa en los
corderos infectados. Se monitorearon las propiedades funcionales de las células marcadas:
1) In vitro, midiendo su actividad fagocitica y bactericida contra C. pseudotuberculosis, y
su quimiotaxis bajo agarosa y, 2) In vivo, siguiendo por escintigrafia su capacidad para
acumularse en un foco inflamatorio inducido por la inoculacion intradérmica de bolitas de
latex cubiertas con el lipopolisacarido de Salmonella abortus equi. Después de la
inoculacion de corinebacterias se localizaron focos radioactivos en el sitio de inoculacion y
en linfonodos que drenan esta parte durante los 4 dias Pl. El examen histopatoldgico
realizado a las 32 h post inoculacion confirmé la acumulacion intensa de PMN en estos
sitios, excepto en un animal que presentd focos visibles en el cuello a los 14 dias PI, no se
observo ningun foco radioactivo en las fases tardias de la infeccion experimental, a pesar de
la presencia de multiples piogranulomas que se confirmaron por el anélisis bacteriologico
después de la necropsia de los corderos. La evaluacion histopatoldgica de estas lesiones
reveld estratos de fibroblastos, linfocitos y macréfagos alrededor del centro necrético. Los
resultados de estos estudios sugieren que la contribucion de PMN durante la fase cronica de
la inflamacion es reducida en comparacion con la fase inflamatoria aguda de los procesos
infecciosos (Guilloteau et al. 1990).

6.2  Monocitos y Macro6fagos

La proteccion contra bacterias intracelulares esta mediada por células. Aungue los
macréfagos de animales no inmunizados por lo general no son capaces de destruir estas
bacterias, ésta capacidad la adquieren cerca de diez dias después del inicio de la infeccion,
cuando los macrofagos se activan. Esta activacion esta mediada por el Interferon gamma
(IFN-y) e Interleucina 2 (IL-2) liberados por células sensibilizadas Thl. La respuesta de
estos macrofagos tiende a ser inespecifica, de modo que una vez activados son capaces de
destruir una amplia variedad de bacterias normalmente resistentes. El desarrollo de estos
macrofagos activados coincide a menudo con la aparicion de hipersensibilidad retardada
(Tipo 1V) contra el antigeno administrado por via intradérmica (Tizard, 2009).
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La recopilacion de una serie de trabajos sobre la relacion de la Inmunidad—Resistencia
menciona que durante las primeras 1 a 6 h después de la inoculacion intraperitoneal en
ratones con C. pseudotuberculosis, los macrofagos que habian ingerido muchas bacterias
sufrian degeneraciones extensas, mientras que los leucocitos polimorfonucleares (PMN)
eran abundantes de cinco horas y media a veinte horas post inoculacion. Los macréfagos
degenerados y PMN eran menos frecuentes a las 20 h, pero el reestablecimiento se hizo
evidente por tres a cuatro dias. Los microorganismos intracelulares que parecian viables, se
presentaron al final de los diez dias del estudio. Los macrofagos de animales inmunes a C.
pseudotuberculosis tuvieron diferencias Unicas en comparacion con los macréfagos de los
animales no inmunizados. Estas células inmunes contenian un mayor nimero de lisosomas,
con evidencia de que eran capaces de penetrar la capa lipidica de la bacteria y que se
establecian adyacentes a la pared celular del microorganismo. Los macréfagos inmunes
resistieron la accion necrozante del microorganismo de forma més efectiva y en un tiempo
de 48 h 0 mas no se encontraron bacterias. Los estudios bioquimicos realizados en los
macrdéfagos inmunes mostraron cantidades mayores de enzimas hidroliticas. Este hecho
confirmd observaciones en relacion al incremento del nimero y tamafio de los granulos
lisosomales (Ayers, 1977).

7. MECANISMOS DE RESISTENCIA ESPECIFICA

Los mecanismos de la inmunidad de la LC han sido un constante interés por parte de los
investigadores debido a la importancia que tienen para el control de la enfermedad en los
ovinos y caprinos. Inicialmente muchos investigadores consideraban que la inmunidad
mediada por células era el mecanismo inmunoldgico principal de la enfermedad (Ayers,
1977; Ruiz et al., 2007).

Corynebacterium pseudotuberculosis es un parasito intracelular facultativo, frente al que se
desarrolla una respuesta inmunitaria muy compleja de caracter humoral y celular que no
recae sobre un Unico antigeno sino que es producto de la configuracion de la pared
bacteriana (Hard, 1969; Radostis et al, 2001; Urquiza, 2007).

La inmunidad para C. pseudotuberculosis es compleja e involucra tanto respuesta inmune
humoral como celular; sin embargo, se han realizado varios estudios para una respuesta
celular, principalmente tipo Thl, mas que para una respuesta humoral (Lan et al., 1998;
Pepin et al., 1997; Alves y Olander, 1999; Simmons et al., 1998; Eggleton et al., 1991a;
Eggleton et al., 1991b).

Asi mismo, se han identificado las respuestas inmunes especificas humoral y celular en
ovinos infectados con la LC, y se piensa que ambas respuestas desempefian un papel en la
inmunoprofilaxis. Mas alla de la descripcion morfoldgica de los abscesos caseosos
caracteristicos, poco se conoce acerca de la interaccién celular del microorganismo vy el
hospedador (Ellis et al., 1988).
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Al analizar aspectos de respuesta inmune humoral y celular después de una infeccion
experimental en caprinos durante 20 semanas, se encontré que la respuesta inmune humoral
especifica contra antigenos de C. pseudotuberculosis muestra patrones similares en la
produccién de 1gG. Los titulos maximos se dieron entre los dias 11 y 21 post infeccion y
disminuyeron de forma regular hasta el fin del experimento considerandose
serologicamente positivos en los dias 6 al 11 post infeccién (Paule et al., 2004). Sin
embargo, otros autores mencionan que las pruebas de deteccion de anticuerpos pueden
fallar al distinguir animales verdaderamente infectados de los no infectados, o para detectar
animales con pequefias lesiones y bajos titulos de anticuerpos (Ellis et al., 1990).

7.1 Inmunidad humoral (1g°s)

Se ha originado una discusion acerca de la importancia relativa de la inmunidad humoral o
celular en la eliminacién del microorganismo y la prevencion de la enfermedad sin que
hasta el momento se defina ain si un tipo es mas importante que el otro. La naturaleza de
microorganismo intracelular facultativo de C. pseudotuberculosis propone el uso de
vacunas para estimular la inmunidad celular y proteger adecuadamente contra la LC, pero
los resultados conseguidos son muy ambiguos (Husband y Watson, 1977; Hedden y
Thomas, 1986; Gillespie et al., 1988; Tizard, 2009).

De esta forma, se busca la elaboracion de un bioldgico que estimule la inmunidad humoral
(bacterinas y toxoides) o celular (vacunas). A continuacion se menciona a las
investigaciones mas notables:

Se ha visto que la aplicacion de un toxoide o una bacterina estimulan la inmunidad
humoral. En el primer caso, la antitoxina obtenida retarda en forma experimental el
crecimiento o el transporte de C. pseudotuberculosis (0o ambas cosas) en los linfonodos del
ovino, es decir, inhibe su multiplicacion secundaria mas no evita la formacion del absceso
en el sitio inicial de la infeccion. Igualmente se ha reportado que la proteccion brindada por
la antitoxina sélo es posible si el donador fue inmunizado por periodos muy prolongados
(Jolly, 1965; Ayers, 1977; Arbiza, 1986; Hedden y Thomas, 1986).

Otros estudios reportan que las bacterinas con gel de fosfato de aluminio como adyuvante y
0.5% de células aplicadas a razon de 5.0 ml por via subcutanea (dos aplicaciones), protegen
a los ovinos de las infecciones subagudas inducidas de forma experimental, la misma
situacion se reporta en ratones. Sin embargo, la proteccion contra la infeccion croénica es
parcial (Cameron et al, 1972; Cameron y Fuls, 1973; Hedden y Thomas, 1986; Brown y
Olander, 1987).

Otro aspecto de interés es que la transferencia calostral de anticuerpos protectores ha sido
demostrada a nivel de campo y de laboratorio. Al vacunar cabras prefiadas con un toxoide y
un adyuvante se protegié a los cabritos contra el desafio hasta las primeras cinco semanas
de vida. El nivel de anticuerpos séricos disminuyd hasta los dos meses y medio. Esto
explicaria también el hecho de que rara vez se infectan animales menores de tres meses. ES
indudable que los anticuerpos maternos, el medio ambiente y otros factores adn no
estudiados, protegen a las crias contra la LC. De esta manera, los resultados manifestaron
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que cualquier plan profilactico deberia introducirse a la edad de tres meses (Burrell, 1980 a;
Lund et al., 1982; Lund y Almlid, 1982 a y b; Hsu et al, 1985; Brown et al., 1986).

En este sentido, también existe controversia pues mientras algunos autores manifestaron
que ningun adyuvante o sustancia inmunoestimulante es Gtil para mejorar la eficacia de los
biolégicos usados contra C. pseudotuberculosis, otros afirmaron que la saponina y el
hidroxido de aluminio daban buenos resultados (Cameron y Fuls, 1973; Cameron y Bester,
1984; Hsu, 1984).

En la misma recopilacion de Ayers pero en relacion a la inmunidad humoral, se menciona
que los factores toxicos y el antigeno protectivo (en ratones) eran sustancias diferentes.
También menciona la muerte marcadamente reducida en los ratones que se habian
inmunizado contra la bacteria muerta completa. Aunque el antigeno protectivo no se
identificd, este mostro ser parte integral de la pared celular. En 1971, se concluyé que un
solo antigeno no era responsable de inducir inmunidad protectiva, pero una configuracion
compleja intacta de la pared celular (0 mas que un antigeno) era necesaria para el desarrollo
de una inmunidad efectiva. Ademéas, se demostr6 que la inmunidad contra C.
pseudotuberculosis en ratones era humoral cuando se empleaba una vacuna inactivada. Asi
mismo, se encontré que los macrdfagos de ratones inmunes transferidos a ratones no
inmunes no protegian a éstos contra el desafio con la bacteria. No obstante, los ratones
podrian protegerse de forma pasiva con antisuero hiperinmune de conejo. Finalmente, se
dedujo que el efecto protectivo del suero no se debia a su actividad antitoxica o a su
capacidad de promover fagocitosis, pero si a la multiplicacién secundaria retardada de la
bacteria (Ayers, 1977).

La presencia de inmunoglobulina tipo A en el suero de animales con la LC, se explica por
la destruccion tisular de la barrera sangre-linfa de los nodos linfaticos afectados.
Normalmente, los anticuerpos producidos contra C. pseudotuberculosis y su exotoxina son
del tipo IgG e IgM (Husband y Watson, 1977).

7.2 Respuesta inmune mediada por células

En 1965 se postulo la funcién de la inmunidad celular para C. pseudotuberculosis cuando
se reveld que la eliminacion de la infeccion se asociaba con el desarrollo de una poblacion
de macrofagos maduros y especializados. En 1970 se explico la probabilidad de adquirir
inmunidad contra C. pseudotuberculosis a través de la resistencia celular (ACR)
actualmente conocida como “inmunidad celular”. Al estudiar la formacion de abscesos, se
demostrd la inmunidad adoptiva de transferencia. Después de transferir células peritoneales
de ratones inmunes a ratones receptores, 20% de los ratones donadores desafiados
desarrollaron abscesos, pero el 80% de los controles desarrollaron abscesos después de un
desafio posterior. Al final se concluy6 que los linfocitos y fagocitos mononucleares a la par,
eran capaces de inducir inmunidad en los ratones contra C. pseudotuberculosis (Ayers,
1977).

-38-



Usando la supresion de la formacién de abscesos como un sistema de evaluacion, Hard
probo una “transferencia de inmunidad adoptiva.” Después de que células peritoneales se
transfirieron de ratones inmunes a ratones receptores, el 20% de los ratones donadores
desafiados desarrollaron abscesos, pero el 80% de los ratones control desarrollaron
abscesos después de un desafio ulterior. Ademas, Hard manifestd que células como los
linfocitos y fagocitos mononucleares de manera similar eran capaces de inducir inmunidad
en los ratones contra C. pseudotuberculosis. Esto parece importante en relacion a que los
“linfocitos inmunoldgicamente comprometidos™ tienen un papel en ARC (Ayers, 1977).

Una observacion interesante es el hecho de que la respuesta inmune celular tiende a estar en
relacion inversa a la respuesta de anticuerpos. Este fendmeno, conocido como nicho
ecoldgico se manifiesta con una respuesta celular baja y un nivel elevado de titulos
serologicos de anticuerpos. En relacion con la LC, sabemos que los animales jovenes
normalmente presentan una concentracion menor de proteinas séricas totales que los
adultos, y los animales afectados con la LC presentan una concentracion total mayor por un
aumento significativo de la fraccion gamma-globulinica, probablemente por una respuesta a
la estimulacién constante de los antigenos de C. pseudotuberculosis. Si sabemos que la
respuesta inmune celular contra C. pseudotuberculosis es clasica, y que los linfocitos T son
activados para capacitar a los macrofagos para destruir a la bacteria, entonces el aumento
mencionado en la produccion de anticuerpos debe disminuir la eficacia de la respuesta
celular. De hecho, se sabe que la infeccion activa causa una depresion de la respuesta
inmune celular del hospedador. Por otra parte, la abscedacién nodal también contribuye a la
deplecion de la respuesta celular al obstruir la salida de linfocitos T sensibilizados del
propio linfonodo afectado. El efecto de la exotoxina para inducir una constriccion arteriolar
y venular posiblemente también contribuya a entorpecer la interaccion linfocito T-
macrdfago (Hard, 1970; Husband y Watson, 1977; Desiderio y Turillo, 1979; Renshaw et
al, 1979; Gillespie et al., 1983; Tizard, 2009).

7.2.1  Linfocitos y subpoblaciones

Al describir la distribucion de las subpoblaciones de linfocitos en lesiones caseosas se
encontrd una banda de linfocitos dentro de una cépsula de colageno en contacto intimo con
el tejido necrotico, los linfocitos intracapsulares se organizaban en tres estratos, el estrato
mas interno, inmediatamente adyacente al tejido necrético consistia de una banda estrecha
de macrofagos que expresaban receptores moleculares para el MHC de clase 1. Las células
teflidas para marcadores de linfocitos T CD4, CD8 y v/3 se distribuian de manera irregular
a lo largo del estrato linfoide, tendiendo a ser mas numerosos en el estrato siguiente al de
los macrofagos. El tejido linfoide intracapsular contenia una alta proporcion de linfocitos
CD8" (CD4:CD8, 1.5:1) y de linfocitos v/ (CD4:CDS8: v/5, 1:0.7:0.8).
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Externo a la zona abundante de células T y adyacente a la capsula circundante de colageno
estaba una banda densa de células, de las cuales, una proporcién se tifieron atipicamente
para CD45R, y tentativamente se identificaron como células B. Los linfocitos CD8" y /8
mostraron distribuciones similares y su abundancia relativa comparada con los linfocitos T
CD4" fue una caracteristica distintiva de la lesion causada por C. pseudotuberculosis. La
presencia de vénulas endoteliales y la arquitectura organizada del tejido linfoide sugieren
que los linfocitos se acumulan constantemente dentro de las lesiones cronicas y juegan un
papel importante en el curso de la enfermedad.Ver figura 4 (Walker et al., 1991).

Cépsula de colageno.

Regién CD45R (linfocitos B)

. Regién rica en CD5
Tejido (Células T)

necrético

MHC de clase Il

Figura 4. Lesion de LC que muestra la tendencia general de la organizacion de linfocitos
intracapsulares (modificado de Walker et al. 1991).

Resultados similares se encontraron al observar la composicion celular de 46
piogranulomas inducidos experimentalmente con Corynebacterium pseudotuberculosis en
ovinos. Las lesiones localizadas en los sitios de inoculacién o drenaje de linfonodos estaban
constituidas por macrofagos y diversos estratos de linfocitos distribuidos alrededor de los
centros necroticos, y rodeados por una capsula de tejido fibroso. En las lesiones inmaduras
predominaron linfocitos T CD4", mientras que en lesiones maduras, las proporciones de
linfocitos T CD8" y células que expresaron cadenas v/3 para el receptor de los linfocitos T
se incrementaron. Numerosas células del piogranuloma expresaron al receptor para
Interleucina-2 (IL-2). Ademas de estas caracteristicas generales, una gran variabilidad
individual en las proporciones de macré6fagos y subpoblaciones de células T se observé en
lesiones de la misma duracion, en particular para células epiteloides. Esta heterogenicidad
sugiere un patron celular diferente en relaciéon a la persistencia o la eliminacion de la
bacteria por el hospedador (Pepin et al., 1994).
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Figura 5. Esquema de un piogranuloma causado por C. pseudotuberculosis en
ovinos. Se pueden distinguir cuatro regiones principales: area de necrosis central
(NECR), un estrato celular compuesto principalmente de macréfagos (MACR),
un estrato celular compuesto de linfocitos (LYMPH) y una cépsula fibrosa
(FIBR). (Pepin et al.. 1993).

Al analizar el papel de las subpoblaciones de linfocitos T en el desarrollo de inmunidad
protectiva durante una infeccion secundaria, los ratones inmunizados se inocularon con
anticuerpos monoclonales anti-CD4, anti-CD8 o ambos un dia antes del desafio. EI 50 % de
los animales que recibieron anti-CD4 y anti-CD8 murieron de la infeccion, aunque estos
animales se habian inmunizado. Después de la infeccion secundaria, se observé una
explosiva multiplicacion de bacterias en los 6rganos de ratones que habian recibido
solamente anti-CD4 o la administracion simultdnea de ambos anticuerpos monoclonales.
Ninguno de los ratones inmunizados no desafiados murié cuando se trataron con anti-CD4.
La administracion de anti-CD8 no aument6 la mortalidad de los ratones infectados ni
suprimié la eliminacion de la bacteria de los 6rganos (Lan et al, 1999a).

Otro estudio analiz6 las lesiones pulmonares asociadas a C. pseudotuberculosis en 10
animales con una técnica de inmunoperoxidasa indirecta utilizando mAb’s. Los abscesos
pulmonares presentaron centros de tejido necrotico rodeados por paredes de fibroblastos y
tejido conectivo, infiltrados por grandes macréfagos pleomorficos, linfocitos de varios
tamafos y ocasionalmente células plasmaticas y granulocitos. El parénquima pulmonar
mostraba infiltracion de células inflamatorias similares. y una fibrosis intersticial variable.
Los cambios en las vias aéreas incluian hiperplasia linfoide peribronqueolar moderada,
hiperplasia epitelial bronquiolar y fibrosis peribronquiolar. Nueve lesiones pulmonares de
tres animales revelaron que la mayoria de las células en las paredes de los abscesos
reaccionaron intensamente a la tincion de inmunoperoxidasa con el mAb 28.1,
evidenciando células gigantes que expresaron moléculas de clase Il del MHC. EI mAb
ILA-25 confirm6 que la mayoria de estas células eran macrdfagos alveolares. El
parénquima pulmonar alrededor de los abscesos presenté las mismas caracteristicas. La
inmunoreactividad en los abscesos pulmonares y el parénquima adyacente con el mAb 25.1
(SBU-T1) mostr6 que la mayoria de las células tenian morfologia de linfocitos T.
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Las células positivas a 25.91 [SBU-T1 (CD)] (pan T cells) presentaron la morfologia de: a)
linfoblastos, b) linfocitos pequefios y medianos, que a menudo se encontraron como
pequefios agregados en la pared de los abscesos. Las lesiones tefiidas con los anticuerpos
monoclonales 44.38 [SBU-T4 (CD4)] y 38.65 [SBU-T8 (CD8)] revelaron que la
subpoblacion predominante de linfocitos T eran células CD4. El promedio de la relacion de
T4:T8 fue de 3.4 (rango de 2.7-4.2). Solo las células dispersas con morfologia de linfocitos
en las lesiones pulmonares expresaron SBU-T19 o la molécula especifica de células B
reconocida por E53. La combinacion de poblaciones fagociticas mononucleares y linfoides
en los pulmones de ovinos infectados naturalmente pueden indicar una interaccion entre el
hospedador y la bacteria méas que defensiva (Ellis et al., 1988).

mAb Isotipos Reactividad
25.91 SBU-T1 (CD) Todos los linfocitos y
timocitos
44.38 SBU-T4 (CD4) 20% de linfocitos T
periféricos
38.65 SBU-T8 (CD8) 40% de linfocitos T
periféricos
19.19 SBU-T19 5% de linfocitos periféricos
E53 ? Linea celular de linfocitos
B (lineage)
ILA-25 ? Macrofagos pulmonares
alveolares
28.1 Complejo Principal de | Linfocitos B,
Histocompatibilidad subpoblaciones de
clase Il monocitos/macrofagos,
células dendriticas

Tabla 4. Especificidad de anticuerpos monoclonales usados para lesiones
pulmonares inducidas por Corynebacterium pseudotuberculosis. (Modificado de
Ellis et al.. 1988)

8. VACUNACION

La vacunacion es una herramienta de prevencion que permite al sistema inmune del animal
vacunado desarrollar una respuesta especifica frente a una posible agresion. En la mayoria
de las ocasiones se alcanza una proteccion inmunoldgica adecuada, reduciendo la
posibilidad de adquirir la infeccion. La vacunacion ha demostrado ser el método mas eficaz
y econdémico para controlar determinadas enfermedades de caracter infeccioso. El éxito de
una vacuna depende en gran medida de la condicion del sistema inmune del animal
vacunado Yy de diversas circunstancias que lo rodean, por ejemplo: del animal, del producto
vacunal o material empleado para la vacunacién, grado de proteccion inmunoldgica
adquirida (Manteca et al., 2004).
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Las vacunas son sustancias empleadas para obtener respuestas inmunes con la finalidad de
prevenir 0 minimizar una enfermedad producida por un agente infeccioso. Las vacunas
pueden estar compuestas de | propio agente infeccioso (vivo o muerto), una porcién del
agente que induce una respuesta inmune protectiva (vacunas de subunidad), o un producto
del agente. Los productos que contienen un agente bacteriano muerto se denominan
bacterinas, mientras que los productos que tienen actividades toxicas se denominan toxinas,
y las toxinas que han sido inactivadas se denominan toxoides. Para que una vacuna sea
efectiva, esta debe obtener una respuesta inmune que interfiera con el “estilo de vida” del
agente infecioso (Quinn et al., 2002).

A continuacion, se hace mencion de las vacunas estudiadas a la fecha para la prevencion de
LC.

8.1 Bacterinas

Los primeros ensayos de inmunizacion en ovinos se llevaron a cabo en Argentina con una
bacterina de C. pseudotuberculosis que redujo a mas del 60% la infeccion. Mas tarde,
Cameron et al. (1972) realizaron uno de los primeros intentos para demostrar mediante un
desafio experimental la respuesta inmune a la inmunizacién en ovinos, el bioldgico
consistia de bacterias completas muertas con formalina de C. pseudotuberculosis. La dosis
intravenosa investigada en el desafio vari6 de 2 x 10’ 6 2 x 10* u.f.c. Sin embargo, fue
dificil obtener resultados satisfactorios debido a que las dosis méas elevadas ocasionaron la
muerte aguda debido al edema pulmonar, mientras que las dosis mas bajas no causaron
lesiones. Ademas, la vacunacién produjo un aumento en el titulo de anticuerpos séricos que
persistieron por alrededor de 3 a 4 meses. No obstante, se concluyé que la vacunacion
puede proteger ovinos contra los efectos letales de la infeccion subaguda pero no de la
formacion de lesiones asociadas a la enfermedad cronica. Por lo tanto, se debe tener en
cuenta que la inmunidad efectiva no podria depender Unicamente de anticuerpos
circulantes, pero que el papel de la respuesta celular podria desempefiar un papel (Baird y
Fontaine, 2007).

En Reino Unido, en un estudio con varias vacunas, la inmunizacion de ovinos con el
aislamiento virulento de C. pseudotuberculosis (inactivada con formalina y adicionada con
adyuvante de hidréxido de aluminio) obtuvo una proteccion significativa contra el desafio
homologo. La vacuna previno la diseminacion de la infeccion mas alld del sitio de
inoculacion (Fontaine et al., 2006).

En un experimento de campo con ovinos y caprinos vacunados con una vacuna muerta
completa, en donde las poblaciones de adultos mostraron una prevalencia del 15% al 30% a
LC previo al inicio del estudio, los corderos y cabritos se vacunaron a los 2.5-3.5 meses de
edad con dos dosis administradas al primer y onceavo mes después de la vacunacion inicial.
Los animales se monitorearon con regularidad durante 36 meses despues de la dosis inicial
de la vacuna. La concentracion de anticuerpos séricos aumentd significativamente en
ovinos y caprinos vacunados al término del experimento. Ademés, la vacunacion
disminuyd significativamente la incidencia de LC en ovinos y existia un indicio de un
efecto similar en caprinos (Menzies et al., 1991).
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En un estudio posterior, ovinos y caprinos jovenes se inmunizaron con una bacterina de C.
pseudotuberculosis formulada con una suspension de bacterias y muramildipéptido en
aceite mineral ligero con la finalidad de evaluar su eficacia en la prevencion de la LC,
obteniendo altos titulos aglutinante en ambas especies. Los titulos de anticuerpos
aglutinantes aumentaron sutilmente después de la vacunacién y permanecieron elevados
por mayor tiempo, pero los resultados fueron inconclusos debido a que la vacuna solo
protegid ovinos y caprinos en condiciones experimentales pero no de campo, sefialando que
el éxito moderado del estudio no se debi¢ al disefio de la vacuna sino a los problemas
asociados con la naturaleza cronica de la enfermedad y las condiciones experimentales de
la prueba a nivel de campo, ademas de la dificultad de no tener suficientes animales por un
largo periodo de tiempo (Brodgen et al., 1996).

8.2 Toxoides

Petrie y McClean (1934), encontraron que la inmunizacion de cuyes con la PLD inactivada
con formalina indujo un grado de proteccién contra desafios homdélogos. Sin enmbargo, en
1965 se mostrd que la administracion de toxoide seguido de la administracion de una toxina
redujo la magnitud de la infeccion experimental en ovinos (Baird y Fontaine, 2007). En
Australia, durante los afios 70 comenzaron a desarrollarse trabajos para crear una vacuna, lo
que en el futuro llevaria a la creacion de la primera vacuna comercial (Eggleton et al.,
1991a; Eaggleton et al., 1991b; Eggleton, 1991c). Para la produccién de la vacuna, la
fosfolipasa D se obtuvo de un cultivo de C. pseudotuberculosis filtrado, concentrado y
posteriormente inactivado con formalina (Burrell, 1983; Hodgson et al., 1999). La vacuna
combinada con Clostrium y Corynebacterium, conocida como Glanvac™ se lanzé en 1983,
posteriormente estuvo disponible en Australia y otros paises pero no se autorizd en la
Unién Europea. En un reporte, la vacunacién en caprinos con Glanvac™ obtuvo una
proteccidn significativa medida por el nimero de lesiones contra la infeccion experimental
con C. pseudotuberculosis (Brown et al., 1986). Los resultados de ensayos realizados en el
proceso de la vacuna comercial Glanvac™ indicaron una proteccion significativa de ovinos
contra LC (Burrell, 1983; a, 1991; Eggleton et al., 1991b; Eggleton et al., 1991c). Sin
embargo, en 1984 se encontrd que el toxoide de la PLD dio mayor proteccion cuando no
estaba combinado con componentes clostridiales (Anderson y Nairn, 1984). En el 2006, se
evalué la capacidad de un derivado de la PLD recombinate altamente purificado para
proteger ovinos contra el desafio homdélogo con un aislamiento de C. pseudotuberculosis
derivado del Reino Unido. La proteccion fue similar a la obtenida con una bacterina.
Después de los desafios experimentales la infeccion parecié localizarse en en le sitio de
inoculacion en todos los animales, excepto en uno, que present6 infeccion pulmonar
(Fontaine et al., 2006).
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8.3 Vacunas Combinadas

Al rectificar el desarrollo de la vacuna contra la LC, se afirmé que a pesar de la capacidad
de los antigenos asociados y la PLD de C. pseudotuberculosis para brindar un poco de
proteccion, la proteccion completa requiere de la presencia de ambos antigenos (Burrell,
1978; Burell, 1983). En defensa de esto, se revel6 que una vacuna con adyuvante de
aluminio en hidrogel compuesto de bacterias completas de C. pseudotuberculosis
inactivadas con formalina, enriquecida con formalina tratada, y sobrenadante de la PLD
protegio por completo contra la infeccion experimental de LC. Otra vacuna disponible
comercialmente (Caseous D-T) contiene toxinas clostridianas y la combinacion de
bacterina y toxoide de C. pseudotuberculosis. Esta vacuna proporciono algo de proteccion
en ovinos contra la infeccion experimental reduciendo la incidencia de lesiones tipicas
internas y externas de la LC (Piontkowski y Shivvers, 1998). El reporte del afio 2006, en
ovinos vacunados con una bacterina de C. pseudotuberculosis enriquecida con la PLD
recombinante produjo inmunidad completa contra la infeccion tres semanas después del
desafio homologo experimental. Previamente se reporté que un mutante no virulento era
capaz de persistir en granulomas presentes en linfonodos de drenaje como resultado de la
inaccesibilidad a los abscesos de los factores inmunoldgicos requeridos para anular la
infeccion. Por lo tanto, se sugirio que la vacunacion permitia el transito del microorganismo
previo al establecimiento en linfonodos (Simmons et al., 1998).

8.4  Vacunas Vivas

Los ovinos infectados experimentalmente con C. pseudotuberculosis se protegieron contra
el desafio, a pesar de ser incapaces de desencadenar la infeccion original. Esta observacion
indica el valor de una vacuna atenuada (Pepin et al., 1993). Debido a que la PLD es el
factor de virulencia mas importante, se propuso que la inactivacién genética del gen pld
podria proporcionar la base para una vacuna veterinaria recombinante. La inoculacion de
ovinos con méas de 107 u.f.c. de la cepa “Toxminus” de C. pseudotuberculosis (deficiente de
la PLD) fracaso para producir abscesos, asociados normalmente con la cepa silvestre de C.
pseudotuberculosis. Sin embargo, en las dosis mas elevadas se formaron abscesos
transitorios en el sitio de inoculacién. A pesar de esto se concluyé que el grado de
atenuacion era equivalente al menos 100 veces la reduccién de la dosis infectiva. La
vacunacion potencial con la cepa atenuada se determind desafiando ovinos con la cepa
silvestre de C. pseudotuberculosis previamente inmunizados con “Toxminus” observando
un grado de proteccion contra el desafio y unas respuestas humorales y celulares enérgicas,
pero los efectos resultaron menores a los producidos por la infeccion con la cepa silvetre.
Por otra parte, los animales inmunizados con la cepa que expresa el gen pld inactivado, al
momento del desafio obtuvieron una respuesta rapida anamnéstica a la PLD, ésta respuesta
fue mas rapida y de magnitud mayor que la respuesta humoral en los animales sin vacunar,
y en los animales que recibieron Unicamente la cepa “Toxminus”. A pesar de las respuestas
humorales significativas, la proteccion conferida contra el desafio por la cepa “Toxminus”
fue intrascendente, sustentandose con un reporte previo de la vacunaciéon subcutanea con
“Toxminus” (Hodgson et al., 1992).
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Para elaborar un vector de vacuna viva efectivo se intentd expresar un rango de antigenos
foraneos en la cepa “Toxminus” bajo el control de diversos parametros. El desarrollo de
sistemas basados en “Toxminus” permitieron que los antigenos se expresaran en forma
secretada o intracelular como proteinas nativas o de fusion, ya sea constitutivamente o por
induccion controlada. Ademas, los genes se expresaron con gran éxito en plasmidos
después de integrarse al cromosoma de “Toxminus”. Finalmente, el estudio reveld que la
inmunizaciéon subcutanea de ovinos con “Toxminus” expres6 al gen pld inactivo
induciendo una respuesta humoral significativa (Moore et al., 2000).

Otros reportes que intentaron crear un vector de vacuna viva contra LC resultaron menos
exitosos. La interrupcion de la secuencia del gen aroQ que codifica a la enzima 3-
dehidroquinasa (enzima esencial para la biosintesis de aminoécidos aromaticos) llevo a la
creacion de mutantes atenuados de dos cepas de C. pseudotuberculosis, una cepa posee la
fosfolipasa D, mientras que la otra cepa carece de esta. Ambas cepas se obtuvieron del
higado y el bazo de ratones a los ocho dias de la inoculacion intraperitoneal. A pesar de lo
alentadores de los resultados observados en ratones, los ensayos en ovinos fueron
decepcionantes con respecto a la proteccion ofrecida contra la LC por lo mutantes aroQ.
Ambos mutantes mostraron baja capacidad para persistir en linfonodos y para producir
reacciones locales en el sitio de inoculacion. De la misma forma, ambos fallaron para
estimular la produccion de IFN-y especifica secretada por linfocitos, ademas de inducir
concentraciones bajas de IgG anti-C. pseudotuberculosis, pero estas respuestas no
protegieron a los ovinos de la infeccién (Simmons et al., 1997).

Se contruyeron dos mutantes de C. pseudotuberculosis. En un mutante se sustituyeron
aminoacidos para que la cepa mutante se atenuara, y en otra cepa de inactivo el gen pld. La
transformacion de Toxminus con la estructura del gen pld inactivado, logré secretar una
fosfolipasa D con toxicidad reducida en niveles menores a lo que produce la cepa de
campo. Por via oral se administraron ambas cepas (Toxminus y Toxminus que portaba el
gen pld inactivo) y ambas indujeron respuestas inmunes humorales significativas y
similares (Hodgson et al., 1992; Hodgson et al., 1994).

8.5  Vacunas ADN (mediadas por acido nucleico).

Se producen mediante procedimientos de ingenieria genética que insertan genes que
codifican antigenos protectores en plasmidos bacterianos. EI ADN del plasmido a
continuacion se purifica a partir del plasmido que tiene expresion bacteriana en el huésped
y se administra directamente a los animales. Para ser eficaz, el ADN del plasmido deber ser
transportado dentro de las células y transcrito por la maquinaria celular del huésped
mamifero en ARN mensajero, que determina la sintesis de la proteina correspondiente. Esta
proteina puede inducir respuestas de anticuerpos mediadas por linfocitos T (Roth vy
Henderson, 2003).
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Desde la primera demostracion en ratones, diversos estudios manifestaron que las vacunas
ADN pueden inducir respuestas de anticuerpos especificos y respuestas mediadas por
células para una variedad de antigenos bacterianos, virales y parasitarios (Donelly et al.,
1997). Aunque la vacunacién con acido nucleico genera gran interés en la investigacion
veterinaria, respecto a la vacunacién con ADN, se han publicado pocos reportes en especies
domésticas de abasto. Uno de los primeros trabajos explicd que el ganado inmunizado con
ADN codificaba una proteina de herpesvirus bovino, ademas de formar suficientes titulos
de anticuerpos neutralizantes para reducir la diseminacién (Cox et al., 1993). Sin embargo,
otros estudios refieren que las dosis maltiples de ADN que codifican antigenos de parésitos
y virus en ovinos Yy bovinos indujeron respuestas débiles y de corta duracion. De hecho, el
nivel de proteccion proporcionado por las vacunas ADN, la mayoria de las ocasiones es
inferior al proporcionado por las vacunas de subunidad o las vacunas convencionales,
probablemente como consecuencia de una respuesta inmune débil y de corta duracion
(Rothel et al., 1997; Schrijver et al., 1997).

Para mejorar la vacunaciéon con ADN contra patdgenos intracelulares, se intentaron
fusionar genes que codifican antigenos con genes que codifican moléculas efectoras
especificas. Por ejemplo, una molécula efectora, es el antigeno 4 del linfocito T citotdxico
(CTLA-4), el cual ayuda dirigiendo los antigenos secretados de la vacuna a los noédulos
linfaticos y a células presentadoras de antigenos (Boyle et al., 1998; Drew et al., 2001). La
molécula efectora CTLA-4 es represora de la proliferacion de linfocitos T, y se expresa
sobre la superficie de las células T activadas. En su forma dimérica compite con la
molécula CD28 para ligarse a las moléculas CD80 y CD86 sobre las células presentadoras
de antigenos (Linsley et al., 1991; Thompson y Allison, 1997). Se cred un derivativo
truncado de CTLA-4 (designado CTLA-4-Hlg), compuesto de un extremo C-terminal del
dominio extracelular fusionado a la region de bisagra de los dominios CH2 y CH3 de la
IgG1 humana (HIg); este derivativo fue capaz de dimerizar como efecto de la bisagra en los
dominios de 1gG. Como consecuencia, se encontré que las proteinas quiméricas (secuencias
codificadas por el antigeno fusionado a CTLA-4-HIg) eran dirigidas especificamente a
células presentadoras de antigenos (Boyle et al., 1998). Mas tarde, en otro estudio con
ratones vacunados se sefial6 que la respuesta de anticuerpos al antigeno 45W de T. ovis
fusionado a la construcciéon CTLA-4-Hlg, fue 30 veces mayor que la conseguida con una
vacuna que no era de ADN. Ademas, la cinética de la respuesta de anticuerpos a la
construccion dirigida fue mas facil que la conseguida con una vacuna no dirigida por ADN
0 por una vacuna con adyuvante. Desafortunadamente la vacunacion de ovinos con la
vacuna fusionada fall6 al reforzar la respuesta inmune (Drew et al., 2001).
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El dnico reporte que desarroll6 una vacuna ADN contra la LC en ovinos fusiond la
secuencia codificadora del dominio extracelular de CTLA-4 bovino con la que codifica los
dominios CH2 y CH3 de la IgG1 humana y una PLD derivativa inactivada genéticamente
(APLD) por Tachedjian, et al., 1995, para generar la estructura CTLA-41g-APLD. Al
intentar determinar la ruta Optima de inmunizacion, la vacuna ADN se administrd por via
intramuscular, subcutanea o subcutdnea con ayuda de una “pistola de genes”.
Posteriormente se examind la respuesta de anticuerpos y la resistencia al desafio
experimental con C. pseudotuberculosis. Antes del desafio s6lo la vacuna intramuscular
obtuvo un aumento significativo (aunque minimo) en suero de las concentraciones anti-
APLDIgG. Después del desafio, la concentracion de anticuerpos de los animales vacunados
con la “pistola de genes” fue superior a la de los animales no vacunados, sin embargo, las
concentraciones de IgG en los animales vacunados por via intramuscular aumentaron
dramaticamente después del desafio indicando una fuerte respuesta anamnésica. La
inmunidad estéril (proteccion a la infeccion absoluta) se observo en 45 % de los animales
vacunados por via intramuscular. Los titulos 1gG2 en los animales vacunados por via
intramuscular fueron significativamente elevados denotando que la respuesta Thl era
responsable de la proteccion observada contra la infeccion (DeRose et al., 2002).

9. DETECCION DE INMUNIDAD HUMORAL Y CELULAR

Si bien el diagndstico de la infeccidn por C. pseudotuberculosis queda establecido en forma
definitiva cuando se logra la demostracion del agente causal, la obtencion de material
patoldgico para la realizacion microbioldgica del diagndstico directo resulta factible en la
mayoria de los enfermos, pues en esta enfermedad es habitual la formacion de nodulos
necrdticos purulentos subcutaneos caracteristicos de la LC, también tiene lugar la afeccion
de organos externos (glandula mamaria, aparato genital o ciertas articulaciones). Pero en
pocos casos clinicos el diagndstico directo es inviable, salvo que se proceda a la necropsia
del animal, tal como ocurre en la pseudotuberculosis interna (forma respiratoria y
caguexia). Y aun existe otra situacion patogénica en la que resulta inviable el diagndstico
microbioldgico, los animales infectados aparentemente sanos, sin lesiones externas, ya sea
en periodo de incubacion o con lesiones internas (Smith y Sherman, 1994; Walker et al.,
1994; Yeruham et al., 1997; Ruiz et al., 2008).

No obstante, un comunicado reportd la posibilidad de un diagndstico clinico de la LC en
ovejas que presentaban una condicion corporal pobre usando datos obtenidos de la historia
clinica, la examinacion, el andlisis hematoldgico y bioquimico, la ultrasonografia y el
aislamiento de C. pseudotuberculosis en cultivos de orina de los animales afectados.
Durante la hospitalizacion de estos animales se realiz6 la examinacion clinica, y los
parametros clinicos mostraron valores normales (temperatura de 39.3°C, frecuencia
respiratoria de 28 rpm, frecuencia cardiaca de 100 ppm). El aspecto de la lana era pobre, y
la zona perianal se mostraba sucia. Los linfonddos retromamarios estaban agrandados y
presentaban una consistencia dura. Los valores hematoldgicos mostraron anaemia crénica
(Hb: 6.5 g/dL, Hto: 19.5%, 0% de reticulocitos), leucocitosis (15 x 10° ¢), con neutrofilia
(8 x 10°ul™). El frotis sanguineo revelé neutréfilos hipersegmentados y granulacion toxica.
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Existio un incremento de la urea (21.77mmol/L), una concentarcién de de fibrindgeno
(8g/L) y una disminucion de la proteina total (58 g¢g/L) y de albdmina (11 g¢/L). La
bioquimica de la orina revel6 proteinuria (100mg/dL) y leucocitos (500 leucocitos/uL). En
el sedimento urinario se observd piuria (neutréfilos) y bacteriuria. En la ultrasonografia
abdominal, los rifiones aparecieron distorcionados, pudiendo distinguir calcificacion (lesion
compatible con abscesos). La investigacion microbioldgica de la orina (agar sangre) revelo
la presencia de 100,000 organismos/ml, piuria y bacteriuria asociada con inflamacion
purulenta crénica, ademas de que pudo aislarse C. pseudotuberculosis. Los investigadores
concluyeron que al emplear un cultivo de orina para aislar a C. pseudotuberculosis de
animales afectados se podrian detectar animales subclinicos (Ferrer et al., 2009).

Es en donde el diagnostico directo muestra sus limitaciones y donde se debe realizar un
diagnostico basado en comprobar una respuesta inmunitaria especifica frente a antigenos de
Corynebacterium pseudotuberculosis (Smith y Sherman, 1994; Walker et al., 1994;
Yeruham et al., 1997; Ruiz et al., 2008).

En esta bacteria se conjuga una doble circunstancia, por un lado, actia como parasito
intracelular facultativo, a consecuencia de lo cual adquieren notable intensidad las
respuestas inmunitarias humoral y celular. Y por otro lado, la cualidad de liberar
enormemente y con precocidad una exotoxina activamente inmundgena (Smith y Sherman,
1994; Walker et al., 1994; Yeruham et al., 1997).

9.1 Deteccion de antigeno-anticuerpo (inmunodifusion, fijacion del complemento,
ELISA, Inmunoelectrotransferencia)

El diagnostico seroldgico es de importancia en animales infectados subclinicamente, ya que
representan una fuente potencial de infeccidén para caprinos sanos. Una gran variedad de
pruebas seroldgicas pueden ser aplicadas para diagnosticar LC, tales como
microaglutinacion,  inmunodifusion,  inhibiciobn  sinérgica de la  hemodlisis,
inmunoelectrotransferencia, fijacion del complemento, hemoaglutinacion indirecta y una
variedad de procedimientos para ELISA. En los procedimientos de ELISA se usan
diferentes componentes bacterianos como antigenos de fase soélida tales como la pared
celular, la PLD y ademas la exotoxina recombinante (Cetinkaya et al, 2002). Maki et al,
1985 utilizé la exotoxina cruda y diferentes formas de lisados celulares. Shuterland et al.,
1987 uso toxina cruda y células purificadas de la pared bacteriana (Urquiza, 2007). Con
relacién a las pruebas diagndsticas que determinan la actividad de la inmunidad humoral,
debemos decir que Carne tratd de elaborar una prueba cutanea similar a la prueba de Schick
usada en humanos para la deteccion de C. diphtheriae; dicho examen consistia en inyectar
pequerias cantidades de toxina diftérica por via intradérmica y si existian anticuerpos contra
la toxina, su efecto era neutralizado inmediatamente y no hay reaccion, pero si faltan, hay
enrojecimiento visible por varios dias. En el caso de la aplicacion de éste, por Carne, C.
pseudotuberculosis en 100 ovejas enfermas provocé reacciones irregulares, independientes
de la toxina, por lo cual no fue eficaz (Carne, 1940).
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En se mismo afio, Cameron y McOmie emplearon una prueba de aglutinacion con
resultados poco alentadores, sin embargo, mas adelante Award empled una cepa del
microorganismo con menor grado de aglutinacidn con la cual alcanzé mejores resultados
(Awad, 1960, Cameron et al; 1940).

En 1964, se empled otra variante de un examen cutaneo, al utilizar una mezcla a partes
iguales del suero del animal problema y diferentes diluciones de la toxina, incubando esa
mezcla por 1 hora a 37° C, luego se inocul6 por via intradérmica en la piel rasurada de un
conejo, usando como control una mezcla de la toxina con el suero de un animal sano. Si el
suero neutralizaba la toxina, no se observabe reaccion en el conejo y dicho suero seria
positivo; si por el contrario, el suero no neutralizaba la toxina, entonces se apreciaria una
reaccion igual al control en un tiempo aproximado de 48 h. Estos autores, aunque no lo
consideraban una prueba diagndstica acabada, le veian varias ventajas, pero en realidad este
método tampoco se extendio, entre otras cosas porque en la respuesta inmunoldgica del
conejo podian influir elementos independientes de la mezcla inoculada, por ejemplo, en el
caso de que el conejo tuviera titulos de anticuerpos. A pesar de esto, dicho trabajo sent6 las
bases para la realizacion de futuras pruebas diagnosticas al establecer la identidad de la
toxina de todos los aislamientos, y por tanto, que el suero de todo animal afectado
contendria antitoxina que podria ser medida por métodos seroldgicos (Doty, et al., 1964).

Utilizando la propiedad de la exotoxina para inhibir la lisis de los eritrocitos por la -
hemolisina de un estafilococo, se desarroll6 con éxito una prueba que consistia en incubar
el suero problema con cantidades definidas de la PLD, eritrocitos de bovino, y por dltimo la
hemolisina del estafilococo. Cuando el suero problema no tenia anticuerpos contra la
exotoxina, esta ocupaba todos los sitios activos en la membrana del eritrocito, evitando que
la B-hemolisina realizara su efecto hemolitico. En esta prueba la hemdlisis estaba en
relacion con la positividad del suero a probar. Esta prueba recibi6 el nombre de Inhibicion
de la B-hemolisina (1.B.H) y fue avalada por una investigacion en 200 ovinos y caprinos,
con una sensibilidad de 92 % y una especificidad del 96 %. Ademas ha sido usada por
varios autores para compararla con otros métodos de diagnostico (Zaki, 1968).

Después, se describié la prueba de inhibicion de la hemdlisis para la deteccion de
anticuerpos contra la exotoxina de Corynebacterium pseudotuberculosis. La base de la
prueba es la inhibicion de la actividad hemolitica de la exotoxina por el suero inmune de
ovinos. Cuando la prueba se aplico al suero de ovinos que se habian vacunado con
fragmentos de C. pseudotuberculosis y la exotoxina, el titulo promedio aumento de <2 a
137, mientras que los ovinos vacunados unicamente con fragmentos de C.
pseudotuberculosis, el titulo promedio permaneci6é en <2. La infeccidon experimental con
una cepa toxigenica (C. pseudotuberculosis 231B) produjo titulos en un rango de dos a 32.
La infeccion experimental en diez de doce ovinos con la cepa no toxigenica (C.
pseudotuberculosis 137E), no produjo una respuesta en ninguno de los seis ovinos. Antes
de la infeccion experimental, ninguno de los ovinos mostré inhibicion de la hemdlisis
especifica. Al llevar a cabo la inspeccion postmortem en 90 ovejas, 30 se encontraron con
la enfermedad adquirida de manera natural, y la prueba de inhibicion de la hemdlisis resultd
exitosa porque pudo detectar a 24 de estas ovejas. Ademas se detectd antitoxina en el suero
de seis de siete corderos amamantados por hembras que presentaron titulos positivos al
momento de realizar la prueba (Burrell, 1980a).
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Por otro lado, la prueba de inhibicion de la hemdlisis sinérgica (1.H.S.) es econdmica, facil
de realizar, y detecta anticuerpos formados contra la exotoxina de C. pseudotuberculosis.
La prueba originalmente se inventd para el diagndstico de C. pseudotuberculosis en
caballos, ya que confiaba en la capacidad de la fosfolipasa D para producir una zona de
hemolisis amplia cuando se aplicaba a eritrocitos tratados previamente con un filtrado
estéril que contenia la fosfolipasa C (PLC) de Rhodococcus equi (Knight, 1978). Mas
adelante, esta técnica se emple6 en caprinos para detectar la infeccion experimental de la
LC; observando que todos los animales con lesiones al sacrificio resultaron seropositivos a
los 23 dias post-inoculacion, mientras que los animales sin infeccion resultaron
seronegativos durante todo el experimento. La prueba volvio a mostrar que era un indicador
confiable de la infeccion activa, y que ademdas podia ser util para emplearse en los
esquemas de control de la enfermedad en caprinos (Brown, et al., 1985)

En otra publicacidn, se evalud la eficacia de un toxoide en caprinos al mismo tiempo que se
evalud la inmunidad humoral con la prueba de I.H.S., detectando que nueve de diez ovinos
vacunados desarrollaron titulos de anticuerpos positivos (> 1:8) contra la exotoxina una
semana después de la inoculacion; dos semanas después de la inoculacién, el caprino que
no presentd titulos de anticuerpos seroconvirtié, mientras que en el grupo control, los
animales requirieron tres semanas para desarrollar una respuesta de anticuerpos positiva
(Brown et al.,1986a).

Posteriormente, en un estudio de campo, la prueba de 1.H.S. se aplicé en muestras de suero
de 196 caprinos y 76 ovinos para detectar la LC, en el estudio se incluyeron animales con y
sin abscesos causados por C. pseudotuberculosis. Los resultados obtenidos indicaron que el
98% de los caprinos, y el 96% de los ovinos con abscesos presentaron titulos seropositivos,
que ademas siguieron apareciendo en las muestras de animales con lesiones superficiales o
ya cicatrizadas. La prueba también pudo detectar animales infectados subclinicamente, asi
como animales con lesiones clinicas reconocibles. El 28% de los caprinos, y el 10% de los
ovinos resultaron seropositivos. Con estos resultados se concluy6 que la prueba carecia de
suficiente especificidad, o esos titulos eran reflejo de una infeccion pasada o actual sin
abscesos claramente visibles (Brown et al., 1986b).

Con la necesidad de encontrar un método de purificacién que permitiera procesar grandes
volimenes de sobrenadante y producir PLD casi homogénea se propuso el método de
“reciclaje de isoelectroenfoque” (RIEF) que tiene ventajas sobre los procesos llevados a
cabo en geles u otros medios en los que la separacion toma lugar en una solucion libre, y
pueden concentrar grandes volumenes de la PLD sin manipulacion prolongada antes de la
fragmentacion. En este reporte se detall6 el uso de RIEF para purificar la PLD, mas el
analisis de un método simple que cuantificara la actividad de la exotoxina, por lo que se
emplearon dos pruebas; el analisis radiométrico y la prueba de I.H.S. En la prueba de I.H.S.
se hicieron modificaciones que facilitaran su ejecucion y la hicieran mas reproducible para
detectar la actividad de la PLD. Estas modificacion consisteron en disolver agar purificado
al 1.5% en una solucién amortiguadora de cloruro de sodio-fosfato al 0.85% (PBSS, 0.05,
pH 6.5) y los eritrocitos de ovinos contenidos en solucion Alsever (1:1) se lavaron dos
veces con la solucion PBSS (Eguen et al., 1989).
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Shigidi, 1978 detectd anticuerpos contra la toxina de C. pseudotuberculosis en animales
infectados naturalmente al efectuar una comparacion entre la prueba de hemoaglutinacion
indirecta (IHA) y la prueba de la antihemolisisna (AHI) utilizando eritrocitos
sensibilizados, encontrando que la IHA era més sensible que la AHI, revelando que ambas
pruebas son adecuadas para investigaciones seroepidemioldgicas de la LC, pero ninguna de
las dos era 100 % confiable (Urquiza, 2007).

En otro estudio realizado por Shigidi, 1979 comparé cinco pruebas seroldgicas en animales
afectados experimentalmente, al comparar el resultado de las cinco pruebas encontré un
alto porcentaje de falsos negativos, siendo la AHI la que mostré un nimero menor de falsos
negativos que en las otras pruebas. La fijacion de complemento (CF) fue la primera prueba
en detectar anticuerpos mas rapidamente (después de una semana post infeccion); laCF y la
aglutinacion en tubo (TA) presentaron restricciones para detectar la infeccion después de
ocho y dieciocho semanas respectivamente. La difusion en gel (GD) presentdé un alto
porcentaje de falsos positivos, mientras que la IHA resulté ser mas sensibles para detectar
la antitoxina. Se puede concluir que todas las pruebas son Utiles para la detecciéon de
anticuerpos pero ninguna ofrece un 100% de confiabilidad en el diagnostico de infecciones
causadas por Corynebacterium pseudotuberculosis (Urquiza, 2007).

En 1980, se analiz6 la técnica de inmunodifusion doble, que probd ser un método
econdémico y practico al examinar el suero de dieciseis ovinos y dieciseis caprinos
infectados con la LC obteniendo resultados positivos, el método consitia en obtener
produccion elevada de exotoxina permitiendo el uso de sobrenadante no concentrado y de
suero como reactivos en la prueba de inmunodifusion doble para el diagnéstico de la LC.
Se formaron lineas de precipitacion prominentes entre la antitoxina en diluciones mayores a
1:8 y sobrenadante no diluido con titulos hemolitico y de necrosis dérmica de conejo de
1:32,768. El suero de todos los dieciseis casos confirmados en ovinos con la LC, formaron
lineas de precipitacion contra la exotoxina con un titulo hemolitico y un titulo de necrosis
dérmica de conejo de 1:32,768. En caprinos, el suero de los dieciseis casos confirmados
con la LC formd lineas de precipitacién contra la exotoxina con un titulo hemolitico o de
necrosis dérmica de conejo de 1:32,768. No se formaron lineas de precipitacion contra
ninguno de los dieciseis sueros de ovinos libres de la enfermedad. Diez de los dieciseis
sueros recolectados en cabritos que no mostraron signos clinicos de la LC fueron positivos
a la prueba. En general, los resultados se podian obtener a las 24h de que se preparaba la
prueba. A pesar de su practicidad, la prueba requeria ser perfeccionada (Burrell, 1980b). El
empleo de un ensayo de microaglutinacion directa adaptando un sistema de microplaca para
Pasteurella haemolytica y un tubo de la prueba de aglutinacién de C. pseudotuberculosis,
demostro que la sensibilidad era relativamente satisfactoria, mientras que la especificidad
tuvo una respuesta pobre, por lo cual sus autores no la recomiendan para su uso en
programas de erradicacion (Muckle, et al., 1983; Urquiza, 2007).
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Con relacion a otros tipos de diagnostico serolégico, Burrell utilizo la actividad hemolitica
de la exotoxina sobre los eritrocitos de carnero cuando reacciona en un pH por debajo de 6,
mientras que presentan actividad de hemoaglutinacion al reaccionar en un pH maés elevado,
basandose en estas observaciones (Burrell, 1979). Por estos métodos era dificil obtener una
repetibilidad adecuada, ya que dependia mucho de las condiciones en que se obtuviera el
cultivo y la toxina, ademas en diluciones altas, el suero no era apto para evitar que el pH se
acidificara. Por lo que podian obtenerse resultados falsos negativos (Brown y Olander,
1987).

A pesar de estos avances otros autores insisten en métodos tradicionales como es la prueba
de neutralizacion de la fosfolipasa usada por Skalka y col., con la cual examinaron tanto
sueros humanos para diagnosticar la infeccion espontanea causada por Arcanobacterium
haemolyticum como sueros de ovinos y caprinos para diagnosticar la infeccion causada por
C. pseudotuberculosis, confirmando lo planteado por Cuevas y Songer acerca de la
similitud entre las caracteristicas de la fosfolipasa D para ambas bacterias (Cuevas et al.,
2002; Skalka et al., 1998).

9.1.1 Aplicacion de la prueba de ELISA en el diagndstico.

Los inmunoensayos (ELISA) en fase s6lida son una herramienta de la inmunologia clinica
basados en los principios de interaccién anticuerpo-anticuerpo en placas de plastico
(poliestireno o polivinilo principalmente). Se utilizan cromdgenos solubles para detectar las
enzimas. Es una técnica facilmente automatizable para un gran nimero de muestras en un
primer andlisis. Ademas no necesita equipo sofisticado, se puede adaptar en condiciones de
campo con estabilidad de los reactivos, estandarizacion del empaquetado, simplicidad y
conveniencia de los instrumentos de medida. La realizacion practica de una ELISA tiene
cinco apartados: fabricacion de los reactivos, preparacion de las placas (tapizado,
bloqueado y almacenado), diluciones y pipeteado de muestras, pipeteo del conjugado y
medida de la actividad enzimatica (Coll, 1993).

El principio basico del método indirecto de la prueba de ELISA es que un antigeno se
adsorba a una superficie, pudiendo ser ésta de diferentes materiales. Una dilucion del suero
problema es agregada y si contiene anticuerpos especificos, se unirdn al antigeno,
formandose un complejo antigeno-anticuerpo, al cual se le agrega un sustrato para activar la
enzima, produciendo un cambio de coloracion. Se agrega una solucion para detener la
reaccion. El color final, es directamente proporcional a la concentracion de anticuerpo. El
resultado puede ser leido directamente por observacion visual o con la utilizacion de un
espectrofotometro, para medir la densidad Optica de la reaccion (Ternynck y Avrameas,
1989).
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Aunque en México se encuentra presente de manera muy diseminada en los rebafios
nacionales, la LC es una enfermedad a la que poco estudio se le ha, no existe una técnica
inmunoldgica que permita detectar la infeccion por C. pseudotuberculosis en animales que
aun no presentan las alteraciones caracteristicas de la LC, el interés es utilizar una prueba
serologica (ELISA Indirecta) como técnica rutinaria de diagndstico, ya que es una
enfermedad con alta prevalencia e importancia econdmica en cabras (Ramirez et al, 1992;
Espinoza y Tortora, 1992; Urquiza, 2007).

En el caso de las técnicas inmunoenzimaticas, el primer reporte de la aplicacion de la
prueba de ELISA la realiz6 Shen y col., quienes estandarizaron una prueba de ELISA
indirecta para detectar anticuerpos contra un antigeno de la pared celular de C.
pseudotuberculosis obtenido por la tripsinisacion de la bacteria (Shen et al., 1982).

Més adelante, se utilizaron cinco preparaciones antigénicas, que fueron:

una suspension de células integras,

una suspension de células completas dispersadas y rotas por sonicacion,

células tratadas por extraccion con éter dietilico,

células tratadas por extraccién con éter dietilico y entonces rotas por sonicacion, y
finalmente,

e el extracto lipidico.

También empled como antigeno, la exotoxina obtenida a partir del sobrenadante de cultivo.
Con estos seis antigenos, se prob6 una ELISA indirecta para cada una de las preparaciones
antigénicas, y la compararon con la 1.B.H. Los resultados obtenidos revelaron que las
preparaciones celulares antigénicas no son eficaces, sin embargo, la exotoxina cruda
presentd muy buenos resultados detectando titulos de anticuerpos 30 a 60 dias después de la
inoculacion experimental. Esto fue superior a lo encontrado con la prueba de 1.B.H. que
detectd los titulos entre 60 y 90 dias post inoculacion, losque llevé a considerar la prueba
de ELISA como una herramienta atil para el diagnostico de la LC (Maki et al., 1985).

Dos afios después Sutherland y col. compararon nuevamente una ELISA para detectar
anticuerpos antitoxina y obtuvieron que el primero detectaba mas carneros con linfadenitis
caseosa que el segundo y que ambos unidos detectaban el 92% de las lesiones en pulmon,
aunque en el trabajo se aborda el alto porcentaje de falsos positivos especulandose acerca
de las posibles causas de este problema. Estos autores recomiendan la prueba de ELISA
para detectar anticuerpos contra la pared celular como una via Util para investigaciones a
gran escala de rebafios vacunados con toxoides en lugares donde esta presente la infeccion
con L.C (Ruiz, 2008; Sutherland et al., 1987).

En Alemania, se reportd una prueba de ELISA basada en un antigeno de fase sdlida, la cual
presentd un 85% de sensibilidad Para validar la prueba de ELISA se examinaron 109
caprinos con un estado clinico conocido alcanzando una sensibilidad del 96% y una
especificidad del 76%. No se presentaron reacciones serolégicas en 191 caprinos
provenientes de rebafios libres de la LC (Sting et al., 1998).
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Usando la prueba de ELISA, también se evaluaron sueros de 24 caprinos provenientes de
rebafios que sufrian la enfermedad, antes y después de la vacunacion con una bacterina.
Antes de la vacunacion, cinco caprinos con signos clinicos observables no presentaron
reacciones positivas con la prueba de ELISA. Después de la vacunacion, los 24 animales
presentaron reacciones positivas (Sting et al., 1998).

En Polonia, se tratd de establecer un procedimiento de ELISA basado en un antigeno de
fase solida, ademé&s la prueba debia ser adecuada para examinar un gran numero de
muestras serologicas tratando de identificar animales potencialmente infecciosos. Para
determinar el valor limite de la prueba como diagndstico de rutina, se tomaron al azar 142
muestras de suero en diez rebafios con historia clinica de la LC. Las muestras se probaron
en paralelo con la prueba de ELISA y la prueba de inmunotransferencia usando la misma
preparacion del antigeno. El valor limite de la prueba de ELISA fue de 30 UE (unidades
ELISA). Con este valor limite se calcul6 una sensibilidad del 85% y una especificidad del
96%. La sensibilidad de la prueba de ELISA con respecto a la deteccion de rebafios
infectados, se determind probando 910 sueros de 74 rebafios, diez de los cuales tenia
historia clinica de la LC. En este experimento se encontrd que 76 sueros con actividad de
mas de 30 UE pertenecian a los animales de los 10 rebafios con presencia de la LC. Por el
contrario, 64 rebafios libres de la LC, a nivel individual ningin animal presenté actividad
de ELISA mayor a 30 UE, pudiendo concluir que la prueba de ELISA es muy adecuada
bajo condiciones de campo y su uso podria ser recomendado para programas de
eliminacion de animales infecciosos (Kaba et al., 2001).

La mayoria de los autores reportan el uso de una prueba de ELISA que emplea como
antigeno la toxina de C. pseudotuberculosis, Por ejemplo, en Japon, se compar6 la prueba
de ELISA indirecta con la prueba de inmunodifusion. Para este propdsito se analizaron
1186 sueros procedentes de rebafios de ovinos aparentemente sanos de la region de
Hokkaido, obteniendo una sensibilidad mayor con la prueba de ELISA que con la prueba
de inmunodifusion, aunque encontraron reacciones inespecificas ocasionales en la prueba
de ELISA. Los autores de ese trabajo se inclinaron hacia el uso de la inmunodifusion como
un método préactico para detectar la enfermedad en a nivel de campo, aunque reportan el
hallazgo de falsos negativos por la prueba de inmunodifusion (cuatro animales de dieciseis
investigados), lo cual explica porqué las cantidades de anticuerpos en dichos animales no
eran suficientes para detectar la presencia de enfermedad por dicha técnica, por lo que
sugirieron realizar méas estudios para resolver esta diferencia (Chikamatsu et al., 1989).

En otra investigacion, se comparo6 la prueba de ELISA-antitoxina con la inhibicion de la
hemolisis encontrando una correlacion elevada entre las dos pruebas (0.86, p< 0.001). En
general, el suero con valores de DO (densidad Optica) bajos también tenian titulos bajos en
la prueba de inhicion de la hemdlisis.Al mismo tiempo se recomendd el uso de la prueba de
ELISA para investigaciones masivas de la infeccion causada por C. pseudotuberculosis,
ante todo por la facilidad de dicha técnica para su ejecucion y la gran capacidad de trabajo
que alcanza (Kuria y Holstad, 1989).
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Estas bondades de la técnica también se evidenciaron en otros trabajos. En el primero, los
autores presentaron el desarrollo y uso de una prueba de ELISA en un programa de
erradicacion de la enfermedad en Holanda, donde se probaron miles de muestras de suero.
Dichos autores afirmaron la utilidad de la técnica y reportaron un logro para la certificacion
de rebafios libres de la enfermedad (Ter Laak, et al., 1991).

En el segundo trabajo, se desarrolld una prueba de ELISA indirecta de doble anticuerpo
tipo sandwich, para la deteccion de anticuerpos contra la PLD de C. pseudotuberculosis. En
este caso se recubrid la placa con inmunoglobulinas antitoxina de C. pseudotuberculosis
obtenidas de conejo, posteriormente se aplicd una toxina cruda, continuando con el suero
problema, el conjugado y el sustrato. La especificidad de la prueba se calculé de manera
individual en animales pertenecientes a rebafios libres de la LC (6,612 sueros). Cuando se
descubrieron inflamaciones sospechosas de LC en animales seronegativos de rebafios no
infectados, no se encontro la evidencia de LC en 10 animales. Algunas veces, los abscesos
se presentaron en lugares atipicos para la LC, y se aislaron otras especies bacterianas
(Actinomyces pyogenes). Por lo tanto, los resultados de esta prueba se consideraron
correctos y la especificidad se calculd en un 99.9%. La sensibilidad no se pudo calcular de
forma individual. En los rebafios infectados, solo se reconocieron como infectados a los
animales con signos clinicos de la LC. Los signos clinicos no siempre se pudieron observar
en los animales infectados debido a que los animales pudieron infectarse recientemente, o
el desarrollo de los abcesos solo se manifesto en linfonddos profundos. La mayoria de las
veces, los resultados de ELISA fueron positivos en animales aparentemente sanos
provenientes de rebafios infectados. Estos animales se consideraron infectados y tuvieron
que eliminarse del rebafio. Aunque la sensibilidad de ELISA no se pudo calcular por
individuo, si se pudo calcular por rebafio. Todos los rebafios con uno o mas animales
afectados (50 lotes de 3,842 animales) tuvieron resultados positivos para al menos un
animal. De esta forma, la sensibilidad de la prueba en base al rebafio, se consider6 del
100% al momento de la primera examinacion. Los resultados dudosos o inconclusos se
confirmaron con la prueba de inmunotransferencia, y se recomendd que ésta debiera ser
usada como prueba confirmatoria de los casos positivos, y ELISA como prueba diagnostica
en los programas de erradicacion de la LC. Finalmente, la prueba de ELISA se usé en un
programa perteneciente a los servicios de salud animal holandeses en un esfuerzo por
erradicar la LC (Ter Laak et al., 1992).

Estos resultados se confirmaron por Schreuder y col. quienes lograron la erradicacion de la
LC en dos grandes rebafios ubicados en el sur y el este de Holanda, con la enfermedad
endémica. Mediante la introduccion de un programa de erradicacion iniciado en el afio
1988 y empleando como herramienta principal la prueba de ELISA, lograron no reportar
casos clinicos ni seroldgicos desde septiembre de 1989 (Schreuder et al, 1994).

Por otra parte, se reportd una nueva variante de la prueba de ELISA indirecta empleando
como antigeno la exotoxina de C. pseudotuberculosis. La preparacion del antigeno, de
acuerdo a los trabajos de Songer et al. (1990), difirid de otras pruebas de ELISA PLD, ya
que éste se obtuvo de una Escherichia coli recombinante, la cual contenia un plasmido que
albergaba al gen pld. La prueba también empleaba un conjugado anti-lgG de carnero con
fosfatasa alcalina consiguiendo buenos resultados (sensibilidad 86.3% Yy especificidad
82.1%, usando una DO de 0.080).
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El trabajo utilizaba un método basado en una curva receptor-operador (ROC), lo cual le
permitia definir la eficacia de la prueba a diferentes puntos de corte, y por tanto facilitaba
ajustar el incremento de la sensibilidad o la especificidad de la prueba, en dependencia de
los objetivos de su uso. Los autores concluyeron que su prueba de ELISA poseia un valor
comercial que ayudaria en el control y erradicacion de la enfermedad. Aunque los
resultados de sensibilidad y especificidad fueron inferiores a los reportados por Ter Laak et
al. (1992), cuestionaron algunos aspectos de los trabajos de estos investigadores, tales
como el uso de un solo control positivo y la complicada naturaleza de la prueba de ELISA
con doble anticuerpo, considerando que eran elementos que conspiraban contra su
comercializacion (Menzies et al, 1994).

En Perd, la prueba de ELISA indirecta también ha sido aplicada para diagnosticar la LC en
otras especies de rumiantes (alpacas). La prueba manejaba un antigeno de pared celular y la
proteina A con peroxidasa como conjugado. La sensibilidad de ELISA fue del 89%,
concluyendo Los que la prueba era una buena alternativa para el diagnostico de la infeccién
en alpacas (Braga et al, 1994).

Ruiz y col estandarizaron una prueba de ELISA indirecta utilizando como antigeno la
toxina de C. pseudotuberculosis (PLD) y usando un conjugado anti-lgG bovina con
peroxidasa con lo cual obtuvo una sensibilidad y especificidad de 96.6% y 94.6%
respectivamente. Esto fue probado por la comparacion con el “estado verdadero” (unién del
aislamiento, la anatomopatologia y la clinica) en un trabajo bajo condiciones controladas
que incluyd la reproduccion experimental de la enfermedad (Ruiz et al, 2000).

En el afio 2000, se publicé un articulo que comparaba cuatro tipos de ELISA para el
diagndstico de la LC en ovinos y caprinos. ELISA A, es una prueba de doble sandwich
indirecta descrita por Ter Laak, et al., 1992. ELISA B, es una modificacion de ELISA A.
Esta prueba empled microplacas cubiertas con suero hiperinmune de conejo contra una
preparacion cruda de la PLD, mas un anticuerpo monoclonal dirigido a una IgG1 de bovino
maracada con peroxidasa de rabano. Las pruebas de ELISA, denominadas Cy D se habian
desarrollado previamente en Australia, de acuerdo al método descritopor Sutherland et al.
(1987), con algunas modificaciones. Ambas son ELISAs indirectas y emplearon
microplacas cubiertas con preparaciones de la pared celular o de la PLD, la unién de
anticuerpos se detecté usando un suero de burro anti-ovino marcado con peroxidasa de
rdbano y TBM como cromogeno. Para realizar las pruebas se emplearon 118 sueros de
ovino y 114 de caprinos, originarios de rebafios sin registros de LC, asi como, 65 sueros de
ovinos y 72 de caprinos que habian presentado abscesos clinicos, de los cuales se aislé C.
pseudotuberculosis. Obteniendo los siguientes resultados: al comparar ELISA A 'y ELISA
B con ELISA C yD, éstas ultimas proporcionaron resultados inconclusos sobre todo en el
suero de ovinos. ELISA B fue la més sensible en ambas especies, mientras que su
especificidad fue similar a ELISA A y D (Ver tabla 5), pero mayor a ELISA C (en el
estudio resulto la menos especifica).
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ELISAA ELISAB ELISAC ELISAD

Caprinos

Sensibilidad (%) 7245 94+3 61+3 5616
Especificidad (%) 99+1 98+1 86+3 97+1
Ovinos

Sensibilidad (%) 51+6 7945 75+5 59+6
Especificidad (%) 9742 99+1 69+4 92+3

Tabla 5. Sensibilidad y especificidad con intervalos de confianza del 95% de las ELISAs A-D (Dercksen et
al. 2000).

El objetivo del estudio era mejorar la sensibilidad de ELISA A, modificandola en ELISA B
de cuatro formas: a)el periodo de incubacion con el antigeno se acortd de una noche a solo
1h, con el propoésito de ahorrar tiempo, b) el Tween 20 y el suero normal de conejo se
reemplazaron por Tween 80 y suero de becerro, c) el conjugado se cambi6 por anticuerpo
monoclonal contra IgG1 de bovino, y d) se uso el cromégeno TBM que es mas sensible que
el acido 5-aminosalicilico. Con estas modificaciones se ocasiond el incremento de la
sensibilidad de 72 a 94 caprinos y de 51 a 79 ovinos. La especificidad no se alteré con estas
modificaciones. Por lo que ELISA B se recomendd para programas de erradicacion y
control en Holanda.

En Reino Unido, se desarrollaron dos versiones de la prueba de ELISA usando un antigeno
sonicado de C. pseudotuberculosis. Las dos versiones usaron un sistema de deteccion en
dos pasos; la deteccion primaria del anticuerpo (anticuerpo monoclonal de ratén anti-ovino)
vario entre ambas pruebas, pero la deteccidn secundaria emple6 un conjugado de asnho con
un anticuerpo monoclonal anti -ratén 1gG. En una version de ELISA, la deteccion primaria
era el sobrenadante de la linea celular K67.3G2, este anticuerpo monoclonal detecta
cadenas ligeras de ovino, y por lo tanto, todas las clases de anticuerpos. En la ELISA anti-
IgG, la deteccidn primaria del anticuerpo uso un anticuerpo monoclonal anti-ovino de IgG.
Ambas versiones de ELISA se evaluaron en un panel con sueros de 150 referencias
positivas pertenecientes a 22 rebafios, cada ovino presentaba al menos un absceso positivo a
C pseudotuberculosis, y 103 sueros con referencias negativas pertenecientes a cuatro
rebafios en los que no se habian presentado casos LC. Ademas, se obtuvieron curvas de
receptor-operador caracteristicas, y se usO el area bajo la curva ROC para comparar la
sensibilidad y especificidad de las dos pruebas. Usando la prueba con un 100% de
especificidad, la sensibilidad para la deteccion de anticuerpo total fue de 71%, y la
sensibilidad para detectar 1gG fue de 83%, lo cual se pudo compar favorablemente con
otras pruebas de ELISA reportadas para la LC en ovinos. La sensibilidad del ensayo de
anticuerpo 1gG pudo ser mas elevada debido a la afinidad mayor de la clase de anticuerpos
IgG, comparada con los anticuerpos IgM, también detectados por ELISA de anticuerpos

-58 -




totales. Los resultados del analisis ROC indicaron que la ELISA-IgG fue méas exacta que la
ELISA de anticuerpos totales. La eficiencia de la prueba fue mucho mayor cuando las
muestras de suero se corrieron en dilucion seriales, que cuando se usaron diluciones
simples. En conclusion, la prueba de ELISA- 1gG se considero adecuada para aplicarse en
estudios de campo para detectar la LC en ovinos (Binns et al., 2007).

9.1.2 Resonancia de Plasmones Superficiales

Los plasmones superficiales son aquellos plasmones que estan confinados a las superficies
y que forman un polariton cuando interactian con la luz. Ocurren en la interfase entre un
dieléctrico y un metal. La resonancia de plasmones superficiales es utilizada en bioquimica
para el estudio de mecanismos y la cinética de los enlaces entre los ligandos y los
receptores, por ejemplo, el enlace entre un sustrato y una enzima. Los plasmones
superficiales son usados para controlar los colores de los materiales, esto es posible debido
a que la forma de la superficie controla el tipo de plasmones superficiales que se pueden
acoplar y propagar a través de ella. Esto a su vez controla la interaccion de la luz con la
superficie. Estos efectos son faciles de ver en los vitrales que adornan las catedrales
medievales. En este caso, el color estd dado por nanoparticulas metélicas que interactian
con el campo dptico para dar al vidrio su color radiante. Estos efectos han sido manipulados
para ser usados tanto en el rango visible como en las microondas. Muchas investigaciones
son mejoradas en el rango de las microondas porque es posible disefiar mecanicamente
superficies materiales con patrones del orden de algunos pocos centimetros que son Utiles
para estas longitudes de ondas. En cambio, para crear plasmones superficiales en el rango
oOptico, implica producir superficies con detalles menores a los 400nm. Esto es mucho mas
dificil de construir y sélo ha sido posible de fabricar gracias a la nanotecnologia. Los
plasmones superficiales son muy sensibles a las propiedades de los materiales en que se
propagan. Esto ha llevado a que sean usados en la medida del grosor de monocapas en
peliculas de coloides (Zayats y Smolyanina, 2006).

La excitacion de plasmones superficiales por la luz es denotada como una resonancia de
plasmones de superficie (SPR, de las siglas en inglés surface plasmon resonance). Este
fendmeno es la base de muchos instrumentos estandar para medir la adsorcion de material
sobre una superficie de metal (normalmente oro, plata o cobre) o sobre la superficie de
nanoparticulas de metal. Compafiias como Biacore han comercializado instrumentos que
operan bajo estos principios. En la década pasada, la tecnologia Biacore™ facilito la
deteccion de anticuerpos contra muchas bacterias patdgenas, como Escherichia coli y
Salmonella. Sin embargo, también se han usado muchas otras plataformas basadas en
sensores para el andlisis microbiologico (Atwater, 2007; Jorgerius-Gortemaker et al.,
2002).

Para el caso de Corynebacterium pseudotuberculosis, se inici6 un estudio para investigar el
beneficio de un sistema de biosensor dptico (Biacore 3000TM) de resonancia de plasmones
superficiales (SPR) para detectar anticuerpos especificos contra la fosfolipasa D en suero de
ovinos. Los resultados de la prueba indicaron que el biosensor (SPR) basado en el sistema
Biacore™ como herramienta de diagnéstico serolégico para la LC puede ser una alternativa
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valiosa a los procedimientos de deteccion con ELISA. Gracias a su rapidez y
reproducibilidad, el sistema Biacore 3000 ™ permite la deteccién en tiempo real, no emplea
marcadores para la deteccion de biomoléculas, es automatizado por completo, y su répido
analisis lo hacen ideal para probar un gran numero de muestras. Todas las muestras
empleadas en la prueba Biacore™ para la deteccion de la LC se obtuvieron del Laboratorio
Central de Investigacion Veterinaria (CVRL) ubicado en Dublin, Irlanda. Se emplearon
nueve sueros como control, cinco sueros pertenecian a ovinos infectados
experimentalmente con la LC y cuatro pertencecian a ovinos sin historia clinica de la LC.
También se obtuvieron 92 muestras de sueros como referencia, los cuales se habian
probado previamente en el Instituto Central Veterinario (Lelystad, Holanda) por elmétodo
de ELISA creado por Dercksen et al. (2000). La aplicabilidad de la prueba inicialmente se
demostro usando los nueve sueros control.A una dilucion de 1/80 la respuesta del control
positivo fue de aproximadamente 400 unidades de respuesta (RU), la cual pudo distinguirse
facilmente de la respuesta del suero control negativo (aproximadamente 20RU). La
seleccion de esta dilucion se establecio por la necesidad de tener niveles de respuesta
discriminatorios adecuados al sistema Biacore™, y por la necesidad de diluir para
minimizar las reacciones no especificas, mientras se retiene la capacidad de dectectar la
unién anticuerpos y la condicion para mantener los estados de regeneracion asegurando la
repetibilidad y longevidad a largo plazo de la PLD inmoviliazada en el chip sensor
(Stapleton et al., 2009).

Para evaluar la sensibilidad y especificidad de Biacore™ se compararon los resultados de
ELISA obtenidos en Lelystad. EI 86% de los sueros que probaron positivo en ELISA
Lelystad también probaron positivo a la prueba SPR. Mientras que el 76% de los sueros
que probaron negativo en ELISA Lelystad también resultaron negativos en la prueba SPR.
Los resultados también se compararon con una ELISA PLD (recombinante) indirecta
realizada en paralelo con las otras dos pruebas. Se calcul6 que el 95.5% de las muestras de
suero que dieron positivo en ELISA PLD indirecta, también dieron positivo en la prueba
SPR (Biacore™). En total, el 91.3% de los resultados negativos obtenidos en Biacore™
proporcionaron el mismo resultado encontrado con el método de ELISA PLD
(recombinante) indirecta. De los 92 sueros analizados, solo ocho muetras proporcionaron
resultados contradictorios en la prueba Biacore™, seis de los cuales resultaron inconclusos
(Stapleton et al., 2009).
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9.2 Deteccion de inmunidad celular

Un acercamiento alternativo a la serologia en el inmunodiagnostico de la LC es evaluar la
inmunidad mediada por células (Menzies et al., 2004).

Las pruebas para valorar el funcionamiento del sistema inmune mediado por células
incluyen a las pruebas cutaneas de hipersensibilidad de tipo retardado (HTR), valoracion de
linfocitos T y B, determinaciones de actividad linfoncitaria y pruebas para determinar el
funcionamiento de neutrofilos. La mayoria de estos procedimientos estan sujetos a
variabilidad bioldgica y dificultades de estandarizacion ademas de que muchos constituyen
experimentos complicados. No obstante, proporcionan importante informacion acerca del
funcionamiento celular en infecciones intracelulares, inmunologia tumoral y rechazo de
transplantes (Kingsbury et al., 1991).

La prueba cutanea es un método de diagnostico empleado para verificar infecciones
causadas por microorganismos intracelulares, y también se emplea para medir el estado
inmunolégico mediado por células especialmente por enfermedades causadas por bacterias
como Mycobacterium spp. y Corynebacterium pseudotuberculosis, estas bacterias son
microorganismos intracelulares facultativos (Hard, 1975), con inmunidad mediada por
celulas. La inmunidad mediada por células induce la formacion de una poblacion de células
mononucleares especializadas en fagocitar y destruir microorganismos intracelulares
(Mackaness, 1970).

Cuando se inyectan ciertos antigenos en la piel de animales sensibilizados puede ocurrir
una reaccion en el sitio de inyeccion, esta Gltima tarda muchas horas en desarrollarse. Toda
vez que esta respuesta de hipersensibilidad tardia no puede transferirse de los animales
sensibilizados a los normales por medio del suero, sino sélo por medio de linfocitos, es
evidente que se trata de una reaccibn mediada por células. Las reacciones de
hipersensibilidad tardia de este tipo se clasifican como hipersensibilidad de tipo 1V, y se
deben a la interaccion entre el antigeno inyectado, células dendriticas y células T. Un
ejemplo importante de reaccion de hipersensibilidad tardia es la respuesta a la tuberculina,
es decir, la reaccion cutdnea que produce en un animal tuberculoso una inyeccion
intradérmica de tuberculina, extracto antigénico obtenido del bacilo tuberculoso (Tizard,
2009).

Se llama tuberculina al extracto de Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis o
Mycobacterium avium, que se emplea como antigeno para pruebas cutaneas que se efectlian
en animales con la finalidad de identificar a los que padecen tuberculosis. Con ese fin se
han empleado varios tipos de tuberculina. EI mas importante es el derivado proteico
purificado (PPD) de la tuberculina. Cuando la tuberculina PPD se inyecta por via
intradérmica a un animal normal no hay reaccién inflamatoria local importante. Por lo
contrario, si se inyecta a animales sensibilizados por una infeccion por el bacilo
tuberculoso, se producira una respuesta de hipersensibilidad tardia.
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Después de la inyeccion intradérmica de tuberculina a un animal sensibilizado, se
desarrolla una lesién edematosa indurada en el punto de aplicacion. La inflamacién se
inicia entre 12 y 24 h despues, alcanza su mayor intensidad a las 24 6 72 h, y puede
persistir por varias semanas antes de disminuir en forma gradual. La reaccion a la
tuberculina en un animal sensibilizado es una reaccion inflamatoria inmunitariamente
especifica mediada por células T (Tizard, 2009).

En el caso de los métodos de diagndstico que miden la inmunidad mediada por células para
la LC, el primer intento fue hecho por Cesari, quien al inocular 0.2 ml de un cultivo filtrado
de Corynebacterium pseudotuberculosis en cobayos previamente infectados por el mismo
microorganismo, provocO una reaccion de hipersensibilidad local semejante a la reaccion
de hipersensibilidad tardia de la tuberculina en cobayos con tuberculosis y la designé como
Preisznocardina sugiriendo que la prueba alérgica podia ser usada para el diagndéstico de la
enfermedad en carneros (Cesari, 1930).

Al afio siguiente Cassamagnaghi, basandose en el trabajo de Cesari, elaboré la
Preisznocardina filtrando un cultivo del microorganismo y lo inoculé a 25 ovinos de los
cuales 14 fueron experimentalmente infectados con una dosis de 0.1 ml por via
intradérmica; la lectura de la prueba se realiz6 a las 48 y 72 h revelando reacciones locales
del tamafio de un huevo de paloma en todos los animales. En otro experimento con ochenta
ovinos de un rebafio naturalmente afectado, 18 animales presentaron una reaccion de
hipersensibilidad tardia en el sitio de inoculacién. En ambos casos reportd resultados
alentadores (Cassamagnaghi, 1931).

En 1978, se prepar6 una sensitina a partir de una suspensién bacteriana fenolizada, Su
eficacia se prob6 en cinco caprinos portadores de la LC y en diez animales sanos
inoculando 0.1 ml de la sensitina por via intradérmica. La lectura de la reaccion se llevo a
cabo a las 24, 48 y 72 h revelando crecimiento progresivo en cinco de los caprinos
infectados mientras que los diez caprinos testigos no presentaron reaccion (Costa et al.,
1978).

La tuberculina es conocida por obtener reacciones cruzadas en ovinos y caprinos con
infectados natural y artificialmente con C. pseudotuberculosis. Estas reacciones
probablemente se deban a que comparten ciertos antigenos de la pared celular (Brown y
Olander, 1987). Un antigeno obtenido de C. pseudotuberculosis por sonicacion se prob6 26
ovejas con el sindrome de la oveja flaca. Los resultados conseguidos mostraron que solo el
56% de los animales que tenian abscesos causados por C. pseudotuberculosis dieron
respuestas positivas de hipersensibilidad retardada a la prueba cutanea (Renshaw et al.,
1979).
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En 1984, distintos cientificos trataron de obtener un antigeno a partir de una masa
bacteriana de C. pseudotuberculosis, desintegrada por hidrdlisis con acido sulfurico, y la
recuperacion de proteina por precipitacion con &cido tricloroacético, pero los resultados no
fueron alentadores. Mas tarde, se confirmo la posibilidad de elaborar un producto que
denominaron “linfadenina”, proteina soluble contenida en el sobrenadante del cultivo
lavado del microorganismo. Esta se obtuvo por precipitacion con &cido tricloroacético y se
empled primero en cobayos y posteriormente en 40 caprinos infectados naturalmente y 22
caprinos sanos. Se obtuvieron resultados calificados como buenos por los autores del
trabajo (Langenneger y Langenneger, 1984; Langenneger et al., 1987).

Por otra parte, se tratd de obtener un antigeno denominado “pseudotuberculina” siguiendo
la técnica de elaboracion de Koch, con lo que se logrd una especificidad baja en un rebafio
de 50 ovejas adultas. Luego de este resultado, se aprovechO el método usado por
Cassamagnaghi, pero no mejoro los resultados, concluyendo que la respuesta inmunitaria
era deficiente y que la prueba alérgica para el diagnostico de la LC no era adecuada (Carne,
1932).

En quince caprinos, se evaluo el desarrollo de la inmunidad celular con una prueba cutanea
de hipersensibilidad retardada usando como reactivo una suspensién de fragmentos
celulares bacterianos de C. pseudotuberculosis complementada con azida de sodio, en
animales vacunados previamente con un toxoide. Después de la exposicion al desafio, todos
los caprinos presentaron reacciones dermicas positivas en cada periodo de la prueba. Las
reacciones de la semanas cuatro y ocho después del desafio fueron méas extensivas
(diametros grandes y aumento de la celularidad mononuclear, exudacién de fibrina y
trombosis) que a los diez dias después del desafio. Las reacciones fueron méas pronunciadas
doce semanas después de la exposicion del desafio, indicando el desarrollo secuencial de la
respuesta inmune. Es importante aclarar que los animales seronegativos no desarrollaron
reacciones dérmicas, y estas reacciones tampoco se presentaron antes del desafio. Los
autores concluyeron que la prueba cutdnea puede ser de utilidad para monitorear la
infeccion o la exposicion a C. pseudotuberculosis, tanto a nivel experimental como a nivel
de campo, en donde la evaluacion seroldgica resulta poco préactica (Brown et al., 1986a).

En otra publicacién, se emplearon caprinos vacunados previamente con toxoide y bacterina
de C. pseudotuberculosis, inoculandolos por via intradérmica con un antigeno crudo de la
misma bacteria para posteriormente desafiar a los 30 dias Pl estos animales, con una cepa
virulenta de C. pseudotuberculosis, observando reacciones en la primera, quinta y décima
semana. Las reacciones mas fuertes o evidentes se observaron en la décima semana,
concluyendo que es fundamental la purificacion del antigeno para la prueba intradérmica de
la LC, y que el uso de un antigeno especifico de C. pseudotuebrculosis para la prueba
intradérmica puede favorecer el diagnostico de la LC ovina y caprina a nivel de campo,
ademas de la utilidad de la prueba intradérmica para verificar la inmunidad mediada por
celulas, y asi poder detectar la enfermedad subclinica en rebafios de ovinos y caprinos
(Alves y Olander, 1999).
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En los Gltimos afios, se llevd a cabo el primer estudio con sangre completa de ovinos. Este
estudio se basd en la deteccion de respuesta de IFN-y a los antigenos completos de la
bacteria. Para determinar la confiabilidad de la prueba, se empleé la prueba de ELISA-
IFN-y de bovino disponible comercialmente. La prueba perfeccionada empled ovinos
infectados experimentalmente. Los resultados del estudio explicaron que el ensayo basado
en la deteccion de respuesta a antigenos celulares completos tiene valor para la deteccién de
ovinos infectados. También sefial6 que la inmunizacion en ovinos con la vacuna empleada
habitualmente (Glanvac 6: Vetrepharm Canada, Londres, Ontario) para el control de la LC
ovina no interfiere con la prueba. Al emplear un valor de densidad 6ptica (DO) de 0.1, el
ensayo de sangre completa clasifico correctamente a los animales infectados como
positivos y ovinos no expuestos como negativos con una confiabilidad aceptable (95.5%)
para poder emplearla como prueba diagndstica en programas experimentales y de control
para la LC. Estos célculos son el equivalente de la sensibilidad de 95.7% y especificidad de
95.5%, pero porque las muestras se tomaron repetidamente de individuos probados (aparte
de un grupo grande de ovinos sin infectar). Los investigadores evaluaron la confiabilidad
mas que la sensibilidad y especificidad (Prescott et al., 2002).

En otro trabajo, pero en caprinos se tratd de revelar la inmunidad mediada por células
usando una prueba de ELISA IFN-y de bovino para la deteccion de C. pseudotuberculosis
de animales infectados experimentalmente. Esta prueba se compard con una prueba
serologica de ELISA-PLD recombinante. Las pruebas se evaluaron repetidamente por mas
de un afio en tres caprinos infectados y tres caprinos sin infeccion. ELISA IFN-y presento6
una confiabilidad de 89.2% en caprinos no infectados y de 97.1% en caprinos sin infeccion.
A pesar de que en el estudio se empled un ndmero pequefio de animales infectados
experimentalmente y caprinos sin infeccion, los resultados sugirieron que la prueba para
detectar la respuesta de IFN-y a los antigenos completos de C. pseudotuberculosis, tiene
valor para detectar la infeccion. El ensayo con sangre completa clasificO correctamente
animales infectados y animales sin infeccion con una confiabilidad aceptable para que
pueda emplearse como prueba diagnostica en los programas de control de la LC. Al
comparae la prueba de ELISA IFN-y con ELISA-PLDrecombinante, la primera prueba
presentd como ventaja una sensibilidad mayor al detectar la infeccion, pero present6 la
desventaja con ELISA PLD recombinante, de no reflejar la magnitud de la infeccion.
(Menzies et al., 2004).
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10. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

10.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Esta técnica desarrollada en 1986, constituye una herramienta muy eficaz en las
investigaciones del ADN recombinante y es Util en muchos campos de las ciencia de la
vida, como la biologia molecular, la genética, la evolucion, la medicina forense, etc. La
técnica PCR permite la amplificacion directa de segmentos de ADN especificos sin
necesidad de clonacion, pudiéndose utilizar para obtener un gran numero de copias de
fragmentos que, inicialmente, estaban en cantidades muy pequefias. En esta técnica, se
utiliza una enzima denominada ADN polimerasa; también primers (cebadores, iniciadores u
oligonuclettidos) que hibridan con la cadena complementaria a la secuencia que sera
amplificada (Vadillo 2002).

El diagnodstico de LC se basa principalmente en signos clinicos caracteristicos y en el
aislamiento del agente proveniente de la descarga de abscesos. La identificacion de
microorganismos cultivados como C. pseudotuberculosis normalmente se consigue por
pruebas bioquimicas, aunque a menudo es probleméatico debido a la variabilidad de las
caracteristicas bioquimicas del patdgeno. Por lo tanto se desarrolld una prueba PCR
especifica para C. pseudotuberculosis con la finalidad de evaluar si este método podria
simplificar la identificacion de cepas cultivadas de esta especie. El diagndstico seroldgico
también es importante en la identificacion de la enfermedad aunque los animales con la
enfermedad subclinica son escenciales al introducir la LC a un rebafio sano. De 118
animales enfermos que se sacrificaron en Turquia, 4.3% ovinos y 1.3% caprinos
presentaron lesiones de LC, los linfonodos principalmente afectados fueron el subiliaco y
prescapular. Al emplear una prueba de PCR especifica para la identificacion de 96
aislamientos (pertenecientes a dichos animales), la amplificacién de un fragmento de 815
pares de bases permitid6 la identificacion de 93 aislamientos positivos a C.
pseudotuberculosis; mientras que de los 3 aislamientos restantes no se obtuvo
amplificacion, considerandolos pertenecientes a Corynebacterium spp. Esto se logro
desarrollando un gen (16S rRNA) para identificar a Corynebacterium pseudotuberculosis
en los aislamientos. Los investigadores concluyeron que la prueba era Util para estimar la
prevalencia de la LC en los animales estudiados, presentando algunas limitaciones: (i) era
dependiente del cultivo bacteriano, y (ii) no era lo suficientemente especifica para
distinguir a C. pseudotuberculosis de C. ulcerans (Cetinkaya, et al., 2002).
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En otra publicacidn, los cientificos desarrollaron una prueba de PCR multiple (MPCR) para
facilitar la deteccion de C. pseudotuberculosis empleando tres genes blanco de la bacteria:
16S rRNA, rpoB, y pld. Para poder evaluar la sensibilidad y especificidad de la prueba se
empledé ADN gendmico purificado. Se recolectd pus proveniente de linfonodos en ovinos y
caprinos y se extrajo su ADN, ademas se prepararon cultivos bacterioldgicos de la muestras
como prueba de oro para confirmar la presencia de la bacteria. La mPCR permitié la
identificacion eficiente de 40 aislamientos de C. pseudotuberculosis, identificada
previamente mediante pruebas bioquimicas, siendo especifica para diferenciar C.
pseudotuberculosis de C. ulcerans. Existen reportes que sustentan que ambas bacterias
tienen 99.7% de similitud entre sus genes 16S rRNA y 93.6% entre sus genes rpoB, y
muchas de sus caracteristicas bioquimicas también son similares. El andlisis de especies
relacionadas taxonémicamente no generod el perfil de amplificacion mPCR, por lo tanto
demostré la especificidad de la prueba. En muestras clinicas, el limite de deteccion se
estimé como 10° u.f.c de C. pseudotuberculosis detectandola directamente en muestras de
pus de ovinos y caprinos infectados (n=56) con una elevada sensibilidad diagnostica
(94.6%). El desarrollo de esta prueba demostrd ser un método eficiente, exacto, rapido y
reproducible para la identificacion de C. pseudotuberculosis cultivada y su deteccion
directa en muestras de pus, planteando la posibilidad de que la prueba se podria usar para
confirmar la LC en el diagndéstico microbioldgico y epidemioldgico sustituyendo al cultivo
bacteriolégico (Pacheco et al., 2007).

10.2 Téecnica de Macroarreglos de ADN.

Los macroarreglos de ADN contienen manchas macroscopicas de ADN formadas sobre una
membrana de nylon en un dispositivo portatil o robdtico, son faciles de fabricar, y en
muchas ocasiones se construyen con productos empleados para PCR. Se considera que los
“macroarreglos” son adecuados para situaciones en las que no es posible tener una serie
ordenada de las secuencias del genoma debido a la carencia de informacién sobre este. A
través de ésta técnica y dado que pocos genes de la bacteria se han secuenciado, se
generaron fragmentos de ADN de 0.7-1.4 kb que se ligaron a un plasmido pUC18
obteniendo 4000 clones con un tamafio de insercion promedio de 1.3 kb. EI ADN se extrajo
de 1536 colecciones de colonias que se ordenaron en duplicado sobre una membrana de
nylon con carga positiva para generar el macroarreglo. En particular, esta técnica pudo
identificar al gen pld como el principal factor de virulencia siendo en gran medida
termoregulable, observacion que nunca se habia hecho. También se descubrieron otros dos
genes fagC y fas. De igual forma se observd que estos genes presentaban una expresion
genética baja (McKean et al., 2007).
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11. INMUNIDAD DE MUESTRAS HETEROLOGAS

En un estudio se trabajo con cuyes vacunados con BCG (Bacilo de Calmette y Guering)
que adquirieron inmunidad e hipersensibilidad a Corynebacterium pseudotuberculosis, lo
anterior mostré una reduccion del 85% en la incidencia de los casos clinicos entre cuyes
infectados experimentalmente, mientras que el ultimo fue marcado por una reaccion de
hipersensilidad retardada tipo IV en todos los animales vacunados (Bakarat et al., 1974).
Mas tarde, se evalud el beneficio de BCG como un material inmunizante contra la infeccion
natural de Corynebacterium pseudotuberculosis en ovinos. La vacuna BCG demostro ser
mas efectiva para la proteccion contra la LC en ovinos. La sensibilidad a la tuberculina adn
estuvo presente despues de 4 afios. La incidencia de casos clinicamente infectados en
ovinos vacunados menores de 1 mes de edad disminuyé en un 99%. Las madres sin vacunar
adquirieron sensibilidad a la tuberculina debido a la exposicion inmunogénica a las cepas
de la vacuna. Los corderos de las madres vacunadas y sin vacunar adquirieron
hipersensibilidad a la tuberculina debido a la estimulacién por la vacunacion in utero. La
reactividad positiva a la tuberculina dur6 mas de 4 afios y disminuy6 con el tiempo, aunque
se sabe que la disminucién de la reactividad no afecta la inmunidad adquirida. Se ganaron
mas beneficios al emplear BCG en ovinos que cuando se trata de combatir la LC, ya que
protege de forma no especifica contra todos los microbios intracelulares como bacterias
(Brucella abortus, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes,), virus, protozoarios,
parasitos y hongos (Barakat, 1979).
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12.  DISCUSION

En base a los articulos revisados es evidente que la falta de conocimiento respecto a los
mecanismos de patogénesis e inmunidad de la LC hacen necesario analizar la relacion entre
el hospedador y la bacteria, e investigar mas sobre antigenos que puedan ser capaces de
inducir una respuesta inmunoprotectora. La informacion existente sobre la inmunidad que
se presenta en la LC se fundamenta en estudios experimentales de vacunacion, los cuales
miden prinicipalmente la respuesta humoral mas que la respuesta celular, pero ningin
estudio hace referencia sobre la inmunidad en animales expuestos a la enfermedad de
manera natural (Paton et al., 2003; Baird y Fontaine, 2008).

Es necesario ubicar que la LC es una enfermedad dificil de controlar debido a numerosos
factores como son: la naturaleza subclinica de la infeccion, su largo periodo de incubacion,
y la naturaleza recurrente de la misma. Una vez que la enfermedad se establece en el
rebafio, la erradicacion se vuleve complicada puesto que el tratamiento no es sencillo. Para
controlar un patégeno es necesario reducir su incidencia y prevalencia, considerando que es
indispensable disponer de los medios efectivos como son la vacunacion, el diagndstico
serologico adecuado, y la implementacion de un programa de control y erradicacion
(O’Reilly et al., 2010).

En paises como Australia y Estados Unidos la vacunacion se emplea como un método de
control, estas vacunas de tipo comercial no estan disponibles en otros paises, aunque es
bien sabido que la vacunacion no erradica la enfermedad, si puede reducir la prevalencia y
la severidad de la enfermedad (Baird, 2003).

Actualmente las vacunas existentes para la LC son combinados que contienen antigenos de
otros patogenos; Clostridium tetani, Clostridium perfringens, Clostridium septicum,
Costridium novyi y Clostridium chauovoei (Paton et al., 2003; Piontkowski y Shivvers,
1998; Stanford et al., 1998; Williamson, 2001). Cabe mencionar que estas vacunas se basan
en la PLD inactivada. Paton et al. (1995), para comprobar su efectividad analizé un
combinado de toxoides contra la LC reportando una disminucion en el nimero y tamafio de
los abscesos en pulmones, y la disminucién en la diseminacién de la enfermedad dentro del
rebafio. Sin embargo, en otro estudio se reporté que aunque el 43% de los granjeros
aplicaron la vacuna comercial, s6lo el 12% la emple6 de forma correcta, por lo que se
concluyé que los ajustes en los programas de vacunacion disminuirian dramaticamente la
prevalencia de la LC, situacion importante a discutir. Es importante sefialar que no todas las
vacunas autorizadas para ovinos se pueden emplear para vacunar caprinos. En cuanto a
ovinos el programa de vacunacion recomendado consiste en dos primeras dosis para
corderos y un refuerzo anual en adultos, la revacunacion en caprinos se recomienda a
intervalos de seis meses (Paton et al., 2003; Wiliamson, 2001).

En el mercado existen dos laboratorios que fabrican vacunas contra la LC, Colorado Serum
Company en Estados Unidos y Commonwealth Serum Laboratory, en Australia. Las dos
vacunas que fabrica Colorado Serum Company (Case-Bac y Caseous D-T) para la LC solo
se puede aplicar a ovinos, y son las Unicas disponibles comercialmente en Estados Unidos.
Case-Bac, es una combinacion bacterina/toxoide de C. pseudotuberculosis, mientras que la
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vacuna Caseous D-T es una bacterina/toxoide de C. pseudotuberculosis combinada con el
toxoide tetanico de Clostridium tetani y el toxoide de Clostridium perfringens tipo D. Por
motivos de seguridad, Colorado Serum Company no tiene estas vacunas etiquetadas para
uso en caprinos, la razon es que la vacuna contra la LC originalmente se prob0 en esta
especie, notando reacciones a niveles variables en el sitio de inoculacion (que no existiera
reaccion, hasta inflamaciones de aproximadamente 14 pulgadas de didmetro, lo que podria
asociarse con cojera post-vacunacion con duracion de 1 a 30 dias). Todas estas reacciones
serian inaceptables para la USDA (U.S. Department of Agriculture), por consiguiente, la
compafiia nunca tramité un permiso para uso en caprinos. Durante afios, la compafiia ha
recibido comentarios de productores que manejan la vacuna en caprinos, y a ese nivel se
reporta que un porcentaje razonable de esta especie desarrolla fiebre y letargia en corto
tiempo (dias), algunas veces pierden el apetito o disminuye la produccién lactea, en
hembras gestantes aumentan los factores de riesgo. Estudios sefialan que estas reacciones
pueden deberse a factores genéticos de la cabra, posibles diferencias en cepas del
microorganismo, la presencia de otros microorganismos en los animales u otros alergenos,
por lo que se sugiere proceder con cautela al aplicar la vacuna (Piontkovski, 2001; Berrier,
2002).

En Australia, Commonwealth Serum Laboratory tiene la patente de las vacunas Glanvac 6
y Glanvac 3, fabricadas por laboratorios Pfizer. La vacuna Glanvac 6 estd compuesta de
antigenos ultrafiltrados de Corynebacterium pseudotuberculosis, Clostridium perfringens
tipo D, Clostridium tetani, Clostridium novyi tipo B y Clostridium septicum y Clostridium
chauvoei, con sal de aluminio como adyuvante. La vacuna Glanvac 3 esta compuesta de
antigenos de Coryenebacterium pseudotuberculosis, Clostridium perfringens tipo D y
Clostridium tetani. En caprinos, se recomienda el uso de Glanvac 3 ya que no padecen de
enfermedades clostriadianas, a excepcion del “Tétanos” y la “Enterotoxemia”. En ovinos,
se recomienda el uso de Glanvac 6. Este laboratorio reporta que el uso de vacunas en
caprinos puede ocasionar choque anafilactico poco después de la vacunacion, y se cree
(hecho no bien justificado), que esta reaccion se debe a la sensibilizacion de proteinas como
resultado de una vacunacion previa, ademas el laboratorio recomendé que la revacunacion
se realice a los seis meses para poder mantener una inmunidad efectiva contra la
enterotoxemia (Glenn, 2000).

Para el afio 2000, en Brasil se autorizo la vacuna atenuada de C. pseudotuberculosis cepa
1002 que actualmente se produce a nivel industrial. En cuanto a las caracteristicas de la
vacuna es que se encuentra en forma liquida y debe administrarse anualmente por via
subcutanea. Esta misma vacuna se esta desarrollando en version liofilizada, reportando que
confiere alrededor del 83% de proteccidén contra la LC en caprinos tanto en desafios
experimentales como de campo (Dorella et al., 2006).

En general la vacunacion puede inducir respuestas efectoras y de memoria pero
normalemente solo se miden las efectoras. Sin embargo en la mayoria de las vacunas la
capacidad de generar memoria es mas importante que su capacidad para inducir respuestas
efectoras. En la mayoria de los casos, el potencial de respuesta contra un patégeno debe ser
rapido y fuerte al principio de una infeccion para conferir proteccién. Es importante
considerar que la respuesta inmune a una vacuna en una poblacion esta influenciada por
varios factores que incluyen: el tipo de vacuna empleada (viva atenuada, inactivada,
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bacterina, de subunidad 6 ADN), la dosis, el nimero de vacunaciones (intervalo entre cada
aplicacion), las peculiaridades de un antigeno, la idiosincrasia del animal, y la ruta de
inmunizacion. La ruta de inmunizacion es un factor importante en cualquier estrategia de
vacunacion (De Rose et al., 2002).

Como alternativa a la vacunacion, el diagndstico seroldgico es una medida posible para
combatir la enfermedad mediante la segregacion y desecho de animales infectados tratando
de erradicar la enfermedad del rebafio. Sin embargo, este método solo puede ser de uso
practico en rebafios que no tienen una incidencia elevada de la LC. Por lo tanto parece que
la vacunacion y el serodiagndstico, en conjunto, proporcionarian la flexibilidad requerida
para el control de la LC. En este sentido el desarrollo continuo para desarrollar las pruebas
de deteccion de la enfermedad junto con el avance de nuevas vacunas, mejorarian las
estrategias de control (Baird y Fontaine, 2008).

Las pruebas diagnosticas para identificar a C. pseudotuberculosis como el agente causal de
la LC se basa en la deteccion de inmunidad humoral, e incluyen a la inhibicion de la
antihemolisisna, la inhibicion de la hemdlisis sinérgica, la prueba de inmunodifusion,
fijacién del complemento, microaglutinacion y el diagnostico por PCR, sin embargo, la
utilidad de estas pruebas queda en entre dicho por situcaciones como la dificultad para
analizar un gran nudmero de muestras, y lo mas importante, su baja especificidad y
sensibilidad. Sin embargo, el método de ELISA en sus diferentes versiones demuestra
mayor sensibilidad y especifidad al diagnosticar animales positivos. Actualmente la prueba
SPR también muestra una buena especificidad y sensibilidad al diagnosticar la enfermedad
(Zaki, 1968; Burrell, 1980; Brown et al., 1986; Menzies y Muckle, 1989; Ter Laak et al.,
1992; Sutherland et al., 1996; Dercksen et al., 1996; Dercksen et al., 2000; Williamson,
2001; Cetinkaya et al., 2002; Prescott et al., 2002; Paule et al., 2003; Menzies et al., 2004).

Por otro lado, los avances en el campo gendmico, han caracterizado algunos genes
relacionados con la virulencia de C. pseudotuberculosis, por tal razon, estos genes son
blanco para el desarrollo de nuevas vacunas y terapias mas eficientes, asi como para la
creacion de herramientas de diagnostico en el control de la enfermedad, ya que el manejo
de LC aun presenta medidas de profilaxis rudimentarias. El depésito masivo de secuencias
gendémicas en bases de datos publicadas facilitan la investigacion para homologar y
predecir genes. Ademads, el genoma de muchas especies pertenecientes al género
Corynebacterium esta disponibles, y su informacion podria usarse en una gendémica
comparativa para tener una mejor vision del contenido y organizacion del genoma de
Corynebacterium pseudotuberculosis (D’ Afonseca et al., 2008).
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13. CONCLUSIONES

De acuerdo a la literatura revisada se concluye que la LC es una enfermedad prevalente en
pequefios rumiantes que se presenta en la mayoria de los paises.

Por ser una enfermedad cronica, la introduccion de medidas de control alrededor del mundo
ha sido de forma lenta o ausente, ocasionando que la incidencia de la enfermedad sea cada
vez mayor, impactando en la economia de los productores.

No obstante en las ultimas décadas paises como Estados Unidos, Australia, Reino Unido y
Brasil han tratado de desarrollar nuevas pruebas seroldgicas y la creacion de nuevas
vacunas a favor de establecer medidas de control y erradicacion mas adecuadas. En
México, se podria implemetar una linea de investigacion en relacion a la patogénesis de la
bacteria y los mecanismos de inmunidad desarrollados durante el curso de la enfermedad
(subclinica y clinica) tratando de mejorar o adaptar los métodos de investigacion ya
existentes.

Esta revision tratdé de enfocar hasta donde la literatura lo permitio, la actuaciéon de los
mecanismos inespecificos y especificos de defensa que se presentan durante la LC
pudiendo destacar la carencia de estudios en relacién al tema, la poca informacion existente
es demasiado atrasada, con novedades importantes pero a la vez minimas con respecto al
tema.

Al mismo tiempo es necesario destacar que en afios recientes se ha incrementado la
investigacion del genoma en otras bacterias causantes de enfermedades como la
Tuberculosis, para el caso de C. pseudotuberculosis la informacion de la secuencia
gendmica es escasa pero la importancia de investigar mas acerca del genoma radica en
descubrir genes relacionados con la virulencia de la bacteria y de esta manera poder crear
tanto pruebas diagndsticas como vacunas.
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15. GLOSARIO

Biosensor. Es un instrumento para la medicion de parametros bioldgicos o quimicos. Suele
combinar un componente de naturaleza bioldgica y otro fisicoquimico. Se compone de tres
partes: el sensor bioldgico, el transductor y el detector.

CD28. Es el ligando de la familia B7 de proteinas (CD80 y CD86), que se expresa sobre las
células B activadas y otras presentadoras de antigenos. Es un homodimero de subunidades
de 45kDa que se encuentra en la mayor parte de las células T. Cumple una funcién
primordial en la regulacion de las respuestas de las células T.

CD80. Llamada también B7-1 es una glucoproteina que se expresa sobre los macréfagos
presentadores de antigenos. Sus ligandos son CD28 y CTLA-4.

CD86. Esta glicoproteina de 60 kDa, conocida también como B7-2, se manifiesta sobre las
células B presentadoras de antigenos. Sus ligandos son CD28 y CTLA-4.

Ligando. Término genérico que se aplica a las moléculas que se unen especificamente a un
receptor.

Mitdgeno: es un agente que induce mitosis y blastogénesis linfocitaria.

Mitogeno PWM: es una lecitina de la planta Phytolacca americana que produce
blastogénesis linfocitaria de tipo B y T.

Operon. Unidad genética funcional formada por un grupo o complejo de genes capaces de
ejercer una regulacion de su propia expresion por medio de los sustratos con los que
interaccionan las proteinas codificadas por sus genes. Este complejo estd formado por
genes estructurales que codifican para la sintesis de proteinas (generalmente enzimas), que
participan en vias metabdlicas cuya expresion generalmente estd regulada por otros dos
factores de control, llamados: factor promotor y operador.

Plasmidos. Son elementos genéticos que se replican con independencia del cromosoma del
hospedador. Casi todos los plasmidos concoidos son ADN bicaternarios. La mayor parte
son circulares, pero también se conocen lineales. A diferencia de los virus, los plasmidos no
tienen una forma extracelular, existiendo Unicamente en el interior de las células.

Raton knockout. Es un raton modificado por ingenieria genética para que uno 0 mas genes
esten inactivados mediante una técnica Illamada gen knockout. Su propoésito es comprender
el papel de un gen que ha sido secuenciado pero del que se desconoce su funcion o se
conoce de forma incompleta. Inactivando el gen y estudiando las diferencias que presenta el
raton afectado se puede inferir la funcion probable de ese gen.

Sidero6foro. Es un compuesto quelante de hierro secretado por microorganismos. El ion
hierro Fe** tiene muy poca solubilidad a pH neutro y por ende no puede ser utilizado por
los microorganismos. Los sideréforos disuelven estos iones a complejos de Fe**, que
pueden ser asimilados por mecanismos de transporte activo. Muchos sider6foros son
péptidos no ribosomales.

Transportadores ABC. Son proteinas de transmembrana que utilizan ATP para lograr
ciertos procesos bioldgicos, que incluyen la translocacion de muchos sustratos a través de
las membranas y en procesos no relacionados al transporte comola translocacion de ARN y
DNa reparado. Estos transportan una variedad amplia de sustratos extrcelular e
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intracelularmente. Para las bacterias, son esenciales para la viabilidad, la virulencia y la
patogenicidad, por ejemplo, los sistemas de adquisicion del hierro ABC son efectores
importantes de la virulencia.
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