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Resumen

Se desarroll6 la cepa mutante en el gen aro4 de Corynebacterium pseudotuberculosis para
evaluarla en los modelos celular y murino. La mutacion se realizo mediante la insercion del
gen de resistencia a kanamicina utilizando el plasmido pCR2.1 TOPO. Se evalu6 la
sobrevivencia intracelular de la cepa mutante arod y la de la cepa parental de C.
pseudotuberculosis en la linea celular de macréfagos murinos J774A.1, usando una
multiplicidad de infeccion de 1:1 (1 bacteria y 1 célula), con tiempos de infeccion de 30 min,
1,2,4,8, 12 y 24 h. La mayor diferencia en la sobrevivencia intracelular de la mutante se
observo a los 30 min post-infeccion (p<0.05). En cuanto a la inoculacion en piel por via
subcutanea, la progresion de la lesion subcutdnea observada a los 14 dias fue mas severa en
los animales inoculados con la cepa parental. Al analizar la virulencia residual en el modelo
murino, no fue posible recuperar bacterias a los 28 dias post-inoculacion en los ratones
inoculados con la cepa aroA. Los ratones vacunados con la mutante presentaron proteccion
del 50% frente al desafio experimental por via intraperitoneal, en comparacion con el 41.67%
del grupo control. En cuanto a la respuesta inmune humoral, las IgM so6lo presentaron
diferencia significativa (p<0.05) en el dia tres post-vacunacion. Para el isotipo IgG1 se
presentd diferencia significativa (p<0.05) a partir del dia 28 y hasta el dia 42. Para IgG2a
solo el dia 28 mostré diferencia estadistica (p<0.05). Se concluye que la mutante aroA
presenta una atenuacion significativa en el modelo celular y en el modelo murino, de acuerdo
a los resultados de la virulencia residual en el raton, pero no logra proteger completamente a
los ratones frente al desafio experimental.

Palabras clave: Corynebacterium pseudotuberculosis, Gen aroA, vacunaciéon, modelo

celular, modelo murino.



Abstract

An aroA mutant strain of Corynebacterium pseudotuberculosis was developed in order to
evaluate it in cellular and murine models. The mutation was performed by inserting a
kanamycin resistance gene using the pCR2.1 TOPO plasmid. The intracellular survival of
the aro4 mutant strain and the field strain (WT) of C. pseudotuberculosis was evaluated in
the J774A.1 murine cell line macrophage, using an infection multiplicity of 1:1 (1 bacteria
and 1 cell) with the following infection times: 30 min, 1, 2, 4, 8, 12 and 24 h. The major
difference in the intracellular survival of the mutant was observed at 30 min post-infection
(p<0.05). Regarding the subcutaneous skin inoculation, the subcutaneous lesion progression
observed at the 14" day was more severe in those animals that were inoculated with the WT
strain. By analyzing the residual virulence in the murine model, it was not possible to recover
any bacteria in mice inoculated with the aroA4 strain, at the 28" post-inoculation day. Mice
vaccinated with the mutant showed a 50% protection against the intraperitoneally
experimental challenge compared to the 41.67% in the control group. Regarding the humoral
immune response, the IgM only showed differences on the 3™ post-vaccination day (p<0.05).
For the IgG1 isotype, the difference occurred from day 28 to day 42 (p<0.05). For the IgG2a,
only the 28" day showed a significant statistical difference (p<0.05). We conclude that the
mutant aro4 presents a significant attenuation in both cell and murine models, according to
the results of the residual virulence in mice, but it fails to completely protect them against

the experimental challenge.

Key words: Corynebacterium pseudotuberculosis, aroA, vaccination, cellular model,

murine model.



1. Introduccion

En 1888, el bacteridlogo francés Edmond Isidore Nocard aislé un microorganismo
inusual de un caso de linfangitis de un bovino. Tres afios mas tarde, en Hungria, Hugo Von
Preisz aisl6 una bacteria similar a partir de un absceso renal en oveja, por lo cual el
microorganismo fue denominado "Bacilo de Preisz y Nocard". Nocard en 1893 volvio a
observar el microorganismo en el pseudomuermo equino y al afio siguiente Preisz lo
describi6 en detalle, denominandolo Bacillus pseudotuberculosis ovis. En 1911 Buchanan
sugirid6 eliminar la designacion de la especie, quedando entonces Bacillus
pseudotuberculosis. Con la edicion del Manual Bergey muchas de las discrepancias fueron
solucionadas denominandose en 1923 como Corynebacterium ovis. Con la salida de la 6®
edicion del Manual Bergey en 1948, el nombre oficial cambidé al término actual:

Corynebacterium pseudotuberculosis (Baird y Fontaine, 2007).

La forma mas caracteristica de la enfermedad es la formacion de abscesos con
necrosis caseosa en linfonddulos superficiales y en tejido subcutdneo, aunque también se
pueden presentar abscesos en pulmones, rifiones, higado y bazo (Menzies et al., 2004). En
algunas ocasiones, los signos clinicos no son evidentes, solo se observan lesiones visibles al
examen post mortem, lo que dificulta el diagnostico y el control de la enfermedad (Arsenoult
et al., 2003). Tiene alta incidencia, causando pérdidas por decomisos de la canal y
disminucion de la produccion de leche y carne (Seyffert ef al., 2010). La linfadenitis caseosa
afecta principalmente a ovinos y caprinos, en los bovinos provoca mastitis y linfangitis
ulcerativa y en los equinos causa abscesos en el tejido muscular, ocasionalmente puede
afectar al humano; se han publicado 33 casos de C, pseudotuberculosis en humanos, provoca
principalmente linfadenopatia en nddulos linfaticos, neumonia, asi como endocarditis
(Bastos et al., 2012).

La via de entrada de la bacteria es por heridas de la piel o membranas mucosas,
después la bacteria migra hacia los nddulos linfaticos superficiales regionales, para
posteriormente causar abscesos caseosos con necrosis en ese lugar (McKean et al., 2007). La
infeccion es transmitida a otros animales a través del exudado purulento de los abscesos
abiertos, asi como de las secreciones nasales y orales (Quinn et al., 1999). Es un

microorganismo Gram positivo, pleomorfico que presenta una agrupacion en empalizada
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(Batey, 1986), pertenece al grupo de los actinomicetos que son aerobios facultativos e
intracelulares facultativos (Connor et al., 2000), varia en tamafio desde 0.5 um a 0.6 pm y de
1 um a 3 pm, no es esporulada, no presenta capsula, no es moévil, presenta fimbrias, es
catalasa positiva y oxidasa negativa. Se encuentra dentro del grupo de los actinomicetos, que
incluyen los géneros Mycobacterium, Nocardia y Rhodococcus (Paule et al., 2003).

Este microorganismo crece en agar sangre o agar BHI después de 48 a 72 h de
incubacion a 37°C, formando colonias pequenas blancas rodeadas por una estrecha zona de
hemolisis completa, tras de varios dias las colonias pasan a ser secas, friables y de color
crema (Quinn et al., 1999). Ademas, posee factores de virulencia que le permiten establecerse
y permanecer en su hospedero, como es el secretar fosfolipasa D que es usada para hidrolizar
las uniones de fosfato dentro de la membrana de fosfolipidos de las células del hospedero
(Ghannoum, 2000). Hodgson et al. (1999), observaron que esta bacteria liberaba una
exotoxina llamada fosfolipasa D que tiene actividad sobre la esfingomielina de las células
del hospedero, fosfolipido importante que forma parte constitutiva de la pared celular y lo
transforma en fosfato de ceramida y colina (Ruiz et al., 2007). Cuando se realizan mutaciones
por delecion en el gen pld que codifica para esta exotoxina, la bacteria es incapaz de causar
los abscesos caracteristicos de la linfadenitis caseosa (McNamara et al., 1994).

Se han reportado las actividades biologicas que tiene la fosfolipasa D en el hospedero,
donde destacan la dermonecrosis, y el incremento de la permeabilidad de la membrana
endotelial (Baird y Fontaine, 2007). Se ha observado que el sistema complemento por la via
alterna, en especial el fragmento C3, juega un papel importante en el reclutamiento de células
inflamatorias durante el curso de la enfermedad (Bastos et al., 2012). Esta exotoxina tiene
actividad sobre la esfingomielina de las membranas de células endoteliales de vasos
sanguineos y linfaticos, con la consecuente formacion de edema, lo que le permite colonizar
y favorecer la diseminacion de las lesiones a nivel regional y sistémico de los animales
(Hodgson et al., 1990).

Los écidos corynomicolicos que forman parte de la pared bacteriana, contribuyen al
desarrollo y a la resistencia a la accion de las enzimas hidroliticas en el fagolisosoma,
permitiendo la diseminacion y la formacion de abscesos (Songer, 1997), se ha observado que
estos acidos corynomicdlicos favorecen que la bacteria pueda sobrevivir por largos periodos

de tiempo en el medio ambiente (Williamson, 2001).



Otro factor de virulencia de C. pseudotuberculosis es una proteina de 40 kDa, (Lopes
et al., 2012; Trost et al., 2010), en la que se ha observado que es uno de los principales
antigenos identificados a los siete dias pos-infeccion, anteriormente se creia que esta proteina
era una serina proteasa, sin embargo, se ha observado que es una endoglicosidasa con
actividad sobre sobre proteinas del huésped inmunoldgicamente importantes (Shadnezhad et
al., 2016) asi como los productos de los genes del operén fag (fagABCD) que son los
responsables de la adquisicion de hierro extracelular, para permitir la sobrevivencia de la
bacteria dentro del hospedero, atn en condiciones hostiles (Ruiz ef al., 2001; Ribeiro et al.,

2014).

El diagnéstico clinico basado en la observacion de los abscesos que sean sugerentes
de la enfermedad, se considera suficiente para establecer la presencia de la linfadenitis
caseosa a nivel individual y de rebafio.

Dentro de los diagnoésticos diferenciales de la presencia de abscesos en caprinos, se
encuentran Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Actinomyces spp, Mycobacterium
tuberculosis y Mycobacterium paratuberculosis, asi como traumatismos, cuerpos extrafios,
las inyecciones mal aplicadas y la presencia de tumores.

Las muestras para la histopatologia son de abscesos obtenidos a la necropsia y
conservados en formol al 10%. En el analisis histopatologico se observa un centro amorfo y
eosinofilo de necrosis rodeado por una capa de linfocitos, células plasmaticas, células
epitelioides y neutrofilos, bordeado por una red de fibroblastos (Diaz et al., 2015).

El primo-cultivo de exudado purulento de los abscesos se realiza en placas de agar
tripticasa soya (TSA) adicionadas con sangre de bovino al 10%. Se incuban en aerobiosis a
37°C durante 48 a 72 h, y después de este tiempo se observa el tamafo de las colonias, la
morfologia, el pigmento y la presencia de hemolisis completa. Se realiza la tinciéon de Gram
donde C. pseudotuberculosis es positiva, la morfologia microscopica es caracteristica de esta
bacteria: pleomoérfica con agrupacion de empalizada. Posteriormente se realiza la
identificacion por pruebas bioquimicas como produccion de catalasa y ureasa, fermentacion
de glucosa y sacarosa, reduccion de nitratos e hidrdlisis de la gelatina. Para completar la
identificacion se debe realizar la prueba de potencializacion de la hemolisis (CAMP) descrita

por (Barksdale, 1981).



Al ser C. pseudotuberculosis una bacteria intracelular facultativa, el inmundgeno
ideal para prevenir la enfermedad seria una vacuna viva atenuada, que estimule una respuesta
inmune de tipo Thl. Se han realizado diversos intentos de obtener un inmunogeno efectivo
contra este padecimiento. En el modelo murino de vacunas de ADN (Afonseca et al., 2008)
y de proteinas recombinantes (Rodrigues — Pihno et al., 2009) que, aunque son capaces de
provocar una buena respuesta de anticuerpos y de algunas interleucinas, no inducen una
respuesta eficaz ante el desafio con C. pseudotuberculosis. Las bacterinas probadas tienen
efectos protectores parciales (Bastos ef al., 2012). Los toxoides con la fosfolipasa D no
protegen contra la bacteria, pero logran una reduccion del nimero de lesiones después de la
exposicion en comparacion con los animales no vacunados (Moura Costa et al., 2008). Se
evalu6é una combinacion de bacterina y toxoide, con resultados parecidos a los anteriores
(Piontkowski and Shiwers, 1998). También, se realiz6 una mutante del gen aroQ, y a pesar
de que la aplicacion subcutanea del inmundgeno en borregos redujo las lesiones, después del
desafio, no result6 ser un inmundgeno adecuado (Simmons et al., 1998). Los inmundgenos
comerciales: bacterinas, toxoides e incluso vacunas vivas, estdn disponibles en varias partes
del mundo desde hace tiempo, pero no han demostrado provocar una adecuada respuesta
inmune (Bastos et al., 2012).

El inmundgeno que logrd inducir la respuesta inmune favorable al estimular la
produccion de IL-4 e IL-10, asi como proporcionar en el modelo murino un 80% de
proteccion al desafio intraperitoneal con una cepa virulenta, y codifica para una proteina de
unidn putativa para la captacion de hierro (Ribeiro et al., 2014). Silva et al., (2014), evaluaron
una cepa viva del gen a la que llamaron cp09 y codifica para fimbria y observaron que no
indujo una respuesta inmune humoral, s6lo mostré6 50% de proteccion ante el desafio
experimental por la via intraperitoneal a una dosis de 1 x 10*unidades formadoras de colonias
(UFC), provocé la presencia de elevados niveles de IgG cuando la mutante fue combinada
con la proteina recombinante cp40, otorgando asi una proteccion del 70% frente al desafio
experimental.

Entre los genes usados para la produccién de inmunogenos, estan los asociados a la
biosintesis de aminoacidos aromadticos, tales como el gen arod. En M. tuberculosis se
demostr6 la importancia que tienen en la biosintesis de los aminoécidos fenilalanina, tirosina
y triptofano (Garbe et al., 1991), lo que vuelve a esta bacteria incapaz de tener replicacion
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intracelular (Sebkova et al., 2008). Se ha observado que estas mutaciones ocasionan una
modificacion en la regulacion del gen murd que codifica para la sintesis de péptidoglicano,
provocando a su vez defectos en la pared bacteriana y en la membrana externa de la bacteria,
lo cual facilita la fagocitosis de la mutante (Sebkova et al., 2008; Trebichavsky et al., 2006).

La mutacion en el gen aroA en otras bacterias tienen respuestas favorables como
candidatos a vacuna, como el realizado por Alam et al. (2009), en donde encontraron que la
mutante aroA de Salmonella enterica serovariedad Abortus equi por la via oral e
intramuscular ofrecia un 100% de proteccion contra la enfermedad a cobayos de cinco meses
de edad; sin embargo, no se ha realizado esta mutacion en C. pseudotuberculosis.

El gen arod de C. pseudotuberculosis tiene un tamano de 1,413 pb, y 471
aminoacidos, se encuentran flanqueandolo el gen rsgA que codifica para una GTPasa. Los
aminoacidos aromaticos que se hallan directamente relacionados con este gen son la

fenilalanina, el triptofano y la tirosina.



2. Justificacion

La linfadenitis caseosa en las cabras y en los borregos es una enfermedad endémica
en México, para la cual no existe mas que el diagnostico clinico que se realiza en los estados
avanzados de la enfermedad. En este tiempo ya no es posible realizar tratamiento alguno,
solo se desbridan los abscesos y se les trata localmente. En las explotaciones extensivas de
caprinos, generalmente no se aplican medidas sanitarias y los animales comparten potreros,
aguajes con cabras de otros rebafios y en la noche al regresar al rancho, todos los animales
se alojan en el mismo corral, todos estos procedimientos facilitan el contagio y la
diseminacion de la linfadenitis caseosa. En México, no se aplica inmundgeno alguno en las
cabras para prevenir este padecimiento, en otros paises se han ensayado bioldgicos tan
sencillos como las bacterinas, y tan complicados como vacunas subcelulares usando
proteinas y de ADN, asi como de tipo recombinante principalmente en Brasil, Estados Unidos
y Australia (Baird y Fontaine, 2007)

Para las enfermedades causadas por bacterias intracelulares facultativas, como es el
caso de la linfadenitis caseosa, el inmunogeno ideal debe ser una vacuna viva; ya que como
es sabido, para proteger contra las infecciones causadas por este tipo de bacterias solo
funcionan las cepas vivas no virulentas para el hospedero, que son capaces de despertar una
solida respuesta inmune de tipo humoral y sobre todo de tipo celular, que es la inmunidad
eficaz contra las bacterias intracelulares. Por lo que este trabajo se enfoca en el desarrollo de
una cepa mutante atenuada de C. pseudotuberculosis, que servira como posible candidato a

inmunogeno para prevenir la linfadenitis caseosa de los ovinos y caprinos.



3. Hipotesis

La mutacioén en el gen aroAd de C. pseudotuberculosis, permitira que la cepa mutante
pierda virulencia y confiera en el modelo murino una respuesta inmune celular y humoral

capaz de resistir el desafio experimental.

4. Objetivo general

Generar una cepa mutante de C. pseudotuberculosis en el gen aroA y evaluar su
capacidad de conferir a ratones Balb/C una respuesta inmune humoral y celular, que les

permita resistir al desafio experimental con una cepa virulenta.

4.1 Objetivos especificos
1. Desarrollar una cepa mutante en el gen aroA de C. pseudotuberculosis.

2. Evaluar la sobrevivencia y replicacion intracelular de la cepa mutante en comparacion

con la de la cepa parental en un modelo celular de macréfagos murinos.

3. Evaluacion de la atenuacion de la cepa mutante en el modelo murino, determinando la
virulencia residual, la respuesta inmune y la proteccion conferida frente al desafio

experimental.



5. Materiales y Métodos

5.1 Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo
La cepa de Escherichia coli TOP’10 (F mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),

©80lacZAMI15, AlacX 74, recAl, araD139, A(ara-leu) 7697 galU, galK, rpsL (StrR), endAl,
nupG A-. Invitrogen, Carlsbad CA. USA) fue cultivada en caldo Luria Bertani (LB) (Difco,
Detroit, MI. USA) con agitacion orbital a 200 rpm por 16 h a 37°C (Barnstead/Lab-line Max
4000). La cepa parental de C. pseudotuberculosis aislada de una cabra mexicana y la cepa de
referencia de C. pseudotuberculosis ATCC 43924, fueron crecidas a 37°C en caldo tripticasa
soya (TSB, Difco, Detroit, MI. USA) por 20 h o en agar tripticasa soya (TSA, Difco, Detroit,
MI. USA) por 48 h (Barnstead/Lab-line Max 4000). La cepa mutante de C.
pseudotuberculosis aroA fue cultivada bajo las mismas condiciones que la cepa de campo,
adicionando 50 pg/ml de kanamicina o 100 png/ml de ampicilina (Sigma—Aldrich, USA) al

medio de cultivo.

5.2 Construccion de la mutante aroA

Se realiz6 la extraccion de ADN utilizando tiocinato de guanidina (Vingataramin y
Frost 2015), la amplificacion del gen arod, se realizd utilizando los iniciadores 5'-
CCCGCTCGACAAAACCTGCA-3 y 5-ATAACTGTTGCGCCCCGGAGTC-3’
disefiados a partir de la secuencia del genoma de C. pseudotuberculosis (Genbank-NCBI No.
de acceso NC014329), que amplifican 2138 pb e incluyen al gen completo (1413 pb) y
secuencias flanqueantes.

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50 pl con las siguientes
condiciones de amplificacion: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, 33
ciclos a 94°C por 45 seg, 65°C por 45 seg y 72°C por 2 min, y un ciclo de extension final a
72°C por 10 min. El producto de amplificacion fue clonado en el plasmido pCR2.1 TOPO
(Invitrogen, Ventura CA. USA) (Sambrook et al, 1989). El pladsmido que contenia el
producto amplificado fue digerido con la enzima EcoRI (Invitrogen, Ventura CA. USA), para
verificar la clonacion y fue llamado plAaroA. El pladsmido plAaroA fue digerido con la
enzima Hpal (Fermentas, USA), sitio unico en el gen aroA; en este sitio se ligo el gen de
resistencia a kanamicina de 1222 pb generando el plasmido pIAaroA-km (Figura 1), que fue

transformado mediante electroporacion a la cepa parental de C. pseudotuberculosis (2.5 kV,
10
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200 Q, 25 uf, 200 ng de plasmido) (Dorella et al., 2006). La seleccion de transformantes se
realizd usando la resistencia a kanamicina y la sensibilidad a ampicilina en C.
pseudotuberculosis. La mutacion a nivel cromosomal se verificoé por PCR utilizando los
iniciadores originales (Figura 2), el producto de PCR fue purificado mediante el sistema
comercial QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, La Jolla, CA. USA) y secuenciado en
ambas direcciones utilizando el sistema de secuenciacion Taq FS Dye Terminator Cycle

Sequencing Fuorescence-Based y analizado en el equipo Applied Biosystems 3730 xI.

Km 1222 pb

)

aroA-p Hpal

aro.

aroA-q

aroA

2138 bp

Figura 1. Mapa del gen aro4 con 2138 pb y secuencias flanqueantes, con la enzima de

restriccion Hpal, y el gen de resistencia a kanamicina.
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4 .

aroA

3360 bp

Figura 2. Mapa del gen aroA4 con la insercion del gen de resistencia a kanamicina con 3360

pb.

5.3 Evaluacion en el modelo celular

Para evaluar la sobrevivencia de las cepas parental y mutante de C.
pseudotuberculosis, se utilizo la linea celular de macréfagos murinos J774A.1 (Stefanska et
al., 2010). Las células se mantuvieron en DMEM (Invitrogen, Ventura CA. USA), con 10%
de suero fetal bovino (SFB), 1% de aminoacidos no esenciales y 2 mM de L-glutamina
(DMEMc). Para el mantenimiento y la infeccion de las células, éstas se incubaron con 5% de
CO; a 37°C. Los macrofagos se cultivaron en DMEM suplementado con SFB al 10% y 2
mM de L-glutamina sin antibidticos. Los macréfagos se colocaron en placas de poliestireno
de 24 pozos a una concentracién de 5 x 10° células/ml, a 37°C con 5% de COx durante 18 h.
Cada experimento contd con dos réplicas independientes, y se repitid tres veces el ensayo de
infeccion.

Las bacterias fueron crecidas en medio BHI durante 20 h hasta que alcanzaron la fase
exponencial, con agitacion orbital a 200 rpm y 37°C, previo a la infeccion celular fueron
diluidas en DMEMc a 37°C. Los macrofagos fueron infectados a una multiplicidad de
infeccion de 1:1 (5 x 10° bacterias por 5 x 10° macrofagos). Las placas de cultivo celular se
centrifugaron a 400 x g por 5 min, y se incubaron durante 30 min a 37°C con 5% de CO». El
término de esta incubacion se considerd como la hora cero de la infeccion, las células fueron
lavadas tres veces con PBS, se les agregaron 100 pug/ml de gentamicina en una solucion de
DMEMCc para eliminar las bacterias extracelulares y se incubaron durante 1 h a 37°C con 5%

de COz, una hora después se cambid la concentracion de gentamicina en el medio a 10 pg/ml
12



y se mantuvo durante el resto del experimento. Se determind la sobrevivencia intracelular de
las bacterias a las 30 min, 1, 2, 4, 8, 12 y 24 h posteriores a la hora cero de infeccion. La
determinacion del numero de bacterias viables intracelulares se realizé rompiendo las células
infectadas con 0.5 ml de Triton (0.5 %)-PBS (1 X) y se estableci6 el nimero de las UFC/ml,
inoculando placas de TSA, adicionadas con 50 pg/ml de kanamicina en el caso de las células

infectadas con la cepa mutante aroA.

5.4 Evaluacion en el modelo murino

Con la finalidad de determinar la presentacion de las lesiones subcutdneas, de
establecer la virulencia residual de la cepa mutante aro4 y de conocer tanto la proteccion in
vivo de la mutante, como la respuesta inmune, se utilizaron ratones Balb/c de 6 a 7 semanas

de edad, proporcionandoles agua y alimentacion ad libitum.

5.4.1 Evaluacion de la presentacion de lesiones en el sitio de inoculacion

Para demostrar la atenuacion in vivo de la mutante se realizo la evaluacion del grado
de lesiones en el sitio de inoculacion. Se utilizaron cinco grupos de tres ratones Balb/c, un
grupo fue inoculado con la cepa parental via subcutanea en la region dorsal con 2 x 10° UFC
en 50 pl de PBS, a otro grupo se le inoculd la cepa mutante por la misma via y la misma
dosis descrita anteriormente. Los grupos tercero y cuarto fueron inoculados en el cojinete
plantar con 2 x 10° UFC en 50 pl de PBS, un grupo fue inoculado con la cepa de campo y
otro grupo con la cepa mutante. Se utiliz6 un grupo control al cual se les inyectdé PBS en el
cojinete plantar y en el lomo. Los animales fueron monitoreados diariamente durante 21 dias
para evaluar el grado de lesion, formacion de abscesos, presencia de fistulas o presencia de
exudado, se sacrificaron humanitariamente el dia 21 por el método de dislocacion cervical;
el cojinete plantar y el tejido subcutaneo de los ratones se conservaron en formol al 10% para
su analisis histopatologico (Trevino-Villarreal ef al., 2012).

En los cortes histopatoldgicos se evalud el grado de lesion ocasionada por el indculo
a diferentes tiempos. Los cortes fueron procesados por la técnica de H&E y se realizaron
cortes de un grosor aproximado de 5 micras. La metodologia se realizé con base en el Manual
de métodos histotecnologicos del Instituto de las Fuerzas Armadas de los Estados Unidos de
América (1995).
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5.4.2 Virulencia residual de la cepa mutante aroA

Se utilizaron dos grupos de 27 ratones Balb/c cada uno, los animales de un grupo
fueron inoculados subcutdneamente con 2 x 10° UFC/0.1 ml de PBS de la cepa mutante aroA,
los del otro grupo fueron inoculados por la misma via y dosis con la cepa parental. Los
animales fueron sacrificados humanitariamente por el método de dislocacion cervical en
numero de tres por cada grupo, los dias 0, 3, 6, 10, 14, 21, 28, 35 y 42 post-inoculacion, de
los ratones se obtuvieron el bazo y el higado que se maceraron en 1 ml de PBS. Los 6rganos
homogeneizados fueron diluidos 1:10 en PBS para el conteo de UFC, se inocularon por

triplicado en placas de TSA o TSA con kanamicina a 50 pg/ml, incubando 48 h a 37°C.

5.4.3 Evaluacion de la proteccion in vivo de la mutante

Se realiz6 la inmunizacion con la cepa mutante aro4, a una concentracién de 2 x 10°
UFC/ml por la via subcutanea en la region dorsal a un grupo de 24 ratones Balb/c, a un grupo
control de 24 ratones se les inyectd PBS. Se realiz6 el desafio intraperitoneal a los 21 dias
post-vacunacion con la cepa de C. pseudotuberculosis ATCC 43924, a una concentracion de
1 x 10*/0.1 ml de PBS (Silva et al., 2014). Los animales fueron monitoreados diariamente y
al dia 28 fueron sacrificados y se les realizd necropsia para realizar estudios de bacteriologia

en higado y bazo.

5.4.4 Respuesta inmune humoral
Se midi6 utilizando un estuche comercial de ELISA indirecta, (Mouse monoclonal
antibody isotyping reagent, Sigma Aldrich) para la determinacion de los isotipos IgGl,
IgG2a, IgG2b e IgM. Para lo cual se utilizaron dos grupos de 40 ratones Balb/c cada uno, los
cuales se inocularon por la via intramuscular. Un grupo se inmunizé con la mutante a una
concentracion de 2 x 10° UFC/0.1 ml y al otro grupo se les inyecté PBS por la misma via. La
obtencion de suero fue los dias 0, 3, 5, 7, 9, 12, 14, 21, 28, 35 y 42 post-inmunizacion. La
prueba fue realizada siguiendo las especificaciones del fabricante. Se utilizaron placas de
poliestireno con fondo plano de 96 pozos (Nunc™) para realizar la prueba ELISA.
Para la preparacion del antigeno, que se usé para realizar los ELISAS, se cultivo la

cepa ATCC 43924 de C. psedotuberculosis en caldo BHI por 48 h a 37°C a 200 rpm. Después
14



de este periodo, la suspension bacteriana fue centrifugada a 960 x g por 10 min, y el
sedimento fue resuspendido en 10 ml de PBS, pH 7.4, fue lavado dos veces con PBS. Las
bacterias fueron sonicadas por 12 min a 60 hz en un procesador ultrasénico modelo VC marca
Sonics. La masa obtenida fue centrifugada a 960 x g por 10 min, la cuantificacion de proteina
se realizd por el método Bradford (Nassar ef al., 2013). Para ser pegado a los pozos, se
agregaron 100 pl de antigeno a una concentracion de 4 pg/ml, diluido en bicarbonato-
carbonato de sodio 0.1 M pH 9.6, las placas se incubaron durante 24 h a 37°C, se lavaron tres
veces con una solucion amortiguadora de fosfatos con PBS-T (PBS 1X, pH 7.4, 0.05 % de
Tween 20). Se us6 leche descremada al 1% para bloquear los sitios libres de los pozos para
lo cual se incubaron 1 h a 37°C. Se realizaron tres lavados con PBS-T. Se colocaron 100 pl
por pozo de las diferentes muestras de suero diluidas 1:200 en PBS, este proceso se hizo por
duplicado (Nassar ef al., 2013), fueron incubadas por 1 h a 37°C, se realizaron tres lavados
con PBS-T. Se adicionaron 100 pl del isotipo diluido 1:1000 en PBS (anti-IgG1, anti-IgG2a,
anti-IgG2b y anti-IgM) (Sigma Aldrich). Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente
por 30 min y se lavaron tres veces con PBS-T. Se afiadieron 100 pl de anti IgG de cabra
conjugada con peroxidasa (Sigma Aldrich) a una concentraciéon de 1:5000 en PBS-T. Se
incubaron las placas por 15 min a temperatura ambiente, se lavaron con PBS-T y se afiadi
acido 5-aminosalicilico (Sigma Aldrich) a una concentracion de 1 mg/ml, se incubaron 15
min a temperatura ambiente y se les agregd 50 pl de la solucidon de paro 3N NaOH. Las placas
fueron leidas en un lector de ELISA Perkin Elmer VICTOR 3 1420 multilabel counter a una

longitud de onda de 490 nm. Los resultados fueron expresados en densidades opticas (DO).

5.4.5 Medicion de citocinas inducidas por la vacunacion
Con la finalidad de evaluar la induccion de citocinas producidas por la mutante se
realiz6 la inmunizacion via subcutanea de la mutante a un grupo de 40 ratones con 2 x 10°
UFC/0.1 ml y otro grupo de 40 ratones fue inoculado con PBS el dia 0. Los ratones fueron
sacrificados en grupo de 4 ratones por grupo y a cada raton de cada grupo se les extrajo el
bazo para el cultivo de linfocitos, dias 0, 3, 5, 7, 9, 12, 14 y 21, para realizar la medicion de
citocinas por el método de captura de antigeno.
Los bazos de los ratones se obtuvieron bajo condiciones de esterilidad, se lavaron

tres veces con solucion balanceada de Hanks. Posteriormente se colocaron en una placa de
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Petri conteniendo 5 ml de medio DMEM (Gibco, Invitrogen) con 100 Ul/ml de penicilina y
100 pg/ml de estreptomicina. Los bazos se envolvieron en una gasa estéril para retener los
restos de tejido, fueron macerados y la suspension celular fue transferida a un tubo de pléstico
conico de 15 ml con 5 ml del mismo medio de cultivo celular y se centrifugd a 400 x g por 3
min. Para lisar los eritrocitos, la pastilla fue resuspendida en 1 ml de cloruro de amonio 0.17
M por cada bazo, durante 5 min a 4°C. Se realizaron tres lavados méas con DMEM (Gibco,
Invitrogen) con SFB al 10 % (Gibco, Invitrogen), L-glutamina (Gibco, Invitrogen) 2 mM y
aminoacidos no esenciales (Gibco, Invitrogen) 0.1 mM (Ribeiro et al., 2014).

Se colocaron 5 x 10° linfocitos obtenidos de los bazos de los ratones que fueron
inoculados con la cepa mutante y se hizo lo mismo con el grupo control en placas de 24
pozos. A cada pozo se le agregaron 10 pl de antigeno de C. pseudotuberculosis a una
concentracion de 50 ng/ de proteina diluido en PBS. Se utilizé un control positivo con 10
ug/ml de Pokeeweed (Invitrogen) y un control negativo con DMEM (Gibco, Invitrogen). Las
placas se incubaron a 37°C con 5% de CO». Los sobrenadantes fueron colectados a las 24 h
después de la inoculacion y congelados a — 20°C hasta realizar la medicion de citocinas in
Vitro.

Para la evaluacion de la respuesta de las citocinas inducida por la cepa mutante en los
ratones, a partir del sobrenadante del cultivo de linfocitos, se emplearon sistemas comerciales
para la medicion de citocinas IFN-y, TNF-qa, IL-4 e IL-10 en raton (Duoset ELISA; R&D

Systems, Minneapolis, Minnesota, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.5 Analisis estadistico

El nivel de significancia fue determinado usando el andlisis de mediciones repetidas
de modelo mixto, para evaluar los experimentos de la mutante aro4 en el modelo celular,
virulencia residual en higado y bazo, y la respuesta inmune. Se consider6 un valor de p <

0.05 como estadisticamente significativo (Kaps and Lamberson, 2009). Para el experimento
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de proteccion al desafio, se compard el porcentaje de sobrevivencia entre el grupo vacunado

y el grupo control después del desafio.

5.6 Protocolo para el uso de animales de laboratorio en investigacion

El proyecto fue aprobado por CICUAE (Comit¢ Institucional para el Cuidado y Uso
de Animales de Experimentacion) bajo la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999),
sobre las Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de

Laboratorio.
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6. Resultados

6.1 Evaluacion en el modelo celular

Se realiz6 la infeccion de macrofagos J774A.1 con la cepa parental y la cepa aro4, se
compard la sobrevivencia intracelular a diferentes tiempos de infeccion. Los resultados
muestran una diferencia significativa a los 30 min post-infeccion con 273,333.30 £40,221.61
UFC/ml para la cepa parental y 75,000.00 £8,062.26 UFC/ml para la cepa aroA (p<0.05). En
los siguientes tiempos de infeccion se observo una disminucion paulatina en el nimero de
bacterias intracelulares a lo largo del tiempo entre ambas cepas, observandose a las 12 h una
diferencia de un log entre ambas cepas y al final del experimento a las 24 h se determinaron

3,566 £691.70 UFC/ml para la cepa WT y 966.67 £221.61 UFC/ml (Figura 3).

10°
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ab
ab ab ab —M- aro4

10°+
E
204' ab
- \i
1034
10°+—T—TT1T 71T T 1T 1T T 7111

012 3 456 7 8 9101112 24

Tiempo pi (horas)
Figura 3. Sobrevivencia intracelular de C. pseudotuberculosis en macrofagos J774A.1.

Los resultados son presentados como la media + la desviacion estandar en UFC/ ml a
diferentes tiempos post-infeccion (pi). Literales diferentes (ab) indican diferencia

estadisticamente significativa (p<0.05).
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6.2 Evaluacion en el modelo murino

6.2.1 Evaluacion de la formacion de lesiones en el sitio de inoculacion

Las inoculaciones de las cepas parental y la mutante aroA4 en los ratones, ocasionaron
lesiones en el cojinete plantar y en el tejido subcutaneo, aunque se observo que la progresion
de la lesion fue mas rapida y severa en los ratones inoculados con la cepa parental en
comparacion con los inoculados con la cepa mutante. Desde el dia tres post-inoculacion se
observaron lesiones muy evidentes en el cojinete plantar de los ratones inoculados con la
cepa parental, llegando incluso a causar la muerte de un raton (Figura 4). Se compararon
estos resultados con los que tuvieron los ratones inoculados con la cepa mutante, que
presentaron lesiones menos severas en el cojinete plantar después de siete dias post-

inoculacion.

En los tres ratones inoculados con la cepa parental en tejido subcutaneo (Figura 5a),
se observaron lesiones nodulares bien delimitadas de aproximadamente 1.5 cm de diametro,
con zonas de alopecia y pérdida de la continuidad, que es compatible con una ulcera, en
comparacion con los ratones inoculados con la cepa aroA4 (Figura 5b), en los cuales el tamaino

y severidad de las lesiones fue menor.

Al ser aplicada la cepa mutante aro4 por via subcutanea en el dorso de los ratones,
ocasiond una discreta reaccion inflamatoria compuesta por linfocitos localizados en la region
de la hipodermis, a nivel de dermis presentd pérdida de la continuidad celular sugestiva a

edema, que comparada con la lesion causada por la cepa parental fue menor.

En los animales inoculados con la cepa parental se observo una reaccion inflamatoria
severa compuesta por macrofagos y linfocitos, afectando a la hipodermis y con ligera
invasion a la dermis la cual también presentd pérdida de la continuidad celular sugestiva a

edema.
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Figura 4. Raton Balb/c inoculado con la cepa parental de C. pseudotuberculosis. Se
observa un ratén inoculado con la cepa parental en cojinete plantar y encontrado muerto a

los tres dias pos-inoculacion.

Figura 5. Ratones Balb/c inoculados subcutaneamente con 2 x 103 UFC en 50 pl de PBS
de la cepa parental de C. pseudotuberculosis (a) y 1a cepa mutante aroA (b) a los 14 dias
post-inoculacion. A los 14 dias post-inoculacion se observa en el tejido subcutaneo del ratén
inoculado con la cepa parental una zona bien delimitada de 1 cm con zonas de alopecia y
pérdida de la continuidad compatible con una ulcera (Figura 5a). En la Figura 5b del raton
inoculado con la cepa aroA4 se observa una lesion apenas apreciable por la escasa alopecia y

sin pérdida de la continuidad a nivel de epidermis.
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6.2.2 Evaluacion de la virulencia residual

Durante el transcurso del experimento de evaluacion de la virulencia residual por
inoculacion subcutanea de las bacterias en los ratones de ambos grupos, se observo que los
animales inoculados con la cepa parental presentaron una mortalidad de 12.5% (3/24), en
contraste con los ratones que se inocularon con la cepa aroA en los cuales no se presento
mortalidad. En cuanto al mlmero de UFC aisladas del bazo, se observé una diferencia
significativa entre los ratones inoculados con las cepas parental y la aro4 a los dias 3 (405.55
+ 89.58 UFC/ml vs 7.41 £2.93 UFC/ml), 10 dias (1,1175.91 £74.07 UFC/ml vs 5.50 £2.77
UFC/ml) y 14 dias (3,444.44 UFC/ml £ 430.56 vs 3.07 £2.45 UFC/ml) (p<0.05). No fue
posible recuperar bacterias a los 28 dias p.i. en los ratones inoculados con la cepa aro4, a
diferencia del grupo de ratones inoculados con la cepa parental (p<0.05) (Figura 6a).

En los dias 3, 6 y 10 post-infeccion, no existio diferencia significativa (p>0.05) entre
el nimero de UFC recuperados en los higados de los ratones, entre los ratones inoculados
con la cepa parental y aroA. Por otro lado, la carga bacteriana de los higados de ratones
infectados con la cepa parental resulté ser significativamente mayor el dia 14 con 7.03 x 10’
+ 1.63 x 10’ UFC/ml comparado con 3.70 +£1.69 UFC/ml de los higados de los ratones
infectados con la cepa aroA (p<0.05), el dia 21 los higados de los animales infectados con la
cepa parental presentaron 2,490.74 + 305.70 UFC/ml y para el caso de la cepa aroA4 no se
observo ningun aislamiento, sin embargo el dia 28 se presentaron 472.22 £164.94 UFC/ml
los higados de ratones infectados con cepa parental y 7.41 + 4.90 UFC/ml los infectados con

la cepa aroA (Figura 6b).
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Figura 6. Recuperacion de cepas parental y aroA de C. pseudotuberculosis, de bazos (a)
e higados (b) de ratones inoculados por la via subcutinea. Se presenta la media + la
desviacion estandar. A los 35 y 42 dias no se recuperaron bacterias de la cepa parental y
aroA. Literales diferentes (ab) indican diferencia estadisticamente significativa con una

p<0.05.

6.2.3 Evaluacion de la proteccion in vivo de la mutante

Para evaluar la capacidad de proteccion de la cepa mutante aroA ante el desafio
experimental, los ratones fueron inmunizados con la cepa mutante y el grupo control fue
inyectado con PBS; a los 21 dias post-inmunizacion los ratones de ambos grupos fueron
desafiados con la cepa de C. pseudotuberculosis ATCC 43924 a una dosis de 1 x 10% 0.1 ml
de PBS de UFC por via intraperitoneal. Durante la primera semana post-desafio el grupo
control, tuvo una sobrevivencia de 41.67% (10 de 24 animales); en contraste, el grupo
vacunado con la mutante aroA presentd sobrevivencia del 83.33% (20/24 animales), al
comparar estos grupos encontramos que existié entre ellos diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05). Sin embargo, al término del experimento los ratones inmunizados con
la mutante presentaron un 50% de sobrevivencia (Figura 7), mientras que la sobrevivencia

del grupo control se mantuvo en constante (41.67%)).
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Figura 7. Porcentaje de sobrevivencia de ratones Balb/c desafiados con la cepa ATCC
de C. pseudotuberculosis por via intraperitoneal. En la primera semana post-desafio, se
observé una marcada diferencia de sobrevivencia entre el grupo control (41.67%) y el grupo
vacunado con la mutante aroAd (83.33%), (p<0.05), al final del experimento al dia 28

presentaron 50% de sobrevivencia los ratones del grupo inoculados con la mutante.

6.2.4 Respuesta inmune humoral

Se evalu6 la produccion de anticuerpos del tipo IgM, 1gG1, IgG2a e IgG2b ante la
exposicion a la cepa mutante aroA. Al medir la produccion de IgM en los ratones vacunados
con la cepa mutante aroA4, a pesar de que solo se observo aumento en la produccion de
anticuerpos IgM (p<0.05) en el dia tres post-vacunacion en relacion con el grupo control
(Figura 8a). Los ratones inmunizados con la cepa mutante aroA4 presentaron aumento
(p<0.05) en la produccion del anticuerpo IgG1 después del dia 28 y hasta el dia 42 posteriores
a la inoculacion (Figura 8b).

Para el isotipo Ig(G2a s6lo en el dia 28 se encontro aumento (p<0.05) entre el grupo
control y el grupo vacunado (Figura 8c). Para IgG2b no hubo diferencia estadisticamente
significativa (p>0.05) durante todo el transcurso del experimento. Como se observa en las
graficas, los niveles de IgM que es el primer anticuerpo que se detecta para combatir una
infeccidn, son bajos para determinar que hubo una seroconversion adecuada, ademas hay una

pobre produccion de anticuerpos para una respuesta tipo Thl, que es el tipo de respuesta
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inmune que nos interesa al ser una bacteria intracelular facultativa; con respecto a la respuesta

de tipo Th2 no se encontraron anticuerpos que favoreciera este tipo de respuesta.
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Figura 8. Respuesta inmune humoral de ratones inoculados con la cepa mutante aroA,
a diferentes tiempos post-inoculacién. Respuesta inmune IgM (10a), respuesta inmune
IgG1 (10b), respuesta inmune IgG2 (10c). Los datos son expresados con la media + la
desviacion estandar de los sueros de 4 ratones inoculados con la cepa mutante aro4 y un
grupo control con PBS. Literales diferentes (ab) indican diferencia estadisticamente

significativa (p<0.05).

6.2.5 Medicion de citocinas inducidas por la vacunacion

Al medir las citocinas inducidas en el modelo murino por la mutante aroA, se encontro
que el IFN-y s6lo mostrd diferencia estadistica (p<0.05) el dia 5 post-vacunacion entre el
grupo control y el grupo vacunado (Figura 9a), la IL-10 presentd diferencia estadistica
(p<0.05) después del dia siete y hasta el dia 12 post-inoculacion (Figura 9b). Como se observa
en las figuras, hay un aumento en la produccion de IL-10 después del dia siete y hasta el 12
y esto ocasiona que haya una inhibiciéon de IFN-y, en donde esta citosina es indispensable
para que haya activacion de macréfagos y es un indicativo de una respuesta inmune Thl

Al estudiar la respuesta de TNF-a y de IL-4 no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p=>0.05) durante el transcurso del experimento, lo que quiere

decir que no estimula una respuesta de tipo Thl.
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Figura 9. Deteccion de citocinas en el sobrenadante del cultivo de linfocitos del bazo de
ratones Balb/c que fueron inoculados con la cepa mutante aro4, comparados con un
grupo control inyectado con PBS. Los datos representados son la media + la desviacion
estandar de cuatro ratones por grupo por dia post-inoculacion. Literales diferentes (ab)

indican diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
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7. Discusion

La corinebacteriosis en pequefios rumiantes es un problema ampliamente difundido
en México, aunque en la mayoria de los casos no causa la muerte de los animales, las pérdidas
economicas son cuantiosas. Por el momento no existe una forma eficaz de evitar, ni de
prevenir el contagio de esta enfermedad, por lo que es importante investigar para producir
inmunogenos que induzcan una respuesta inmune de tipo celular y prevengan de forma
eficiente el contagio y la aparicion de signos.

Las mutantes que se han evaluado como inmunoégenos en C. pseudotuberculosis, no
han demostrado conferir una adecuada proteccion a los animales susceptibles a la enfermedad
(Silva et al., 2014; Rodrigues-Pinho et al.,, 2009; Hodgson et al., 1999). Se han realizado
inmundgenos para otras bacterias intracelulares con resultados prometedores; en este sentido
en el estudio de la mutante aroA de Salmonella enterica serovariedad Abortus Equi, al ser
aplicada en cobayos por las vias oral e intramuscular, otorg6 proteccion del 100% contra el
desafio experimental con la cepa virulenta (Alam ef al., 2009). También se han observado
respuestas alentadoras al usar en aves, una mutante atenuada por delecién del mismo gen en
E. coli, administrada por via oral e intramuscular, en las aves inmunizadas se observaron a la
necropsia menores lesiones por colibacilosis comparadas con las aves no vacunadas (1.7
contra 3.5% p = 0.0054), hubo menor porcentaje de mortalidad (9.3% contra 10.3%, p =
0.02), la ganancia diaria de peso fue mejor en los pollos vacunados con la mutante (47.8
contra 46.2 g/dia p = 0.0006), y el nimero promedio de dias de tratamiento de antibidtico
disminuyo6 (0.5 contra 2.0, p = 0.0008) (Mombarg ef al., 2014).

Al evaluar nuestra mutante aroA en el modelo celular de macrofagos murinos J774A,
la diferencia observada entre las UFC recuperadas de la cepa parental comparadas con
respecto de la cepa mutante arod, desde los 30 min post-infeccion y al término del ensayo
(Figura 3), puede ser atribuida a que la mutacion del gen aroA caus6 regulacion positiva gen
murA el cual codifica para la sintesis del peptidoglicano, esto ocasiona defectos en la pared
bacteriana, que facilitara la fagocitosis y la eliminacion de la bacteria (Sebkova et al., 2008).

Ribeiro et al. (2014) realizaron una mutante de genes que codifican para proteinas de
unién putativa para el transporte de hierro y encontr6 que al ser deficientes en hierro y esto

es indispensable para la sobrevivencia de la bacteria a nivel intracelular, la cepa mutante
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presentd menor porcentaje de viabilidad bacteriana a las tres y a las seis horas en macrofagos
J774A.1, lo que indica que la bacteria mutada fue fagocitada mas facilmente que la bacteria
parental ademds de que los ratones inoculados con la cepa mutante presentaron 80% de
sobrevivencia. En nuestro trabajo usando el mismo tipo de macrofagos, se encontr6 una
menor recuperacion de UFC/ml en la cepa aroA, sin embargo, s6lo mostrd una sobrevivencia
del 50% en ratones Balb/c, la atenuacion de nuestra mutante no fue protectora al desafio
intraperitoneal.

Silva et al. (2014), realizaron otro ensayo de porcentaje de viabilidad bacteriana de
una cepa viva del gen CP09 es la mutante de una cepa viva de C. pseudotuberculosis del gen
que codifica para fimbria de C. pseudotuberculosis, determinando que la cepa mutante
también tuvo menor porcentaje de viabilidad bacteriana en macréfagos murinos J774A.1 con
respecto a una cepa parental de C. pseudotuberculosis desde la hora uno a las horas tres y
seis de interaccion celular; sin embargo, al igual que en nuestro trabajo, la sobrevivencia
intraperitoneal al desafio experimental con una cepa parental de C. pseudotuberculosis fue
del 50%, lo que indica que a pesar de que muestra resultados favorables en el modelo celular,
en el desafio presenta baja viabilidad de los ratones

Se ha observado que una mutante aroA que se realiz6 en Bordetella bronchiseptica,
al efectuar la infeccion de macrofagos J774A.1, fue menos invasiva y sobrevivié durante
menor tiempo que la cepa parental, lo que es un resultado similar a lo observado en nuestro
trabajo, por lo que puede afirmarse que es necesaria la presencia de este gen para la adecuada
sobrevivencia y replicacion de la bacteria intracelularmente (McArthur et al., 2003).

Una limitante en el uso de inmundgenos para prevenir la linfadenitis caseosa, es que
causan necrosis licuefactiva en el sitio de la inoculacion (Baird y Fontaine, 2007). Si bien es
deseable que exista cierto grado de inflamacién que es indicativo de la activacion de
macrofagos y por lo tanto presentacion de antigenos, el dafio causado no debe ser extenso ni
llegar hasta una necrosis. Al existir una reduccidon de la virulencia, las bacterias son
fagocitadas eficientemente por los macréfagos y presentan componentes antigénicos de la
bacteria, lo que permite el reclutamiento de células inflamatorias (Sebkova et al., 2008).
Aunque la aplicacion de la mutante aro4 en el cojinete plantar de los ratones, ocasiond
lesiones que fueron de menor severidad que las causadas por la cepa parental, la mutante

aroA esta atenuada, pero aun asi tuvo la capacidad de provocar lesiones abscedativas en el
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sitio de aplicacion. Este tipo de lesiones son caracteristicas de los actinomicetos, pues este
grupo de bacterias presentan lipidos en su pared celular que inducen inflamacion y
modulacion en las células dendriticas y en los macrofagos (Trevifio-Villarreal et al., 2012).
Aunque también debe tenerse en cuenta la accion de la fosfolipasa D como principal factor
de virulencia causante de lesiones por dafio a las membranas, no es conveniente inactivar el
gen pld pues las mutantes que se han obtenido realizando este procedimiento resultaron en
una atenuacion completa, lo que derivo en falta de estimulacion al sistema inmune (Afonseca
et al., 2008).

La reduccion de la recuperacion de UFC/ml en higado y bazo de los ratones
inoculados con la cepa mutante aroA, permite explicar que dicha cepa estd siendo controlada
mas eficazmente por el hospedero en comparacion con los ratones inoculados con la cepa
parental. Resultados similares se han presentado con la mutante aroQ de C.
pseudotuberculosis (Simmons et al., 1998), asi como con las mutantes aroA en Salmonella
enterica serovariedadades Enteritidis y Typhimurium (Sebkova et al., 2008) y en Listeria
monocytogenes (Stritzke et al., 2004). En todos estos estudios se observo que la cepa mutante
posee menor virulencia residual que la cepa parental en ratones Balb/c a los 7 y 14 dias post-

inoculacion.

Se observd en el modelo celular la atenuacion de la cepa mutante aroA4 de C.
pseudotuberculosis en relacion a la cepa parental, evidenciado por la disminucion en la
recuperacion de UFC/ml en todos los tiempos post-infeccion; lo mismo se puede afirmar a
partir de los resultados de virulencia residual en el modelo murino en higado y bazo, con
respecto a la disminucion en la recuperacion de UFC/ml a partir del dialO post-inoculacion
en bazo y dia 14 en higado, sin embargo, al momento de evaluar la proteccion conferida por
la cepa mutante frente al desafio experimental, se observo que el porcentaje de sobrevivencia
del grupo vacunado al dia 28 post-desafio fue de 50% (Figura 7), y que la cepa mutante no
logro6 otorgar a los ratones la proteccion de por lo menos el 80% deseable en un inmundégeno
por via intraperitoneal (Ribeiro ef al., 2014). Lo mismo se observo en una mutante aroA de
Edwarsiella tarda la que indujo una buena respuesta humoral y de factores de respuesta

inmune innata, pero no logrd otorgar una proteccion optima frente al desafio experimental
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con la cepa de campo, lo que los autores atribuyen a que esta mutante no logra inducir una

adecuada respuesta de tipo celular (Mo et al., 2013).

Existen varios ensayos para obtener inmundgenos contra la corinebacteriosis, se ha
observado una proteccion del 44% con una mutante del gen pld de C. pseudotuberculosis
comparado con una proteccion del 95% de una bacterina inactivada con formalina en
borregos desafiados con C. pseudotuberculosis (Hodgson et al., 1999). En otro trabajo donde
se us6 una proteina recombinante Hsp60 de C. pseudotuberculosis que indujo respuesta
inmune al aumentar las cantidades de IFN-y e IL-10, no logré una proteccion al desafiar a
los ratones Balb/c con una dosis de desafio de 1 x 10° UFC de C. pseudotuberculosis por via
intraperitoneal, presentando al dia 11 postdesafio una mortalidad del 100%. También se han
realizado ensayos con proteinas recombinantes para usarlos como inmundégenos, como es el
caso de la CP40 que al aplicarlas en ratones Balb/c estimuld la respuesta inmune aumentando
los niveles de IgG2a e IgG2b, después de desafiar con 1 x 10* UFC/ml de C.
pseudotuberculosis por via intraperitoneal otorgd proteccion del 100% (Droppa- Almeida et

al., 2016).

En nuestro ensayo, al evaluar la respuesta inmune humoral del grupo vacunado contra
un grupo control (PBS) se observd mayor cantidad de IgG1 después del dia 28 post-
inoculacion, este tipo de respuesta estd involucrada en la estimulacion de la respuesta Th2
por la activacion de células presentadoras de antigeno y la clonacion de células B para la
produccion de anticuerpos neutralizantes (Dong, 2006). La aplicacion de la mutante aro4 en
ratones estimulo la IL-10 después del dia 7 post-vacunacion e indujo una pobre respuesta
celular, ya que los niveles de IFN-y en el grupo de ratones vacunados solo estuvieron
aumentados durante el dia cinco post-vacunacion, esto se relaciona con la pobre produccion
de IgG2a, que se asocia a su vez con la respuesta inmune de tipo Thl. El comportamiento de
esta citocina fue muy similar a lo reportado por Simmons ef al. (1998) quienes midieron la
respuesta provocada en ratones Balb/c inmunizados con la mutante aroQ de C.
pseudotuberculosis, encontrando que solo al dia siete posterior a la inmunizacién los niveles
de esta citocina aumentan significativamente en los animales vacunados, por lo que
concluyeron que la respuesta de tipo Thl es pobre. Conocemos que la respuesta inmune

celular es importante para el control de una infeccidon causada por bacterias intracelulares,
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como es el caso de la C. pseudotuberculosis. La mutante aroA4 tuvo en este experimento pobre
capacidad de producir una respuesta inmune Thl, se ha observado en mutaciones realizadas
en cepas vivas de C. pseudotuberculosis, que existe una pobre adherencia de la mutante al
macrofago lo cual da por resultado la reduccion de la presentacion de antigenos bacterianos
por parte del complejo principal de histocompatibilidad tipo I porque estos antigenos no se

encuentran en los niveles adecuados en los compartimentos intracelulares (Silva et al., 2014).

A pesar de que la mutante aroA ha tenido respuestas favorables en bacterias como
Salmonella enterica serovariedad Enteriditis, Listeria monocytogenes, Shigella dysenteriae,
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrheaey Bacillus anthracis (Buzzola et al., 2006).
En Mycobacterium tuberculosis se ha hecho construccion de la mutante aroA4, pero no se ha
probado en modelo animal o humano, la ruta del corismato es esencial para la bacteria porque
tiene relacion con los aminodcidos aromaticos (Parish y Stoker, 2002), al ser C.
pseudotuberculosis un actinomiceto, como Mycobacterium, también afecta la via de
produccion de aminoacidos aromaticos, lo cual este gen es importante para las bacterias. Se
ha observado que la mutacion del gen aroA4 causa defectos en la pared celular de bacterias
por lo que al momento de interrumpir la funcién de este gen, permite que la bacteria sea
fagocitada mas facilmente por las c€lulas del hospedador (Sebkova et al., 2008), sin embargo,
en esta bacteria, la mutacion de dicho gen, sdlo protegid parcialmente a los ratones Balb/c
frente al desafio experimental. Se ha observado en mutantes por delecion en Salmonella
entérica Serovar Typhymurium que provoca una buena respuesta inmunutaria y este
inmunogeno puede ser usado como inmunoterapia (Felger er al., 2016), también se ha
observado que la mutacion de éste gen afecta la via de la ubiquinina que influye en la

composicion de la membrana (Sévin y Sauer, 2014).
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8. Conclusiones
Se concluye que, a pesar de que la mutante aroA de C. pseudotuberculosis, presenta
atenuacion en el modelo celular en células J774A.1 y en la virulencia residual en higado y
bazo de ratones Balb/c, y que estimula pobremente la produccion de anticuerpos en suero,
no logra tener una adecuada respuesta celular en el modelo murino y protegid solo

parcialmente a los ratones Balb/c frente al desafio experimental.
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