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] Capitulo 1. Proteinas recombinantes PLD y CPA0, candidatos para vacunas y diagnosbico
y contra Linfadenitis Caseosa

Introduccion

La Linfadenitis caseosa (LAC), es una enfermedad que causa importantes perdidas
econdmicas en la industria ganadera de los pequefios rumiantes. El agente etioldgico es
Corynebacterium  psevdotuberculosis biovariedad ows, bacteria pleomdrfica, Gram
positiva e intracelular facultativa. La enfermedad se caracteriza por la formacion de
abscesos cutdneons y viscerales, con afectaciones en la produccion de came, leche y
lana, ocasionando pérdida de peso, inmunodepresion y desordenes reproductivos. La
LAC tambien afecta a los humanecs por lo gue es una enfermedad de imporiancia
zoonotica, existen vacunas comerciales disponibles fundamentalmente en los principales
paises productores de ovinos v caprinos; sin embargo, la efectividad de estas varia entre
rebafios y no se logra una proteccion completa. Las proteinas PLD y CP40 constituyen
factores de virulencia conservados involucrados en la patogénesis, gue han sido
evaluados in vivo como inmunagenos y como antigenas para medios diagnasticos contra
la Linfadenitis caseosa. El uso de la tecnologia del ADN recombinante constituye una
alternativa para obtener estas proteinas de forma econdmica, segura y con elevado grado
de pureza. El presente trabajo tiene como objetivo expaoner la tematica relacionada con
la obtencidn de los antigenos PLD y CP40 de Corynebacterium pseudotuberculosis
biovariedad ovis mediante |a tecnologia de ADN recombinante y sus aplicaciones para el
diseno de vacunas y como antigenos para el diagndstico contra Linfadenitis Caseosa.

Linfadenitis caseosa

La Linfadenitis caseosa es una enfermedad bacteriana causada por Corynebacterium
pseudotubercwlosis biovar owis (C. pseudotuberculosis), cuya lesion caracteristica es la
formacion de abscesos en nodulos linfaticos superficiales (manifestacion cutdnea) e
internos, asi como en drganos (manifestacion visceral). En la forma cutdnea los abscesos
son visibles y palpables a traves de la piel y su localizacion depende del punto de ingreso
del microorganismo. Las lesiones pueden aparecer como abscesos organizados, con
inflamacitn, encapsulacidn fibrosa, pérdida de pelo sobrepuesto y ruptura eventual,
dando como resultado la descarga del contenido purulento. En la manifestacion visceral,
los abscesos se forman en los nodulos linfaticos internos, asi como en drganos comao:
pulmones, bazo, higado y rinones, causando pérdida de peso, inmunodepresidn, danos
sistémicos, con el desarrollo de un curso cronico.

La infeccidn primana tiene lugar en la region de ingreso de la bacteria al
hospedera, con diseminacion hematdgena y linfatica formando abscesos en los nddulos
linféticos mas cercanos al sitio de entrada de la bacteria (pardtidos, submandibulares,
prefemoarales, preescapulares, popliteos o mamarios). El ingreso del microorganismao
puede ocurrir a través de lesiones en la piel generadas durante el manejo de los animales,
como cortes de cola, marcaje de orejas, castracidn, esquila o en algunos casos lesiones
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generadas durante la alimentacion con forraje espinoso que dana la mucosa oral.

El periodo de incubacidn varia tanto en ovejas coma en cabras y se han observado
intervalos de dias o de meses. La infeccidn secundaria se origina con la formacion de
abscesos en nddulos linfaticos (tordcicos, bronquiales y mediastinicos) y en Grganos
viscerales. La enfermedad se instaura de modo insidioso y adopta un curso cronico,
cuando el contenido purulento escapa al exterior evoluciona hacia la recuperacion, al
contrario de lo que ocurre en las formas viscerales graves donde se causa danos
sistémicos.

Es caracteristico en ovinos gque los nddulos linfaticos con abscesos tengan
apariencia de «capas de cebolla- al presentar una distribucion en laminas concéntricas
fibrosas separadas por material caseoso. Por el contrario, en cabras los nddulos no
presentan esta conformacion, sino que usualmente la apariencia es de pasta uniforme
seca. En el andlisis histopatoldgico de los abscesos se puede apreciar en general un
centro amorfo y eosindfilo de necrosis rodeado por una capa de linfocitos, células
plasmaticas, algunas células epitelioides y polimorfonucleares neutrdfilos, rodeado por
una red de fibroblastos. Se destacan como caracteristicas clinicas la anemia, leucocitosis
con neutrofilia y altos valores de fibrindgeno, incremento de inmunoglobulinas (IgG) e
Interferan gamma (IFM-y).

C. pseudotuberculosis ha  desarrollado mecanismos  de  resistencia  para
protegerse ante la accion del sistema inmune. Las enzimas antioxidantes Superdxido
Dismutasas (S00s) y las Catalasas, intervienen en la eliminacién de algunas moléculas
generadas en la cascada de reacciones iniciada por NADPH oxidasa fagocitica. Tambign
e5 capaz de minimizar la accion de los componentes reactivos del Nitrdgeno, mecanismo
del sistema inmune que actla a través de la enzima NOS (gxido nitrico-sintetasa), la cual
combina el oxigeno molecular con el nitrdgeno guanidino de la L-argining, para generar
duido nitrico (NO), que es tdxico para bacterias. Estudios in witro de cepas de C
psewdotuberculosis mutantes del Factor Sigma, son mads susceptibles a concentraciones
de dxido nitrico, por lo gue se propone que la presencia de este, protege ante este tipo
de estrés oxidativo. Por otra parte, en esta bacteria la capa de LPS queda protegida por
los Acidos corynomicdlicos, lo que dificulta que el sistema inmune se active por el
reconacimiento de esta estructura. Existe una correlacidn positiva entre el contenido de
estos lipidos, el grosor de la capa lipidica y la habilidad de producir lesiones en nddulos
poplitens de oveja. Los lipidos de la pared celular constituyen un factor piogénico,
relacionado con la infiltracién masiva de leucocitos polimorfonucleares neutrofilos, que
transportan las bacterias a los nodulos linfaticos, y con el efecto leucotdxico gue ongina
degeneracion y lisis de macrofagos.
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Factores de Virulencia PLD y CP40

La exotoxina Fosfolipasa D es considerada el factor de wvirulencia principal de C.
pseudotuberculosis, es una proteina de 31.4 kDa codificada por el gen pld. Las
fosfolipasas son un grupo variado de enzimas capaces de hidrolizar uno o mas enlaces
éster en glicerofosfolipidos. La secuencia de la proteina PLD presenta similitud con la
Fosfolipasa A2; sin embargo, PLD no pertenece a la familia de las Fosfolipasa y es
clasificada como una Esfingomielinasa D (SMasa D; EC 3.1.4.41), también conocidas
como esfingomielina fosfodieasterasas D o fosfolipasa D (PLD), que cataliza la escision
hidrolitica de la esfingomielina para producir colina y ceramida 1-fosfato o colina y dcido
lisofosfatidico (LPA). Estas enzimas estdn presentes en diversos organismos como
aranas, bacterias, garrapatas, dcaros y hongos.

PLD de C. pseudotuberculosis presenta un 30% de similitud con las SMDasa de
Loxosceles spp. y funciones bioldgicas semejantes como la agregacion plaguetaria,
hiperpermeabilidad  endotelial, hemdlisis y necrosis  cutdnea  dependiente  de
polimorfonucleares neutrdfilos. La estructura de la PLD es de tipo barril TIM (Ba),
compuesta por hojas By hélices-a intercaladas, asi como una cola-SMD en el extremo
C-terminal con motivo de residuns conservados ATXHDNPW.

La PLD es una exotoxing cuya actividad bioldgica depende de magnesio,
catalizando la disociacion de la esfingomielina de las membranas celulares endoteliales,
lo que aumenta la permeabilidad vascular, la diseminacion y persistencia de la bacteria
en los fagocitos, que la transportan a nddulos linfaticos donde se desarrollan los
microorganismaos. Aungue su accion no se ha considerada directamente hemolitica, se
ha informado que es capaz de producir hemadlisis sinérgica. La secuencia de aminodcidos
de la PLD se encuentra conservada entre diferentes cepas, y la modificacidn de esta,
disminuye la capacidad de producir |a enfermedad.

La proteina CP40 se ha caracterizado como antigeno con patenciabidades inmuno
protectoras contra la LAC. El gen presenta un marco abierto de lectura de 1,137 pb y se
encuentra ubicado corriente abajo del gen pid. Es una proteina que se ha detectado en
el sobrenadante del medio de culivo de C. psewdotuberculosis mediante inmunoensayo,
por lo que se caracterizd como proteina extracelular secretada por la bacteria. La
actividad bioldgica de esta proteina fue inicialmente descrita como enzima proteasa de
serinas; sin embargo, a través del andlisis filogendtico permitié su agrupacidn mas
cercana junto a otras enzimas endoglicosidasas y més lejos de las secuencias de
proteasas de serina. La actividad enzimdtica desarrollada por esta proteina es de
endoglicosidasa mediadoras de la hidrdlisis de enlaces glicosidicos, con similitud con el
dominio a- Endo E perteneciente a Enterococcus faecalis. El andlisis de la secuencia del
sitio activo en CP40, permitid establecer sus similitud con las enzimas Endo S
[Shreptococcus pyogenes) y Endo E (Enterococcus fagcalis), solo con cambios en uno o
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dos aminodcidos respectivamente.

La actividad de CP40 como factor de wirulencia estd dada por la capacidad de
degradar la regién Fc de anticuerpos 1gG. La endoglicosidasa CP40 no hidroliza los
glicanos en las IgG bovinas y caprinas, mientras que si hidroliza la 1gG ovina y la 1gG
equina. Por el contrario de la endoglicosidasa Endo 5, CP40 es una enzima mas pequena
y carece de un sitio de unidn a dominios de carbohidratos lo que podria explicar la falta
de actividad contra los glicanos 1gG con GleMNAc bisectante. La comparacidn de los
cromatogramas de las moléculas hidrolizasas, resultado de |a actividad de CP40 y Endo
5, indican gue el sitio de escision de glicanos por parte de CP40 es idéntico al de Endo
5. En los altimos anos se han desarrollado evaluaciones de esta proteina como candidato
para el desarrollo de vacunas y medios diagnosticos.

La expresion y secrecidn de las proteinas PLD y CP40 se identificd en una
infeccion experimental, donde mediante ensayos de inmunoblot se detectd la produccicn
de anticuerpos dirigida en un B8% al reconocimiento de proteinas de 30-31KDa (PLD) y
en un 75%-B8% hacia proteinas de 38-41KDa (CP40). Por otra parte, el andlisis del
exoproteoma de la cepa 1002 de origen brasileno, antes y después de la reactivacidn de
la virulencia tras 2 pases en ratones BALB/c, mostrd dos perfiles proteicos diferentes. EI
andlisis por espectrometria de masas permitio la identificacion de las protemas PLD y
CP40 unicamente en la cepa cuya virulencia fue reactivada. También a través de PCR
en tiempo real se identificaron in witro & in vivo la expresion de varios genes involucrados
en la virulencia entre ellos pld y cp40. A0n se continda con el estudio de los factores de
virulencia de C. pseudotuberculosis, para la obtencion de moléculas con potencialidades
para el desarrolle de vacunas potentes y eficaces; sin embargo, estas proteinas antes
mencionadas han sido de las mas evaluadas y con resultados prometedores.

Tecnologia de ADN recombinante: Obtencion de PLD y CP40 recombinantes

La tecnologia del ADN recombinante y la optimizacidn de los bioprocesos, constituyen
una fuente confiable para la obtencion de proteinas heterdlogas que pueden ser utilizadas
con fines farmacoldgicos, industriales y de investigacidn. Las proteinas recombinantes o
heterdlogas se caracterizan por ser obtenidas de organismos diferentes al nativo, como
resultada de la manipulacion genética. Los sistemas especializados en la produccion de
proteinas heterdlogas, permite su obtencion en grandes volimenes y con caracteristicas
similares a la proteina de origen natural. La purificacion a partir del erganismo original
requeriria implementacidn de metodologias complejas y especificas, costosas y de riesgo
bioldgico en caso de proceder de agentes patdgenos.

El sistema de expresion estd conformado principalments por el organismo
hospedera y el vector o pldsmido de expresiin gue contiene los elementos génicos,
formando ambos |a maquinaria para la transcripeign y traduccion del gen de interés. E|
sistema de expresion dptimo dependersd del origen bioldgico y las propiedades de la
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proteina de interés, las caracteristicas de crecimiento del hospedero, los niveles de
expresion y la localizacion celular de la proteina, la existencia de modificaciones post-
traduccionales, la actividad bicldgica de la proteina, asi como el costo econdmico de todo
el bioproceso.

Los plasmido o vectores son moléculas de ADN circular que pueden ser de ongen
bacteriano y constan de diversas regiones especializadas como: el sitio de origen de
replicacion, el segmento promotor, |a secuencia de union al ribosoma, el sitio muliple de
clonaje donde se inserta el gen de interés, secuencias terminadoras de la transcripoidn,
asi como marcadores de resistencia a antibidticos que facilitan la seleccitn de los clones
recombinantes y garantizan la estabilidad del plasmido en el hospedero mediante el
cultivo en un medio selectivo.

La bacteria Gram negativa Escherichia coli (E. coli) es el organismo procariota mas
empleado para la produccion industrial de proteinas recombinantes ya gue en
comparacian con otros sistemas ofrece ventajas como: crecimiento a expensas de
fuentes de carbono econdmicas, rdpida acumulacion de biomasa, fermentaciones gue
alcanzan altas densidades celulares en un proceso simple y corto. Ademds, su larga
historia como sisterna modelo ha derivado un amplio conocimiento sobre su fisiologia y
genoma; y en consecuencia se han desarrollado muchas herramientas de ingenieria
cromosomica gue facilitan la clonacién de genes y su expresion.

E. colf BL21 (DE3) es ampliamente utilizada en las producciones de gran escala
¥a que no presenta las proteasas Lon y Omp-t, lo que evita la degradacion de la proteina
recombinante en la bacteria. Esta genera bajos niveles de acetato y contiene el profago
ADE3 gue transporta el gen de la T7 ARN polimerasa bajo control del promotor lacU\s,
inducible por isopropil-g-D-1-tiogalactopirandsido  (IPTG). El IPTG es andlogo no
hidrolizable de la alolactosa, metabolito isomero de la lactosa, que dispara la transcripoidn
del operdn de expresidn lac. A diferencia de la alolactosa, el dtomo de azufre (S) en el
IPTG crea un enlace covalente no hidrolizable por la bacteria, lo que evita que sea
degradado tras su adicidn y se mantiene asi su concentracion constante en el medio.

El sisterna de expresion T7 se basa en el uso de la ARN polimerasa y el promotor
del bacteriofago T7. Esta ARN es menos compleja, se compone por una sola subunidad
y &5 capaz de realizar todo el proceso de transcripcion, como su homdloga en organismos
superiores. Los pldsmidos pET presentan el sistema T7 acoplado y se han empleado
para la obtencidn de proteinas con una elevada expresion y rendimiento. Para expresar
el gen de interés en este sistema es necesano una fuente de T7 ARN polimerasa en la
célula hospedera, lo que se logra con el uso de la cepa de E. colf BL21 (DE3). La T7 ARN
polimerasa no reconoce los promotores de E. col solo reconoce su promotor T7, el cual
a suvez no es reconocido por las ARN polimerasas de la bacteria. Esta enzima es capaz
de transcribir los genes cinco veces mas rdpido gue la ARN polimerasa de E. coli El gen
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que codifica la TT ARN polimerasa presente en la cepa BL21 (DE3) esta bajo el control
del promotor lacUVs, por lo que su expresion es basicamente controlada por los mismos
mecanismos del operdn lactosa. EIl promotor Lac se reprime en presencia de glucosa y
se induce en presencia de lactosa o su andlogo IPTG el cual es muy eficiente y
ampliamente utilizados a escala de laboratorio.

La proteina recombinante se obtiens mediante un proceso gue  implica
primeramente la insercion del gen que codifica para la proteina de interés en un vector
de expresion (plasmidos, virus, cdsmidos) a ravés de un proceso de ligazon, sequido de
Iz transformacion del organismo hospedero con la construccion génica de interés.

El gen de interés para la clonacion, se adguiere mediante amplificacion por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCH), utilizando como fuente primaria ADN
gendmico o ADN complementario (ADNc) del ARN mensajero de interés. Luego se corta
el sitio multiple de clonaje con enzimas de restriccion para generar el sitio especifico
donde se va a insertar €l gen de interés en el plasmido de expresion. Luego se une el
gen de interés al plasmide mediante |la accion de una enzima ligasa. Posteriormente, se
lleva & cabo la transformacién de la cepa de E. coff BL21 (DE3) con el plasmido
recombinante, ya sea por método quimico con CaCl: o mediante electroporacion, estos
métodos permeabilizan la membrana y favorecen la entrada del material genético a la
célula. El crecimiento bactenano se realiza en medio de cultivo caldo Luria Bertani (LB),
esperando alcanzar la fase exponencial (densidad dptica del cultivo entre 0.6-0.8 a 600
nm) para realizar la induccidn de la expresidn de proteinas mediante la adicidn del IPTG.
El IPTG induce la expresidn de la T7 ARN polimerasa y consecuentemente la del gen de
interés, ya que este inductor remueve el represor lac del operador lacO. El gen que
codifica el represor lac estd presente en el cromosoma bacteriano, con lo que se
garantizan altas concentraciones del represor en la ceélula. Esto hace que en condiciones
normales la enzima no se exprese o se exprese muy poco. Las proteinas expresadas por
via recombinante pueden ser dirigidas hacia el citoplasma, periplasma o medio
extracelular.

La produccion de la proteina recombinante, dirigida hacia el medio extracelular
facilita su obtencidn y purificacion. Sin embargo, en ocasiones la elevada concentracidn
de proteina recombinante forma agregados insolubles en el citoplasma denominados
cuerpos de inclusidn. 5ila proteina se encuentra soluble en el citoplasma se aplican
directamente métodos cromatdgrafos para su obtencién. Mientras que, para la
purificacion de proteinas insolubles, que se encuentran formando cuerpos de inclusion,
es5 necesario el uso de agentes caotrdpicos, que tienden a desnaturalizar la proteina,
siendo necesaria posteriormente la implementacion de técnicas de re-naturalizacion.
Para la purificacidn de proteinas se pueden utilizar marcadores de afinidad, como una
cola de poli-histidina (6 residuos) que facilita la obtencién de la proteina por medio de
cromatografia de afinidad por iones metdlicos (IMAC). Estos métodos permiten la

23



] Capitulo 1. Proteinas recombinames PLD y CPAQ, candidatos para vacunas y diagnostico
{/’ contra Linfadenitis Casensa

obtencién de la proteina recombinante en grandes concentraciones y con un elevado
grado de pureza.

La proteina PLD ha sido obtenida por via recombinante utilizando £, coli como
sistema de expresion. El clonaje por primera vez del gen que codifica para esta proteina
se redlizd en el vector pUC12 en la cepa E. cofi DH5a y mediante ensayos de Southern
blot fue identificada la secuencia del gen insertado en el plasmido. Luego en otro trabajo
para la obtencidn de PLD inactivada mediante mutagénesis sitio especifica, se utilizg el
sistema E. colf DH5a v el plasmido pTZ18U, seguido de la identificacion de la expresidn
mediante electroforesis en SD5-PAGE y Western blot. Otros investigadores han
empleado el pldsmide pAE para la expresion de PLD en células E. coli BL21 (DE3). La
expresion de la proteina recombinante es analizada por SDS-PAGE al 12% tenido con
azul Coomassie y Western blot con anticuerpo monoclonal anti-&x His y la purificacion se
ha realizado por cromatografia de afinidad a quelatos metélicos.

Por otra parte, la proteina CP40 se obtuvo por via recombinante con el plasmido
pBE12GEX2 utilizando E. coli XL1-Blue. En este estudio la proteina se exprest en un
15% de las proteinas totales y fue obtenida del sobrenadante del cultivo. También se
empled el plasmido pAE y la cepa de E. coli BL21 (DE3) para su expresion con TmM de
IPTG. En este estudio se empled un sistemna de purificacidn de cromatografia de afinidad,
utilizando la columna HisTrapTM HP (GE Healthcare, USA). La expresion de la proteina
se confirma mediante Western blot usando anticuerpo moneclonal anti-histiding
conjugado con peroxidasa (Sigma, USA). La purificacidn se realiza por cromatografia de
afinidad en una columna de niquel sepharose HisTrapTM (GE). La pureza se realiza
mediante SD5-PAGE al 12%, y la concentracién se determina con un kit BCA (PIERCE).
Las proteinas obtenidas por via recombinantes pueden ser empleadas en vacunas y
medios diagndsticos. Brindan una alternativa viable y facil de escalar, con bajos costos
de produccion, asi como permiten la elaboracidn de vacunas inocuas, a partir de
antigenos especificos y altamente puras.

Aplicaciones de las proteinas PLD y CP40 recombinantes en vacunas y medios
diagndsticos

Las formulaciones vacunales basadas en subunidades presentan una mezcla de
antigenos de diferente naturaleza como: lipopolisacdridos, estractos ribosomicos,
proteinas recombinantes purificadas o péptidos sintéticos. Este tipo de vacunas utiliza
muoléculas completas o segmentas involucrados en la virulencia, sin necesidad de utilizar
el microorganismo patégeno completo, evitdndose el riesgo de reproduccion de la
enfermedad. Este tipo de vacunas permite su produccion a grandes escalas sin
necesidad de utilizar el agente patdgeno, como es C. psewdotuberculosis biovaredad
ovis, bacteria que puede infectar a los humanos, constituyendo un riesgo zoonotico. Las
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vacunas de subunidades son poco inmunogénicas por lo que requieren del empleo de
adyuvantes, moléculas que potencian la respuesta del sistema inmune.

En los dltimos anos se han evaluado diferentes tipos de vacunas expenmentales
contra la LAC {Cuadro.1) y entre ellas destacan por sus resultados favorables las vacunas
de subunidades proteicas recombinantes.

La fosfolipasa D obtenida mediante el método recombinante se ha utilizado en
numeros estudios para el desarrollo de vacunas de subunidades. Se ha evaluado la
capacidad inmunogénica de una vacuna formulada con 50 pg de PLD recombinante
[PLDr), obtenida en E. coli como sistema de expresion, asi como su combinacion con
1.25«10" células/imL de cultivos totales de C pseudotuberculosis inactivados con
formalina. En este experimento se compararon los resultados con la vacuna comercial
Glanvac 3 (Commonwealth Serum Laboratories (CSL) Ltd., Victoria, Australia). La via de
inmunizacion fue subcutdnea, separada por un intervalo de 4 semanas entre la primera
y segunda dosis de inmunizacion. El desafio se llevd a cabo con 10 UFC/mL de una cepa
de C. psevdotuberculosis ovis virulenta luego de 2 semanas de concluido el esquema de
vacunacion. Los titulos més altos de anticuerpos se alcanzaron en los grupos vacunados
con la proteina PLDr y la vacuna PLOr + células totales inactivadas, en comparacion con
los grupos inmunizados solamente con células totales inactivadas y Glanvac 3. En todos
Ios grupos experimentales inmunizados con la proteina PLDr se alcanzaron los valores
maximos de 1gG anti-PLD antes de la segunda dosis de vacunacion. No se presentaron
signos de la enfermedad en los animales desafiados y vacunados con PLDr y la vacuna
PLDr + células totales inactivadas, incluyendo la no formacion de abscesos en el sitio de
inoculacion, Los resultados evidencian el potencial de la PLD obtenida por via
recombinante para el desamolio de inmunidad protectora, con una respuesta humoral
rapida y elevada, en comparacion con la vacuna Glanvac 3.

El andlisis de la combinacién de la proteina PLDr junto a cultivos totales de C
pseudotuberculosis biovar ows y equi, inactivados con formalina en un modelo oving; las
formulaciones se realizaron con 50pg de PLDr y 20mg de células inactivadas ya sea
biovar ovis para vacuna 1y biovar eqgui para vacuna 2. El esquema de vacunacion incluyd
una re-inmunizacion a las 3 semanas y el desafio con 2 x10° UFC/mL de una cepa biovar
ovis virulenta aislada de animales locales. La respuesta humoral se evalud mediante
inmunoensaye de tipo ELISA, evidenciando un aumento de 196G en los animales
vacunados luego de la segunda dosis de refuerzo, mientras que tras el desafio se produjo
una ligera disminucidn en la DO, aungue los niveles se mantuvieron elevados por encima
del valor de corte durante 20 semanas. No se produjeron abscesos en nodulos linféaticos
externos o internos, en comparacion con el grupo control no vacunado donde el B0% de
los animales si presentaron manifestaciones de la enfermedad. Las dos formulaciones
evaluadas protegieran a los ovinos ante el desafio con una cepa virulenta. Es relevante
destacar en este trabajo que por primera vez se inmunizan ovejas con una cepa biovar
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equi en combinacion con PLD obtenda por via recombinante.

Cuadro 1. Vacunas experimentales contra la Linfadenitis caseosa.

rC PO 20, rCPO1850

Vamunas Sodyuvante Cepa desafin Concentracitn Via Hospedern
Toocina PLI Hidrixido de aluminio)  cepa virulenia m.I UFCimL suhrutinen ovejas
Extraciao CP4) cepa virulenia Ix |_|:|':' UEC/mL sushcubinen ovejas
Cepa Toxminus cepa virukenia 10° UFCimL suhcutinen ovejas
Cepa mutanie gen Aral o - .
lgen pid C2il 1 UFCAmLL sushcu e ovejas
Cultives tatales
iractivadca P LD Hidrixido de aluminio)  cepa Vindlenia m.I UFCimL suhrutinen ovejas
maedificada
Cultives oialesPLOr  |Hidmxddo de aluminio)  cepa Vindenia ||1.4 UFCimL suhcuinen oveEjas
Eﬁ;ﬂ celular y toxina Muramil dipéptida cepa alpaca ||}: UFCimL IrstradErmica Alpacas
[Extractos antlgémicns MEfaligndesaxi VD&aT ||}: UFCimL Irsiradérmica cahras
C ELE 1 i
r;ﬁ".;.i‘:?;-' A BMIC-G ||}': UFCimL Intrapestineeml | Ratones BALBSC
CP40 recombinande v kb . _ .
epa CP9 aiemada Saponina MIC-& 1 UFCAmL Iniraperitonial | Ratones BALBR -
CP40 recombinanie Saponina C57 10 UFCimL Iniraperitonial | Ratones BALB T
PLD recambiranie’ . 5
cthula completa repa Vindenta ZFx 10 UFC/mL Intradérmica ovejas
plasmid pAE
opll97 2N esierasa Hidrixido de aleminio BAIC & I ||:|'| UFC/mL Intraperitonial | Ratones BALBE©
recombdnante
rCPOAT 20 (esierasal,
rCPO1850 (protedna L14 BMIC-G m.4 UFCimL Iniraperitonial | Ratones BALB©
| v PLDC
:-';I.-.er;namn"ﬂul'.lsm cepa virukenia 4% 10" UFCAmL Intraxdérmica ovejas

l . .

PLDO recambiranie "1}‘-1-"'&'1';2;!'-"” Doy MIC-G 2% 10 UFCAml | Intraperisondal | Rabones BALB/C
CP40 recombinanie Sapomdna'AC Freund VOAT ||1.4 UFCimL Intraperitonial | Easones C57Blackd
Profeinas riank], fPkn(G Saponina BAIC-& ||1n4 UFCimL Iniraperitonial | Ratones BALB©
Wamuna de ADN( . 4 _ .
|nC PO 501 pCPD1 85D, Hidrixido de aleminio MIC-& it UFCimL Iniraperitonial | Ratones BALBR -
glglgr};smldn pAE Saponina MIC-G 10 UFCimL Iniraperitonial | Ratones BALB T
Preic ey sCPOGEL, Saponina BMIC-G m.4 UFCimL Iniraperitonial | Ratones BALB©
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Otras proteinas factores de virulencia (rCP09720, esterasa) o rCP01850, proteina
L14 de unién a la subunidad 505 del ARN) se han empleado en combinacion con PLDr
en la formulacitn de vacunas de subunidades, evaluadas en el modelo murino. Se evalud
la tasa de supenvivencia después del desafio, siendo de un 30% (fPLD), 40% (rPLD +
rCPO9720) y 50% (rfPLD + rCPO1850). La combinacidn de rCPO1850 con rPLD mostrd
mejores resultados, para una proteccion del 50% de los animales desafiados y aumento
significativo de IgG2.

Al emplear una cepa viva atenuada de Mycobacterium bovis BCG (Bacillus-
Calmette- Gueri) para producir la PLD recombinante en el plasmido pUS2000. El sistema
no permitid una expresion elevada de la proteina PLD, pero si fue efectivo como vacuna
evaluada en un modelo murino. La inmunizacidn de ratones BALB/c con 106 UFC de M.
bovis pUS2000/PLD para la expresion de PLD, asi como con M. bows pUS2000/PLD+
50pg de PLDr purificada y la cepa M. bows sin modificar, indujo una produccion de
anticuerpos elevada en comparacion con el control negative (100ul de MNaCl 0.9%), pero
sin diferencias significativas entre |os grupos vacunados. Esto se debe a que la cepa M
bowis por si sola es capaz de inducir una respuesta inmune humoral y celular elevada. La
respuesta inmune celular se evalud midiendo los niveles de produccion de IFN-y & IL-10
en los sobrenadantes de cultivo de células de bazo de los animales vacunados, tras ser
estimuladas con 8 pg/mL de PLDr. Los niveles de IFN-y detectados para el grupo M.
bowis no modificada fueron de 365 pg/mL, mientras que en el cultivo de las células de
animales vacunados M. bovis pUS2000/PLD fueron de 420pg/mL v de 498pg/mL en las
células del grupo que recibid una reactivacion de la vacunacién con 50pg de PLDr
purificada. Para el caso de la IL-10 las células del grupo control produjeron 252 pg/ml,
las del grupo vacunado con M. bowis pUS2000/PLD 1317pg/mL v en el cultivo de las
células del grupo vacunado con M. bows pUS2000/PLD+ PLDr fue de 530pgimL. El nivel
de proteccidn conferida por estas formulaciones fue del B8% en los animales vacunados
con M. bows pUS2000/PLD+ 50pg de PLDr, de un 77% para el grupo M. bows
pUS2000VPLD y del 66% para el grupo M. Bowvis no modificado. La respuesta inmune
protectora generada por esta vacuna de células enteras de M. bowis BCG modificada
para expresar PLD, podria originar la activacion de varias poblaciones de células T,
debido a la varedad de antigenos (lipidos, proteinas y carbohidrates) de la formulacian.
Luego la re-inmunizacion con 50pg de la PLD obtenida via recombinante estimula el
aumento en la proliferacion de células T especificas para este antigenao en particular.

Las vacunas de subunidades también se han desamollado utilizando la proteina
CP40 obtenida por via recombinante. Esta molécula se identificd en el sobrenadante de
cultivo de C. pseudotuberculosis biovariedad ows, siendo co-purificada junto con la toxina
PLD durante la preparacion de vacunas inactivadas. La preparacion de las vacunas de
PLD a partir de sobrenadantes de culive de C. pseudotuberculosis habitualmente
contienen otros antigenos bacterianos indefinidos gue podrian estar contribuyendo con
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la respuesta inmune protectora. La proteina CP40 se detectd a traveés de ensayos de
inmunoblot, en suercs de animales vacunados con Glanvac, por lo que se concluyd gue
de forma aleatona esta proteina podria estar presente en formulaciones de la vacuna
comercial Glanvac.

La inmunizacitn de ovinos con 100 pg de CP40 obtenida via recombinante confiria
proteccion al 82% de los animales, con reduccion de la formacidn de abscesos en
pulmones. Mo se encontrd relacién entre la disminucidn en el desarrolle de lesiones
pulmonares y el titulo de anticuerpos, por lo que se asumid que la respuesta celular fue
la responsable de la proteceion ante la infeccion. En este caso los anticuerpos anti-CP40
podrian estar involucrados en la proteccidn a través de mecanismos indirectos, como
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. El suero de los animales vacunados se
analizd mediante inmunoblot, mostrando una fuerte respuesta de anticuerpos especifica,
restringida a la proteina de 40 kDa.

La evaluacion comparativa de 4 vacunas, gue utilizaron como antigenos la
proteina CP40 recombinante y la cepa CPO9 atenuada. Las formulaciones se evaluaron
combinando los antigenos y de forma individual, para determinar su capacidad
inmunoprotectora ante el desafio con 10* UFC de la cepa virulenta MIC-6 en un modelo
muring. La cepa viva atenuada de C. pseudotuberculosis CP09 en una concentracion de
10¢ UFC no indujo respuesta inmune humoral en los animales vacunados, ni desafiados.
Los grupos experimentales vacunados con CP40r y la cepa atenuada CP09 + CP40r, asi
coma el grupo con una dosis de CP40r seguido de una re-inmunizacién con la cepa CPOS,
presentaron un aumento significativo en los niveles de 1gG a los 30 dias post-
inmunizacion. Estas diferencias significativas se mantuvieron luego del desafio, excepto
para el grupo inmunizado con CP40r donde no se observd un aumento ni diferencias
significativas en los niveles de IgG1 a los 45 o 60 dias. Tras el desafio, estos grupos
mostraron un aumento significative en los niveles de IgG2, siendo el maximo alcanzado
por los animales inmunizados con CP40r. El isotipo IgG2 se asocia con una respuesta
celular de Thi, células involucradas principalmente en la inmunidad contra patdgenos
intracelulares, activacion de macrdfagos y células T citotdxicas, produccion de
opsonizacion y activacion del complemento. La formulacion a base de CP40r protegid al
90% de los animales ante el desafio con la cepa virulenta, seguido del grupo vacunado
con la cepa atenuada CPOY9 + CP40r con un 70%, mientras que la vacunacion con CP40r
seguido de la inmunizacidn con CPO9 solo protegid al 60% vy la cepa CPO9 solo al 50%.
Estos resultados indican que las formulaciones con la proteina CP40 recombinante
fueron mas eficientes en la proteccidn asociada a una respuesta celular Th, en ausencia
de un perfil Th2 después del desafio.

Se ha evaluado el efecto del uso de diferentes adyuvantes (saponina o adyuvante
completo de Freud, ACF) junto con CP40 recombinante en un modelo murino. Los
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animales inmunizados con CP40r f saponina mostraron valores elevados en los niveles
completos de anticuerpos anti-CP40r 1gG y de las subclases 19G2a, 1gG2b e 1gG3, con
diferencia estadisticamente significativas con respecto al grupo control al dia 60 después
de la inmunizacién. El grupo vacunado con CP40r { ACF mostrd una diferencia
significativa en los niveles completos de 1gG, 1gG2a e 1gG2b en el dia 30 después de la
inmunizacion. La produccidn de anticuerpos 1gG2b fue significativamente diferente a
partir del dia 30, con produccion estable junto a IgG3 en el dia 60 después de |a
inmunizacion. Después del desafio hubo un aumento en el titulo de anticuerpos en el
grupo vacunado con CP40r / saponina al dia 30, asi como en el grupo vacunado con
CP40r / ACF, no mostrando diferencias estadisticas significativas entre los grupos.
Ambas vacunas confirieron proteccién en el 100% de los animales desafiados, a
diferencia del grupo control negativo. Los resultados sugieren una tendencia hacia una
respuesta de Th1, mientras gue los isotipos asociados a respuestas de tipo Th2, como
IgG1 & 1gG3, no se detectaron o reaccionaron menos a la proteina recombinante. La
proteina CP40 recombinante fue capaz de generar una respuesta inmune humoral y
celular. Tambign se ha evaluado el potencial de una proteina quimérica, conformada por
la fusion de la proteina de unidn a maltosa (MBP) como adyuvante intrinseco, PLD y
CP40, como un nueva inmundgeno contra LAC. Se determindg i silico la antigenicidad,
el potencial alergénico, la prediccion de epitopos B, la unidn a receptores MHC y el
acoplamiento al receptor Toll-Like 2. Se evalud su efecta en ratones BALBf e (G1 = contral,
G2 = Saponing, G3 = MBP:PLD:CP40 y G4 = rPLD + rCP40). Se cuantificaron los niveles
de 1gG totales, las 19G1 y las IgG2a; asi como también se determing la produccion de
citoquinas después de la estimulacion in vitre de los esplenocitos. Los ratones fueron
desafiados 42 dias después de la primera inmunizacidn con una cepa virulenta de C.
pseudotubercuiosis. El andglisis in siico mostro que MBP:PLD:CP40 tiene potencial
inmunogénico, no tiene propiedades alérgicas y puede acoplarse al receptor TRL2. La
proteina quimérica MBP:PLD:CP40 estimuld la produccion de anticuerpos 1gG1 en una
proporcitn cinco veces mayor que 1gG2a, y TNF e IL-17 se expresaron significativamente
en respuesta a los estimulos antigénicos. Cuando se usaron rPLD y rCP40 juntas para la
inmunizacion, pudieron inducir IFN-y & IL-12, pero sin produccion de anticuerpos
detectable. Los grupos G3 y G4 presentaron una supervivencia del 57.14% y 42.86%,
respectivamente, mientras que los ratones G1 y G2 no sobrevivieron 15 dias después del
desafio. MBP:PLD:CP40 protegid parcialmente a los ratones contra la infeccion por C
pseudotuberculosis y puede considerarse un nuevo inmunsgeno contra LAC,

En otro trabajo se estudid la capacidad de las proteinas recombinantes SpaC,
ManH, SodC, y PLD para desencadenar respuestas inmunes protectoras humorales y
celulares contra la infeccidn por C. pseudotuberculosis inducida experimentalmente en
ovejas. Los antigenos fueron producidos en un sistema heterdlogo y se purificaron
mediante cromatografia de afinidad. El experimento incluyo tres grupos, que fueron
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inmunizados de la siguiente manera: Grupo 1 (control): una mezcla de adyuvantes
compuesto por la cepa T1 inactivada y Montanide ™ 154 61 VG (T1M); Grupo 2: rSpaC,
rSodC, rPLD y T1M; Grupo 3: rManH, rSodC, rPLD y T1M.Todos los grupos fueron
inmunizados dos veces (dias 0 y 30) y desafiados el dia 90 del experimento. Las
respuestas inmunes humorales y celulares se evaluaron mediante ELISA para la
deteccion de anticuerpos 1gG y el interferdn-gamma (IFN-y). Ambas formulaciones de
vacunas con proteinas recombinantes (grupos 2 y 3) indujeron una respuesta inmune
humoral 1gG  significativa. Las proteinas rSodC, rPLD y rMNanH  fueron mas
inmunogénicas, induciendo niveles significativos de anticuerpos 1gG después de la
primera dosis de la vacuna o después del desafio, manteniendo niveles constantes hasta
el final del experiments. Sin embargo, no fue posible diferenciar entre la respuesta celular
inducida por las vacunas.

Ambas moléculas también se han utilizado para el desarrolio de medios
diagndsticos de tipo ELISA. Las proteinas recombinantes PLD, CP40, PknG, DixR y Grx
se utilizaron como antigenos para el desarmollo de inmunoensayo de tipo ELISA, para el
diagnadstico de 130 muestras de suero de cabra (B5 positivas y 65 negativas de drea no
endémica) y 160 de ovejas (78 positivas y 82 negativas de drea no endémica). Los
mejores resultados para el diagndstico con sueros de cabras se obtuvieron con la
combinacion de PLD y CP40 como antigenos en una proporcion 1:1, para un 96.9% de
sensibilidad y 98.4% de especificidad. Por otra parte, para el diagndstico a partir de
suerns de ovinos el ELISA mas efectivo utilizé PLD como antigeno y presentd una
sensibilidad del 91% y 98.7% de especificidad.

Otros investigadores evaluaron la PLDr individualmente o combinada con las
proteinas rCPO1850 o rCPO9720 para la deteccion mediante ELISA de LAC en ovejas.
Se analizaron un total de 40 muestras de suero positivos y 25 negativos utilizando
proteinas recombinantes. Los ELISA utilizando PrLD (E1), rPLD+rCPO1850 (E2) y
rPLD+rCP09720 (E3) mostraron 90, 92,5 y 97.5 % de sensibilidad y 92, 72 y 92 % de
especificidad, respectivamente. El drea bajo las curvas caracteristicas operativas del
receptor para E1, E2 y E3 fue 0,925, 0,882 y 0,990, respectivamente. EI ELISA utilizando
rPLD +rCPD9720 demostrd la mejor sensibilidad y especificidad. Por tanto, la
combinacion de estas proteinas recombinantes en ELISA indirecto tiene potencial para
el diagnastica de LAC en ovejas.

Por otra parte, nuevos antigenos de C. pseudotuberculpsis se han detectado
mediante estudios in siico utilizando herramientas bisinforméticas. Entre los que se
pueden destacar la proteina ribonucleasa y la subunidad de transporte de ascorbato
(PTS). las cuales fueron seleccionadas para su expresion heterdloga en E. coli utilizando
el plasmido de expresion pAE. En este trabajo en paralelo se expresd CP40 y los nuevos
antigenos, todos se utilizaron para la deteccion de anticuerpos mediante ELISA a partir
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de 49 sueros positivos y 26 sueros negativos. Las proteinas solas mostraron una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 96.2%, 92.3% y B8.5% para PTSr,
Ribonucleasar y CP40r, respectivamente. Cuando se combinaron las proteinas,
mostraron una sensibilidad del 100% y una especificidad del 84 6%, 92.3%, BA.5% y
92.3%  para  PTScCpd40r,  Ribonucleasar/CP40r,  PTSrRibonucleasar y
PTSrRibonucleasar/CP40r, respectivamente. Los resultados de este estudio muestran
una excelente corelacidn de sensibilidad y especificidad con todas las proteinas.

Linfadenitis caseosa: Vacunas en México

Varios estudios demuestran la presencia del patdgeno afectando las producciones de
pequenos rumiantes en teritorio mexicano, En el estado de Jalisco, se reporta una
frecuencia de LAC de un 33.3% (57 muestras positivas) de un total de 160 muestras
analizadas. Los aislamientos positivos se caracterizaron mediante pruebas biogquimicas
y la deteccion de los genes 165 ARNr, rpoB, pld, fag A, fag B, fag C, fag D'y hspe0.
Ademas, ser portan la secuencia de seis genomas completos de cepas de origen
mezxicano del biovar owis y biovar egui, lo que constituye un precedente para el estudio
de los principales factores de virulencia gque determinan la patogenicidad de la
enfermedad. También se ha estudiado la secuencia completa de los genes pld y cpd0,
utilizando como material genético el ADN total de un aislado (2J-1) de C.
pseadotuberculosis obtenido de una oveja del Estado de Jalisco. El analisis de las
secuencias reveld 99% de similitud con relacidn a otros genes pid y cpd0 reportados en
las bases de datos. El estudio filogenético basado en la secuencia de ambos genes indica
que el aislamiento 2J-L se agrupo cercano a las cepas mexicanas MEX29 y MEX25.

. pseudotuberculosis ows se identificd mediante PCR Cuddruplex en 30 de 59
muestras de abscesos cutdneos de ovejas del Estado de Jalisco. Por otra parte en la
misma region se identificd C. pseudotuberculosis en 19 muestras de abcesos de
corderos, siendo un primer reporte de esta enfermedad afectando en México a animales
Jovenes. Debido a la presencia de este agente patdgeno en el teritorio mexicano es
prioritaric el desarrollo de investigaciones para su control y futura erradicacién. Las
vAcUnas comerciales aun no estan disponibles en México, por ello existe la necesidad de
trabajar en el desarrollo de una vacuna, a partir de aislados autdctonos, gue permita una
proteccion completa y eficaz.

En este sentido se evaluo el efecto inmunoprotector de una cepa de O
pseudotuberculosis atenuada, mutante del gen arod. La supervivencia intracelular de la
cepa mutante arod y la cepa de tipo salvaje de C. pseudotuberculosis se evalud en la
linea celular de macrdfagos murino J774A.1 utilizando una multiplicidad de infeccidn
(MO1) de 1:1 con los siguientes tiempos de infeccidn: 30 min, y 1, 2, 4, 8,12y 24 h. La
mayor diferencia en la supervivencia intracelular del mutante se observd 30 minutos
después de la infeccitn. La vacuna se aplicd en ratones BALB/c via subcutdnea, siendo
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la progresion de la lesion producida en el sitio de inoculacidn al dia 14, mds grave en
aquellos animales que fueron vacunados con la cepa salvaje. Un andlisis de la virulencia
residual en el modelo murino no reveld bacteria en ratones vacunados con la cepa
atenuada al dia 28 después de la vacunacidn. Los ratones vacunados con el mutante
mostraron una proteccicn del 50% frente al desafio intraperitoneal, superando al grupo
control  (41,67%). Por primera wvez se evalud en México una cepa de O
pseudoluberculosis atenuada como vacuna, asi como también el estudio contribuyd al
conocimiento de la respuesta inmune frente 2 Conynebacterium psewdotuberculosis.

En otro estudio se evalud el efecto de una vacuna de cultivos totales inactivados
en un modelo ovino. Se inmunizd via subcutdnea con la bacterina elaborada con 2
aislados obtenidos del estado de Jalisco. En la necropsia sold se encontraron lesiones
en pulman y nadulo linfoide en 3 de los 4 animales del grupo desafiado; de estas lesiones
se reaislo la bacteria C. pseudotuberculosis y se identificd mediante PCR Multiple. Con
relacion a la prueba de ELISA se presentaron incremento de absorbancias el dia de la
revacunacion; sin embargo, el andlisis estadistico no mostrd diferencias significativas
entre los grupos. Los animales vacunados y desafiados no presentaron lesiones aungue
no incrementaron de manera signficativa los anticuerpos en comparacién con los
animales del grupo desafiado, por lo cual se recomienda seguir con los estudios de dicha
bacterina para poder determinar la respuesta inmune que estd generando.

Otro grupo de investigadores, evaluaron una vacuna de tipo bacterina-toxaide,
elaborada a partir de una cepa de Corynebacterium pseudotuberculosis aislada en
Mexico, de origen ovino. Las regiones incluidas en el estudio para la evaluacion del
formulado vacunal fueron Veracruz, Puebla y Yucatdn., Se incluyeron 8 unidades de
produccion oving donde 600 animales fusron inmunizados. En estas granjas se habia
reportado la enfermedad previamente con un 6% de animales afectados. Los resultados
mostraron una diferencia en el titulo de anticuerpos entre los animales vacunados y no
vacunados, e incrementaron esta diferencia entre grupos al ser expuestos a la bacteria
causante de la LAC, por via subcutdnea y via aerdgena. Se desarrollaron pequenas
lesiones, en el sitio donde se inoculd |a bacteria de desafio y la incidencia (nomero de
casos nuevos después de la vacunacion fue del 1.5% en un lapso de dos afos de iniciado
&l programa de vacunacian. Los resultados indican que la vacuna desarrollada es capaz
de inducir una respuesta de anticuerpos en los ovinos, pero al ser una vacuna
convencional aun presenta desventajas, como la formacion de abscesos no deseados.
Es por ello gque se continda investigando para el desarrollo de un formulado vacunal gue
permita un control eficaz, siendo las vacunas de subunidades recombinantes una opcidn
alentadora para el control de la LAC.
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Conclusiones

Hasta la fecha los resultados mas alentadores para el desarrollo de nuevas vacunas y
medios diagngsticos contra LAC se han obtenido con formulaciones gue utilizan como
antigeno la exotoxing PLD o la endoglicosidasa CP40. El empleo de la tecnologia del
ADN recombinante constituyen una altemnativa eficiente para la obtencién de estos
antigenos en sistemas heterdlogos. Cabe destacar que se ha demostrado tanto in silico,
in witro, asi como i vivo el potencial de estas moléculas para activar la respuesta inmune
humoral y celular, por lo gue se consideran antigenos principales para el desarrolle de
nuevas vacunas y medios diagndsticos.
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