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Resumen: 

La linfadenitis caseosa es una enfermedad que afecta la producción ovina y caprina a nivel 

mundial. El agente etiológico es una bacteria Gram positiva, intracelular facultativa 

denominada Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis. La enfermedad puede cursar 

con un desarrollo cutáneo o visceral, provocando deterioro en la condición física del animal, 

así como pérdidas en la producción de leche y carne, decomiso de las canales, rechazo de las 

pieles y como consecuencia, grandes pérdidas económicas. El estudio de los factores de 

virulencia y los mecanismos de patogénesis han permitido comprender esta enfermedad, así 

como establecer las moléculas diana para el desarrollo de nuevas vacunas. Existen vacunas 

comerciales disponibles a nivel mundial; sin embargo, la protección conferida por éstas no 

ha sido eficaz en el control de la enfermedad. Actualmente el uso de nuevas tecnologías ha 

permitido la obtención y caracterización de proteínas con potencial inmunogénico para el 

desarrollado de nuevas vacunas, las cuales podrían ser una alternativa para incrementar la 

protección. En el presente trabajo se exponen los principales factores de virulencia de 

Corynebacterium pseudotuberculosis, sus implicaciones en la patogénesis y las tendencias 

actuales en las formulaciones vacunales.  
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Introducción 
 

La linfadenitis caseosa (LAC) es una de las enfermedades que más afecta las producciones 

ovinas y caprinas a nivel mundial(1). El agente etiológico de la enfermedad, Corynebacterium 

pseudotuberculosis biovar ovis, causa una infección crónica que se caracteriza por la 

formación de abscesos en nódulos linfáticos cutáneos o viscerales. Esta enfermedad provoca 

el deterioro en las condiciones físicas de los animales, disminución de la producción de 

lana(2), carne(3) y leche(4), así como desórdenes reproductivos(5). En Australia el análisis de 

tres granjas de la región Occidental, para un total de 600 animales evaluados, permitió 

establecer que la infección por C. pseudotuberculosis produjo la disminución en la 

producción de lana grasa en 3.8-4.8 % y de lana limpia en 4.1-6.6 %. Basados en los datos 

obtenidos la pérdida anual en la producción de lana estaría alrededor de los $17 millones de 

dólares australianos (AUD)(2). Las pérdidas en la producción de carne se han estimado entre 

los $12-13 millones de AUD(6). Otros estudios indican que las pérdidas en general serían de 

alrededor de $30 a 40 millones de dólares, contemplando el rechazo de carne y canales(7). En 

Canadá se identificó que entre un 3 a 5 % de la carne y 0.02 a 0.03 % de los animales, son 

rechazados durante procesos de inspección de las plantas productoras(8). Estos hechos tienen 

un impacto negativo en las exportaciones, disminuyendo las posibilidades de 

comercialización(9). 

 

Corynebacterium pseudotuberculosis es un microorganismo zoonótico, por lo que también 

afecta al hombre, siendo más vulnerable el personal que trabaja en la producción de pequeños 

rumiantes(10). La LAC ha sido reportada en diversos países como China(11), Australia(12), 

Brasil(13), Canadá(14), Estados Unido(8) y México(15,16). La propagación de la enfermedad pudo 

ser originada por ovejas enfermas exportadas desde España a Sur América y desde Australia 

a Norte América y al Medio Oriente(17). La enfermedad es escasamente notificada, según los 

resultados de una encuesta realizada a 264 veterinarios y 510 agricultores en el Reino Unido. 

Solo el 18 % de los veterinarios había visto al menos un caso de la enfermedad y el 45 % de 

los granjeros habían notado la formación de abscesos en sus ovejas. Pocos productores 

investigan la causa de los abscesos, pero de 32 granjas que fueron estudiadas mediante 

diagnóstico de laboratorio, 24 fueron confirmadas con la presencia de la enfermedad(18). La 

frecuencia de presentación de la LAC en cada región o país depende principalmente del tipo 
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de explotación, manejo y programas de control. Los rebaños en producciones extensivas, el 

pastoreo y la actividad de esquila condicionan la aparición de la enfermedad(19). El 

tratamiento con antibióticos, las intervenciones quirúrgicas y la aplicación de soluciones 

desinfectantes en los abscesos externos(20,21), no siempre constituyen opciones eficaces. El 

contenido purulento de los abscesos puede contaminar el suelo, alimento y equipos de 

manejo(22,23) y aunque C. pseudotuberculosis in vitro exhibe sensibilidad a un amplio rango 

de antibióticos(24), in vivo el tratamiento es difícil debido a la naturaleza intracelular de la 

bacteria(25) y al contenido grueso, seco y fibroso del absceso(8,9). La Organización Mundial 

de Sanidad Animal (OIE), contempla a la LAC dentro de la lista de enfermedades que 

requieren el desarrollo de vacunas eficaces para reducir el uso indiscriminado de 

antimicrobianos(26). Existen vacunas comerciales a nivel mundial contra LAC; sin embargo, 

la protección conferida por éstas no ha sido eficiente en el control de la enfermedad(11). 

Actualmente, el uso de tecnologías de nueva generación ha permitido el desarrollado de 

nuevas vacunas experimentales, las cuales podrían ser una alternativa para mejorar la 

protección. Las nuevas formulaciones buscan incluir moléculas, principales factores de 

virulencia, que permitan la activación del sistema inmune humoral y celular(27). La presente 

revisión de la literatura aborda las temáticas referentes a los principales factores de 

virulencia, su relación en la patogénesis y las estrategias empleadas para el desarrollo de 

nuevas formulaciones vacunales contra linfadenitis caseosa. 

 

Características generales: Corynebacterium pseudotuberculosis 
 

El género Corynebacterium incluye numerosas especies de gran importancia para la industria 

médica, biotecnológica y veterinaria. La base de datos PATRIC Database, en el 2017 contaba 

con el reporte de 466 genomas y 83 especies de Corynebacterias(28). Corynebacterium 

pseudotuberculosis pertenece a la familia Corynebacteriaceae, género Corynebacterium. 

Presenta una morfología cocobacilar con amplitud de 0.5 a 0.6 μm y 1.0 a 3.0 μm de longitud. 

Este microorganismo es un patógeno intracelular facultativo, no flagelado, no formador de 

esporas ni capsula. Tiene la capacidad de crecer en anaerobiosis, degrada la galactosa, 

maltosa, L-y D-arabinosa y glucosa sin producción de gases. En medio de cultivo caldo 

simple, el crecimiento es escaso sin turbidez; sin embargo, en caldo de Infusión Cerebro-

Corazón, BHI (por sus siglas en inglés, Brain Heart Infusion) se obtiene un crecimiento 

abundante con sedimento de color blanco amarillento(1). La pared celular de la bacteria está 

formada por una capa de peptidoglicano compuesto por ácido meso-diaminopimelico (meso-

DAP), arabinosa y galactosa como azucares principales. En las reacciones de la vía de 

biosíntesis II de peptidoglicano; el ácido meso-DAP es el producto de la reacción catalizada 

por UDP-N-acetilmuramil-tripéptido sintetasa, enzima que ha sido identificada en cepas de 

Corynebacterium(29). El peptidoglicano a su vez está unido covalentemente con 

arabinogalactanos que forman un enrejado, que se encuentra unido a una capa externa de 

ácidos corynomicólicos (22 a 36 átomos de carbono), que se unen a trehalosa, siendo el 
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extremo de la pared más expuestos con el exterior(30). Esta estructura lipídica actúa como una 

barrera, con permeabilidad selectiva mediada por proteínas integrales de membranas 

llamadas porinas(31). La exotoxina Fosfolipasa D (PLD) es considerada el principal factor de 

virulencia y puede ser detectada mediante un ensayo de hemólisis sinérgica frente a 

Rhodococcus equi o por inhibición de la ß hemolisina del Staphylococcus aureus. Las cepas 

de C. pseudotuberculosis son clasificadas en biovar equi para los aislamientos que presentan 

actividad enzimática nitrato reductasa (nitrato-positivo) y biovar ovis para aquellas cepas que 

no presentan dicha capacidad (nitrato-negativo)(1). El biovar ovis es el agente causal de la 

enfermedad LAC y ha sido aislado de ovejas(15), cabras(16), antílopes(32), vacas(33), alpacas(34), 

llamas(35), cabra montés(36) y cerdos(37).  

 

El biovar equi provoca la formación de abscesos en tejido muscular del área pectoral de 

equinos y en menor medida lesiones internas(38), así como también se ha aislado de 

camellos(39) y búfalos(40). C. pseudotuberculosis provoca infección en humanos, con la 

existencia de casos reportados principalmente en países dedicados a la ganadería de pequeños 

rumiantes. Los síntomas clínicos incluyen adenopatías axilares, inguinales o cervicales, 

fiebre y mialgias, con evolución crónica o subaguda, en algunos casos también puede generar 

neumonía(10).  

 

Factores de virulencia 
 

Los factores de virulencia son las estructuras y moléculas que le confieren la capacidad a la 

bacteria de ser patógena. La adquisición de genes por transferencia horizontal ha sido 

trascendental en la evolución de la patogenicidad de las bacterias; ya que las funciones de los 

genes adquiridos le han permitido adaptarse a las distintas condiciones ambientales, 

incluyendo la supervivencia en diferentes nichos durante la infección a los hospederos. La 

mayoría de los genes de virulencia de C. pseudotuberculosis están agrupados en el genoma 

en regiones denominadas islas de patogenicidad (PAI). En C. pseudotuberculosis 16 PAI se 

han identificado, denominadas PiCp, donde la presencia de un gen de transposasa en la 

PiCp1, posiblemente permitió la incorporación de las PAI en el genoma(29,41). Estas regiones 

contienen varios genes implicados en la adhesión, invasión, colonización, propagación 

dentro del hospedero, supervivencia en el interior de las células infectadas y la evasión del 

sistema inmune. Las secuencias de las PiCp tienen un alto nivel de similitud (82–100 %) 

intra-biovar en las cepas ovis, las cuales presentan de 78 a 91 % de similitud con respecto al 

biovar equi. Sin embargo, las cepas de biovar equi contienen grandes deleciones y un menor 

nivel de similitud intra-biovar (77–88 %) y también en comparación con las PiCp de biovar 

ovis (62-74 %)(41). 
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Ácidos corynomicólicos 

 

Los ácidos corynomicólicos, se encuentran formando parte de la capa externa de la pared 

celular de la bacteria, la cual constituye una barrera protectora y permeable. La unión de estos 

a moléculas de trehalosa, conlleva a la formación de estructuras curvas, que bloquea el acceso 

de moléculas (antibióticos o lisosimas) hacia el peptidoglicano, confiriendo protección 

mecánica(30,31). A diferencia de los ácidos grasos lineales de los fosfolípidos, los ácidos 

corynomicólicos son ácidos grasos hidroxi-𝛽-ramificados, que requieren carboxilación y 

condensación de dos ácidos grasos para su síntesis. Las enzimas AccD2 y AccD3 son 

carboxilasas ampliamente conservadas en la familia Corynebacteriaceae, involucradas en la 

generación de intermediarios para la síntesis de los ácidos corynomicólicos. Otras enzimas 

que participan en la síntesis son la AccD1 para la elongación de la cadena de ácidos micólicos 

y la FadD una AMP ligasa(29). La inoculación de ácidos corynomicólicos en ovinos demostró 

que la haptoglobina (Hp) aumentó tres veces su concentración, así como también dos veces 

los niveles de amiloide sérico A (SAA), proteínas indicadoras de inflamación e infecciones 

agudas(42). Estos resultados indican su potencial virulento, ya que por sí solos, son capaces 

de inducir en el hospedero reacciones de inflamación, que contribuye a la formación de 

granulomas.  

 

Fosfolipasa D, PLD 

 

La exotoxina Fosfolipasa D es considerada el factor de virulencia principal de C. 

pseudotuberculosis. El gen pld fue identificado y secuenciado en 1990, forma parte de la isla 

de patogenicidad PiCp1 y codifica para una proteína de 31.4KDa(43). La comparación de la 

secuencia de la proteína PLD de C. pseudotuberculosis reveló que presenta mayor similitud 

con Fosfolipasa A2; sin embargo, PLD no pertenece a la familia de las fosfolipasas debido a 

que carece del motivo HKD conservado en esta familia(43). La PLD es clasificada como una 

Esfingomielinasa D (SMasaD; EC 3.1.4.41), también conocidas como esfingomielina 

fosfodieasterasas D o fosfolipasa D (PLD), que cataliza la escisión hidrolítica de la 

esfingomielina para producir colina y ceramida 1-fosfato o colina y ácido lisofosfatídico 

(LPA)(44). Los compuestos derivados de la degradación de la esfingomielina causan la 

agregación plaquetaria, hiper-permeabilidad endotelial y respuestas pro-inflamatorias(45). La 

acción enzimática de PLD hidroliza la esfingomielina, componente principal de las 

membranas celulares, lo que conlleva a una alteración de la morfología de la membrana 

diana. La PLD contribuye a la diseminación y persistencia de la bacteria en el interior de los 

macrófagos(46). El gen pld presenta una secuencia ampliamente conservada en las cepas de 

C. pseudotuberculosis, y cuando ésta se encuentra modificada, se dificulta la capacidad de 

producir la enfermedad(41).  
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Endoglicosidasa, CP40 

 

La proteína CP40 es codificada por un gen con un marco abierto de lectura de 1,137 pb, que 

se encuentra ubicado corriente abajo del gen pld en la PiCp1. Fue descrita como enzima con 

actividad proteasa serina(47), pero en otro estudio, el análisis de la secuencia permitió su 

agrupación más cercana junto a endoglicosidasas y más lejos de las secuencias de proteasas 

de serina(48). En este trabajo se propuso que su actividad enzimática es de endoglicosidasa, 

mediadora de la hidrólisis de enlaces glicosídicos, proteínas de la familia GH18, similar al 

dominio EndoE perteneciente a Enterococcus faecalis. Las enzimas GH18 contienen una 

secuencia consenso conservada motivo (LIVMFY) - (DN) -G- (LIVMF) - (DN) - (LIVMF) 

- (DN) -X-E, donde el ácido glutámico terminal es esencial para la actividad enzimática. Al 

alinear el sitio activo GH18 en CP40, quedo establecida su similitud con las enzimas EndoE 

y EndoS, solo con cambios en uno o dos aminoácidos respectivamente. La función como 

factor de virulencia se ha asociado a la capacidad demostrada in vitro de degradar la región 

Fc de los anticuerpos IgG. La endoglicosidasa CP40 no hidroliza los glicanos en la IgG 

bovina y caprina, mientras que la IgG ovina se hidroliza de manera parcial y la IgG equina 

por completo. También se realizó el análisis con subclases de IgG humano, presentando 

actividad en todas y de manera parcial en IgG4. No hubo actividad enzimática detectable en 

otras glicoproteínas, incluido algunos de los otros isotipos de inmunoglobulina (IgA, IgD y 

IgE)(48).  

 

Proteínas secretadas PLD y CP40 

 

Según varios informes, las proteínas exportadas o secretadas por las bacterias participan 

activamente en el proceso de infección(49). Por tal motivo, la expresión y secreción de las 

proteínas PLD y CP40 han sido sumamente estudiadas. El desarrollo de una infección 

experimental evidenció mediante inmunoblot que la producción de anticuerpos estuvo 

dirigida en un 88 % al reconocimiento de proteínas de 30-31Kda (PLD) y en un 75 a 88 % 

hacia proteínas de 38-41KDa (CP40), rango en el que se encuentran ambas proteínas(50). La 

cepa 1002 atenuada, tras varios pases en un modelo murino fue capaz de revertir la virulencia. 

El análisis por espectrometría de masas permitió la identificación de las proteínas PLD y 

CP40 únicamente, en la cepa 1002 reactivada, lo que indica la participación de estas proteínas 

en la virulencia(51). Por otra parte, a través de PCR en tiempo real se identificó in vitro e in 

vivo la expresión de varios genes involucrados en la virulencia entre ellos pld y cp40. Este 

análisis permitió constatar que en las cepas aisladas de nódulos linfáticos la expresión de 

estos genes fue superior en comparación con las cepas obtenidas de cultivos in vitro(52) 
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Factores de virulencia involucrados en la adquisición de hierro 

 

En la PiCp1 se encuentra el operón (fag ABCD)(29), compuesto por cuatro genes fagA, fagB, 

fagC, fagD que se encuentran ubicados corriente abajo del gen pld. Estos genes codifican 

respectivamente para una proteína integral de membrana, una enterobactina transportadora 

de hierro, una proteína de membrana citoplasmática de unión a ATP y una proteína siderófora 

de unión a hierro. La FagA fue identificada como proteína de asociación a membrana con 

potencialidades patogénicas, mediante el análisis por espectrometría de masas de las 

proteínas expresadas en una cepa de C. pseudotuberculosis cultivada con suero animal(53). El 

cultivo de C. pseudotuberculosis en medios con quelantes de hierro (dipiridilo), provocó la 

disminución en un orden de logaritmo en el conteo de unidades formadoras de colonias 

(UFC), en comparación con las bacterias crecidas en medios enriquecidos con hierro. La 

evaluación de la respuesta transcripcional de C. pseudotuberculosis, con restricción de hierro, 

permitió identificar la regulación negativa de genes que participan en el metabolismo 

energético del ciclo de Krebs (sdhC, sdhB, lpd), producción de ATP (atpF, atpH), 

metabolismo del piruvato (lpd), fosforilación oxidativa (qcrC, qcrA, qcrB, ctaC, ctaF, ctaE, 

ctaD), procesos del ribosoma, transporte (rplJ, rplL, rplM, rpmA, rpsC, rpsI, rpsL, rpsM) y 

factores de alargamiento EF-G y EF-Ts asociados a la traducción del RNAm (fusA, tsf). Se 

identificó el gen análogo a dtxR de C. diphteriae, con un 79 % de similitud en la secuencia, 

que codifica para una proteína dependiente de unión a hierro, que actúa como factor de 

regulación de más de 40 genes(54). En PiCp3 y PiCp4 se han estudiado los genes 

pertenecientes al operón ciuABCDE involucrados en la absorción de hierro, transporte y 

biosíntesis de sideróforo(29).  

 

Proteína TetA 

 

En PiCp2 el gen tetA codifica una proteína transportadora de eflujo de tetraciclina que 

protege ante la acción de este antibiótico y confiere resistencia a la bacteria. El gen tetA a 

menudo es transportado por elementos transmisibles como plásmidos, transposones e 

integrones y ha sido identificado en C. pseudotuberculosis(29).  

 

Factores de virulencia para la infección de macrófagos 

 

En la isla de patogenicidad PiCp2 se encuentran los genes potG, sigK y dipZ, que responden 

a los mecanismos responsables del estilo de vida intramacrofágico de C. pseudotuberculosis. 

El gen potG codifica para una proteína de membrana de unión a ATP que proporciona energía 

para absorción de putrescina (poliamina) desde el espacio periplásmico, funciona como 

sistema transportador de putrescinas(29). Las putrescinas son poliamidas producidas por los 

macrófagos que inducen la disminución de la producción de especies reactivas del nitrógeno 

y la síntesis de citocinas pro-inflamatorias. El gen dipZ se ha identificado en el filum 
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Actinobacteria, está regulado por sigK(55) y se activa durante la infección de macrófagos por 

Mycobacterium tuberculosis. En la PiCp4 la presencia del gen que codifica para el factor 

Sigma, confiere capacidad de proteger ante estrés oxidativo, específicamente ante la acción 

de los productos intermediarios del nitrógeno, producidos por los macrófagos(56). 

 

La cepa FCR41 de C. pseudotuberculosis fue empleada en el estudio de los genes 

relacionados con la síntesis del pili. La estructura del pili está compuesta por el pili mayor 

SpaA y SpaD; el pili menor SpaB y SpaE; y el pilli tipo, SpaC, SpaF. Una estructura completa 

de pili o incluso el pili menor pueden realizar un contacto inicial con receptores de las células 

hospederas, para facilitar la entrada del microrganismo. En esta cepa se identificó el gen 

spaC, que codifica para una proteína responsable del anclaje del pili a la pared celular, que 

puede permitir el contacto inicial con los receptores de la célula, para luego facilitar la 

invasión intracelular. También presentó el gen namH, que codifica para una neuroaminidasa 

extracelular, que catalizan la eliminación de los grupos de ácido siálico presentes en una gran 

variedad de glicoconjugados de la matriz extracelular de la célula del hospedero, lo que 

favorece la adherencia a las células. En FCR41 se detectó el gen sodC, que codifica para una 

superóxido dismutasa, enzima anclada a la membrana con dominio extracelular, que elimina 

los radicales libres del oxígeno productos del estallido respiratorio en los macrófagos(57). 

 

Factores de virulencia de resistencia y adaptación 

 

Las proteínas chaperonas (HSP) son altamente conservadas y se expresan ante el estrés 

térmico, así como la diminución de nutrientes, hipotaxia, ruptura del metabolismo y otros 

procesos celulares. En C. pseudotuberculosis han sido estudiadas la Hsp10 (groES) y Hsp60 

(groEL)(58). En la cepa 1002, se evaluó la resistencia a diversos tipos de estrés abióticos, tales 

como acidez, altas temperaturas y estrés osmótico, asociado a la presencia de estas 

proteínas(59). El gen hspR, codifica para el factor de regulación de la expresión (proteína 

represora) del operón con los genes dnaK, grpE, dnaJ y hspR, que codifican proteínas de 

choque térmico. En ausencia de estrés, la proteína HspR se une a una secuencia de repetición 

invertida que reprime a los promotores responsables de controlar la expresión del operón 

Hsp. En otro estudio la separación de proteínas mediante electroforesis bidimensional, 

permitió identificar 11 proteínas extracelulares nuevas, 3 con funciones desconocidas y 8 

relacionadas con el factor de alargamiento Tu, GroEL (HSP60), enolasa, deshidrogenasa de 

gliceraldehído-3-fosfato y superóxido dismutasa (SodA), los cuales dependen de un método 

de secreción no clásico vía SecA. Ambos genes SecA (SecA1 y SecA2), se identificaron en 

las cepas estudiadas, posiblemente involucrados en el sistema de secreción de C. 

pseudotuberculosis(60). Aun se continúa con el estudio de los factores de virulencia de C. 

pseudotuberculosis como moléculas candidatas para el desarrollo de vacunas más potentes y 

eficaces.  
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Patogénesis y mecanismos de evasión del sistema inmune 
 

La manifestación cutánea de la LAC se caracteriza por la formación de abscesos en nódulos 

linfáticos subcutáneos, los cuales son visibles y palpables a través de la piel y su localización 

depende del punto de entrada del microorganismo. Las lesiones pueden aparecer como 

abscesos organizados, con inflamación, encapsulación fibrosa, pérdida de pelo sobrepuesto 

y ruptura eventual, dando como resultado la descarga de contenido purulento. En la forma 

visceral, los abscesos tienen lugar en los nódulos linfáticos internos, así como en pulmones, 

hígado y riñones, causando deterioro en la condición orgánica del animal hacia el desarrollo 

de un curso crónico(61). En las formas atípicas de la enfermedad, las lesiones macroscópicas 

no se corresponden con nódulos caseosos, describiéndose la toxemia neonatal o 

icterohemoglobinuria de recién nacidos, artrosinovitis, endometritis, mastitis y orquitis(62). 

 

La infección se inicia con el ingreso de la bacteria a través de lesiones en la piel generadas 

durante el manejo de los ovinos, como cortes de cola, marcaje de orejas, castración, esquila 

o en algunos casos, lesiones generadas durante la alimentación con forraje espinoso que 

dañan la mucosa oral. Los baños sanitarios también contribuyen a la infección, favoreciendo 

la entrada del microorganismo a través de pequeñas heridas de la piel(1). La infección primaria 

ocurre en el sitio de ingreso de la bacteria, con diseminación hematógena y linfática formando 

abscesos en los nódulos linfáticos más cercanos al sitio de infección (parotídeos, 

submandibulares, prefemorales, preescapulares, poplíteos o mamarios). Luego ocurre una 

infección secundaria con la formación de abscesos en ganglios linfáticos (torácicos, 

bronquiales y mediastínicos) y diversos órganos(63,64). En ovinos la apariencia morfológica 

de los nódulos abscedados es la característica de capa de cebolla al presentar una distribución 

en láminas concéntricas fibrosas separadas por material caseoso. En las cabras los nódulos 

afectados usualmente forman una pasta purulenta uniforme seca. Esta diferencia podría 

deberse a la naturaleza de las enzimas fagocíticas, siendo en las cabras de mayor actividad 

lítica que en las ovejas(8,9).  

 

Los mecanismos involucrados en la adherencia y supervivencia intracelular de C. 

pseudotuberculosis en células no fagocíticas aún siguen siendo objeto de estudio por diversos 

investigadores. En estudios in vitro C. pseudotuberculosis fue capaz de adherirse e invadir la 

línea fibroblástica de células embrionarias de riñón ovino FLK-BLV-044, con replicación 

celular durante 24 h y viabilidad bacteriana de 120 h, con una correlación positiva entre la 

tasa de adherencia e invasión(65). Estos resultados sugieren que la instauración de la infección, 

así como la persistencia, pueden estar favorecidas por la infección intracelular en tejido del 

sitio de entrada del microorganismo y no solo por la infección de células fagocíticas. C. 

pseudotuberculosis es fagocitada por los macrófagos que son reclutados al sitio de infección, 

y se ha demostrado que tienen la capacidad de permanecer viables dentro de estos hasta por 

72 h, evadiendo los mecanismos de eliminación de patógenos que presentan los 
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macrófagos(66). Los macrófagos infectados con C. pseudotuberculosis activan la producción 

de compuestos intermediarios reactivos del oxígeno (ROI), los cuales provocan daños a nivel 

de ADN. La unión de las bacterias a los receptores de la membrana del fagosoma del 

macrófago provoca el denominado estallido respiratorio que favorece la producción de 

NADH. Antes de que el lisosoma se fusione con el fagosoma, en este último, tiene lugar una 

reducción de oxígeno molecular (O2) catalizada por la NADPH-oxidasa presente en la 

membrana del fagosoma. El anión superóxido resultante (O-
2) es tóxico para la bacteria, pero 

a su vez da lugar a otros radicales tóxicos de vida corta, como el peróxido de hidrógeno 

(H2O2), el radical hidroxilo (OH) y el oxígeno singlete (O1
2). Cuando el lisosoma se fusiona 

con el fagosoma, se libera la enzima mieloperoxidasa, que actúa sobre los peróxidos en 

presencia de haluros (I- y Cl-), para producir compuestos halogenados (hipohaluros) muy 

tóxicos y de vida larga: ácido hipocloroso (ClOH) e hipoiodoso(66). Sin embargo, C. 

pseudotuberculosis ha desarrollado mecanismos de resistencia para protegerse ante los 

radicales libres del O2.  

 

Las superóxido dismutasas (SODs) constituyen una familia de tres metaloenzimas (FeSOD, 

MnSOD y CuZnSOD) con diferente localización intracelular y distribución, que catalizan la 

conversión de los radicales superóxido en H2O y O2. Se ha comprobado la presencia de 

Mn/FeSODs en C. pseudotuberculosis y el análisis filogenético permitió establecer las 

diferencias y similitudes evolutivas de las secuencias de esta enzima en hospederos de la 

especie ovina, caprina, bovina, equina y el humano, así como con diferentes especies de 

Corynebacterium. Esto explicaría la capacidad que presenta una misma cepa de C. 

pseudotuberculosis biovar ovis de permanecer en macrófagos de diferentes tipos de 

hospederos(67). C. pseudotuberculosis presenta la enzima catalasa(1) que brinda protección 

ante la acción del H2O2, ya que lo descomponen en H2O y O2. También los productos 

intermediarios de la enzima durante la reacción de dismutación, pueden unirse a NADPH 

oxidasa, lo que funciona como regulador de la actividad enzimática y disminuye la formación 

de otros productos del estrés oxidativo como el radical hidroxilo y el oxígeno singlete (O1
2).  

 

También en los macrófagos actúan como otro mecanismo de eliminación de patógenos los 

productos reactivos del nitrógeno (RNI). El estudio in vitro de cepas de C. 

pseudotuberculosis mutantes del factor sigma, fueron más susceptibles a concentraciones de 

óxido nítrico, por lo que se propone que la presencia de éste, proteja ante este tipo de estrés 

oxidativo(56). La presencia de ácidos corynomicólicos le otorga a C. pseudotuberculosis 

protección mecánica y posiblemente bioquímica, permitiéndole resistir la digestión por 

enzimas hidrolíticas presentes en los lisosomas y la acción de proteínas antimicrobianas(66). 

La inoculación de extractos de ácidos corynomicólicos, en cabras hembras, causó 

hemorragia, congestión, degeneración, necrosis, edema e infiltraciones leucocíticas en 

órganos reproductores y en ganglios linfáticos asociados, así como aumentó la concentración 

de hormonas estrogénicas(62). También se han asociado con disminución de testosterona y 

pérdida de calidad del semen, con aumento en producción de citocinas pro-inflamatorias(5). 
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La exotoxina PLD cataliza la disociación de la esfingomielina componente importante de las 

membranas celulares, cuya hidrólisis provoca la lisis celular incrementando la permeabilidad 

vascular, con la consecuente formación de edemas(1). La PLD actúa directamente sobre las 

células endoteliales en el entorno del punto de infección y en los macrófagos una vez que ha 

sido fagocitada la bacteria. La acción de esta toxina facilita la colonización, la diseminación 

regional y sistémica de la bacteria, con la generación de abscesos en los nódulos linfáticos(66).  

 

Las bacterias no controladas por la pared del absceso entran en los capilares y forman 

colonias que ocluyen a los vasos sanguíneos, generando isquemia que, junto a las toxinas, 

destruyen las células del tejido sano, aumentando la masa necrótica. Las bacterias viables se 

diseminan a través de los vasos linfáticos y penetran otros linfonodos y vasos sanguíneos, 

llegando a diferentes órganos donde se repite la formación de abscesos. Este comportamiento 

origina las manifestaciones clínicas de la enfermedad de tipo visceral, que afecta nódulos 

linfáticos internos y órganos especialmente pulmones e hígado(61,64).  

 

C. pseudotuberculosis se libera del interior de las células como resultado de un proceso que 

conlleva a la muerte de los fagocitos. Aunque los mecanismos específicos aún no están 

claros, se plantea que la muerte celular de los macrófagos no es inducida por la autofagia o 

la apoptosis. Estudios realizados in vitro mediante la infección de la línea de macrófagos 

J774 con C. pseudotuberculosis, permitió determinar que los niveles de la proteína I asociada 

a microtubulos de cadena ligera 3 (mecanismo de autofagia) y la actividad de la caspasa-3 

(mecanismo de apoptosis), se mantuvieron estables sin variación en las células infectadas(25). 

En otros trabajos la necrosis se ha visto favorecida en vez de la apoptosis, en macrófagos 

infectados con C. pseudotuberculosis, provocando cambios degenerativos como la ruptura 

de la membrana plasmática, alteraciones en las mitocondrias, cambios en la envoltura 

nuclear, dilatación de la envoltura del núcleo y de la membrana del retículo endoplásmico 

rugoso y formación de vesículas en el citoplasma(68,69).  

 

Otra característica de la enfermedad es la formación de piogranulomas, como resultado del 

crecimiento bacteriano incontrolado dentro de los macrófagos, el hospedero intenta restringir 

y limitar la infección a través de la formación de estas estructuras. Los estudios 

inmunohistoquímicos sobre la composición celular de las lesiones pulmonares en ovejas 

infectadas por C. pseudotuberculosis han puesto de manifiesto un predominio de macrófagos 

grandes en las paredes del absceso y rodeando el parénquima pulmonar, con expresión de 

moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase II (MHC). Los linfocitos 

T fueron prominentes en las lesiones, mientras que los linfocitos B y granulocitos 

comprendían una porción menor en los infiltrados celulares. Dentro de las lesiones 

encapsuladas se encontraron linfocitos y células MHC clase II en el centro de la masa 

necrótica. Rodeando esta región se identificaron células CD5+, así como células CD4+ y 

CD8+ distribuidas a través del tejido linfático. Generalmente en las lesiones caseosa 

inmaduras se encuentran linfocitos CD4+ y en las lesiones más desarrolladas la concentración 
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de células CD8+ es predominante, lo que se relaciona con el mecanismo del sistema inmune 

para combatir la diseminación de los macrófagos infectados(70,71).  

 

En cabras los cambios histopatológicos observados en el tracto reproductivo y nódulos 

linfáticos después de la inoculación experimental con C. pseudotuberculosis, revelaron 

infiltración leucocítica, así como congestión generalizada, degeneración, infiltración de 

células del estroma y necrosis en los ovarios(71). El estudio de la respuesta del sistema inmune 

en un modelo experimental permitió establecer que la respuesta humoral comienza entre el 

día 6 y 11 post infección. A partir del día 5 de la infección se produce la expresión de IFN-γ 

con valores de 0.5 a 1.0 (DO450), seguido de una segunda producción a partir del día 16 

post-infección con máximos de 2.5 a 3.0, valores elevados que se mantienen hasta el día 42-

56 de la infección, donde empieza a decaer la respuesta. La producción primaria de IFN-γ se 

ha asociado con la respuesta innata que involucra células NK, mientras que la respuesta 

secundaria de mayor duración se asocia con la respuesta inmune adquirida con la 

participación de células T(70). La producción de citoquinas pro-inflamatorias TNF-α e IL6 

tienen lugar en el sitio de inoculación, mientras que el IFN-γ se encuentra en los linfonódulos 

drenados (72).  

 

Vacunas comerciales 
 

La mayoría de las vacunas comerciales disponibles para LAC están compuestas por 

formulaciones polivalentes, presentando una combinación de antígenos de varios agentes 

patógenos incluyendo exotoxina PLD, considerada el antígeno con mayor capacidad 

inmunogénica para C. pseudotuberculosis(11,27). Han sido empleadas desde hace varias 

décadas, sin embargo aún no se encuentran disponibles en todos los países productores de 

pequeños rumiantes, incluido México.  

 

La vacuna Glanvac 3 (Zoetis, London) (73), combina toxinas de CIostridium perfringens Tipo 

D, Clostridium tetani y C. pseudotuberculosis y evaluada en ovinos del Reino Unido, 

informó que solo el 20.8 % del total de seis animales vacunados y desafiados con una cepa 

virulenta, presentaron lesiones de donde se aisló la bacteria. La vacuna Glanvac 6 (Zoetis, 

West Ryde, Australia), presenta una formulación multicomponente que incluye toxinas de C. 

pseudotuberculosis, Clostridium perfringens tipo D, Clostridium tetani, Clostridium novy 

tipo B, Clostridium septicum y Clostridium chauvoei. Esta vacuna reduce las manifestaciones 

clínicas de la enfermedad y el desarrollo de lesiones pulmonares(8,13). En Australia es 

administrada tanto a ovejas como cabras, y varios ensayos de campo han mostrado tasas de 

protección variables, con valores que van desde 25 hasta 90 % del total del rebaño. En 1995 

la prevalencia promedio de LAC en ovejas adultas en rebaños vacunados era de 97 % en 

Nueva Gales del Sur, 91 % en Victoria y el 88 % en Australia Occidental. Para el 2003 la 

prevalencia promedio estimada de LAC en la población de ovejas adultas había disminuido 
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a 29 % en Nueva Gales del Sur, 26 % en Victoria y 20 % en Australia Occidental; y de un 

26 % en general a 5.9 % en el 2009. Además, el estudio permitió establecer que solo el 43 % 

de los productores usaban la vacuna y de estos solo el 12 % seguían de manera adecuada las 

indicaciones del fabricante(6,12). Sin embargo, estas vacunas de la serie Glanvac no impiden 

la infección, y presentan reacciones adversas con formación de granulomas cutáneos en el 

sitio de la inyección, tanto en ovejas como en cabras, con choque anafilácticos en esta 

última(7,8). En Canadá en 1998 se realizó una evaluación de la eficacia de Glanvac 6 en 

comparación con la vacuna comercial Case-Bac (Colorado Serum, EUA), y una vacuna 

experimental compuesta por muramil dipéptido. La vacuna Glanvac 6 y la vacuna 

experimental presentaron un mayor título de anticuerpos que Case-Bac, durante 6 a 12 meses; 

sin embargo, Glanvac 6 provocó un elevado número de manifestaciones de alergia en el sitio 

de inoculación(74). 

 

La vacuna Caseous D-T (Colorado Serum, EUA) compuesta por toxinas de Clostridium 

perfringens tipo D, Clostridium tetani y cultivos totales inactivados de C. pseudotuberculosis 

en combinación con PLD, se ha empleado en Estados Unidos, demostrando que ayuda a 

disminuir la presencia de abscesos internos y externos, aunque con efectos secundarios como 

leve cojera (dolor) en corderos y letargo, en un porcentaje elevado de los animales maduros. 

Por otra parte, la vacuna Case-Bac (Colorado Serum, EUA), compuesta por toxina PLD, ha 

sido utilizada fundamentalmente en ovejas. Esta vacuna también ocasiona reacciones 

adversas en el sitio de inoculación, letargo, rigidez y fiebre, siendo estos síntomas más 

severos en cabras, incluyendo manifestaciones de edema ventral, ataxia y convulsiones, lo 

que conlleva a que este profiláctico no esté aprobado para su uso en esta especie. El empleo 

de esta vacuna en ovejas, redujo la formación de abscesos, donde solo 10 de un total de 18 

animales presentaron abscesos externos en comparación con el grupo control donde todos 

desarrollaron estas lesiones. Por otra parte solo 2 de las 18 ovejas vacunadas tenían abscesos 

internos, mientras que 9 de cada 10 ovejas de control tenían abscesos internos(8, 9).  

 

En España la compañía Zoetis comercializa la vacuna Biodectin™, la cual está compuesta 

por seis fracciones antigénicas: Clostridium septicum, Clostridium novyi Tipo B, Clostridium 

tetani, Clostridium perfringens Tipo D, C. pseudotuberculosis y Clostridium chauvoei, 

hidróxido de aluminio, Tiomersal y Moxidectina (compuesto con actividad 

antiparasitaria)(75). También existen vacunas comerciales elaboradas a partir de cepas vivas 

atenuadas, como LinfoVac (Laboratorios Vencofarma do Brasil), desarrollado por la 

Empresa Baiana de Desarrollo Agrícola (www.ebda.ba.gov.br) en colaboración con el 

Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Federal de Bahía, que contiene la cepa 

viva atenuada 1002 de C. pseudotuberculosis y su uso está autorizado en Brasil. Estudios 

experimentales en un modelo murino indicó que la protección que confiere esta vacuna es de 

80 %(10).  
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La protección proporcionada por las vacunas comerciales está asociada a la producción de 

anticuerpos anti-exotoxina PLD, los cuales protegen contra el daño tisular y la diseminación 

del microorganismo. Sin embargo, confieren una protección parcial, ya que estas vacunas no 

favorecen la activación de la respuesta inmune celular, principalmente de tipo T citotóxicas 

necesaria para eliminar las bacterias intracelulares. Por tal motivo diferentes grupos de 

investigadores han trabajo en el desarrollo de vacunas experimentales que permitan mejorar 

la protección.  

 

Vacunas experimentales 
 

Vacunas inactivadas y toxoides 

 

Las vacunas inactivadas están compuestas por cultivos totales de la bacteria no viables o 

toxinas inactivadas, ya sea por métodos químicos o físicos. En estas formulaciones el 

microrganismo se encuentra muerto por lo que no confieren peligro de desarrollo de la 

enfermedad; sin embargo, la respuesta principalmente es de tipo humoral, menos intensa, 

requiere de altas concentraciones del microorganismo y de varias dosis. No son sometidas a 

ningún procedimiento de purificación, por lo que contienen todos los componentes 

bioquímicos de la bacteria los cuales son más reactógenos y pueden producir efectos 

adversos. El precipitado proteico de una cepa de C. pseudotuberculosis aislada de alpaca en 

Perú, se evaluó en un grupo de 20 ratones BALB/c, donde indujo protección ante el desafío 

con 104 UFC de una cepa virulenta de C. pseudotuberculosis. La vacuna redujo los efectos 

tóxicos provocados por la bacteria, lo cual se observó con la disminución del número y 

tamaño de abscesos en los animales del grupo vacunado (40 % afectado) en comparación con 

los múltiples abscesos de mayor tamaño a nivel subcutáneo y en riñón e hígado, en los 

animales del grupo control (95 % afectado)(76). 

 

Las formulaciones vacunales en base a 250 - 500 mg/ml de pared celular y 133-265 mg/ml 

de toxina PLD, todas suplementadas con 20 mg/ml de muramil dipéptido como adyuvante, 

fueron evaluadas en alpacas, sometidas al desafío con 106 UFC de una cepa virulenta de C. 

pseudotuberculosis. Los animales vacunados con la mayor dosis de PLD no mostraron 

abscesos a diferencia del grupo vacunado con la menor concentración, donde se observó la 

formación de abscesos en el sitio de inoculación y en linfonodos renales. Las formulaciones 

que incluyeron pared celular mostraron un menor grado de protección, con formación de 

abscesos superficiales e internos. Los resultados sugieren que la concentración de toxina 

PLD, puede influir en la capacidad protectora, siendo dosis dependiente en la inmunización 

de alpacas(77).  

 

El grado de protección conferido por la vacunación con toxina PLD adsorbida en gel de 

hidróxido de aluminio (Grupo 1) o su combinación con toxinas de Clostridium perfringens 
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D, Clostridium novyi B, Clostridium tetani, Clostridium septicum y Clostridium chauvoei 

(Grupo 2), así como toxinas de Clostridium spp., PLD y 1.2 mg/ml de selenato de sodio 

(Grupo 3); fue evaluado en un modelo ovino, desafiado con 1.3 x 108 UFC de una cepa 

virulenta de C. pseudotuberculosis. El porciento de animales afectados en el grupo 1 fue de 

10.5 % (4 de 38 animales mostraron una lesión superficial), para el grupo 2 de 7.9 % (3 de 

38 animales mostraron una lesión superficial) y de 8.3 % en el grupo 3 (2 de 24 animales), 

cada uno con una lesión superficial y a nivel de pulmón, en contraste con los resultados 

obtenidos en el grupo control de animales no vacunado con afectación del 51.5 % (17/33) 

con 60 lesiones a nivel de pulmón y 16 en carcasas, con 4.5 lesiones por animal. Los 

resultados indicaron que no hubo depresión de la potencia protectora como resultado de la 

combinación de PLD con los antígenos de Clostridium(78). 

 

La eficacia de cuatro vacunas no comerciales en base a PLD como antígeno se evaluó en 

ovinos desafiados con una cepa virulenta. Los niveles de iones superóxido se determinaron 

como respuesta inmune inespecífica, siendo estos elevados en el grupo vacunado con PLD + 

bacteria inactivada, seguido del grupo vacunado con Toxoide PLD. La actividad de lisozimas 

fue superior en el grupo vacunado con PLD + bacteria inactivada, seguido de Toxoide PLD, 

PLD + vacuna comercial Covexin8 y una vacuna experimental local. El grupo vacunado solo 

con PLD mostró una marcada respuesta positiva de proliferación de linfocitos en 

comparación con el resto de los grupos. Los resultados indicaron que la PLD estimuló la 

respuesta inmune celular específica e inespecífica(79). 

 

Cuatro extractos antigénicos diferentes obtenidos de la cepa atenuada T1, fueron evaluados 

en cabras de raza Canindé, para el estudio de la respuesta inmune humoral y celular. Los 

animales del grupo 1 (inmunizados con 0.5ml del sobrenadante de cultivo de la cepa T1 en 

proporción 1:1 con adyuvante incompleto de Freund, AIF) y grupo 3 (inmunizados con 100 

mg de concentrado extracelular, 250 mg de oligodesoxinucleótidos CpG y 0.5 ml de 

adyuvante AIF); mostraron los niveles de anticuerpos e IFN-ɣ más elevados luego de la 

inmunización, así como post-desafío con 105 UFC de la cepa virulenta VD57, en 

comparación con los grupos 2 (1 ml de suspensión de 2 x 106 UFC/ml cepa T1), grupo 4 

(formulación del grupo 3 sin AIF) y grupo 5 control. Solo el 25 % de los animales del grupo 

1, el 33.3 % del grupo 2 y 22.2 % del grupo 3 no desarrollaron lesiones, en el grupo 4 y 5 el 

100 % de los animales desarrollo algún tipo de lesión(80). Estos resultados evidencian que la 

producción de anticuerpos específicos anti-PLD solo disminuye la diseminación de la 

bacteria y aparición de lesiones en tejidos diferentes al sitio de inoculación, no controlando 

la infección. Las vacunas de tipo bacterinas o toxoides, contribuyen a disminuir las 

manifestaciones clínicas de la enfermedad, siendo más eficientes en ovinos que caprinos, 

aunque en ninguna de las dos especies se logra controlar la infección, quedando un porciento 

de animales afectados que pueden propagar la enfermedad.  

 

 



Rev Mex Cienc Pecu 2021;12(4):1221-1249 
 

1236 

Vacunas atenuadas 

 

Las vacunas atenuadas presentan agentes inmunizantes vivos que pueden replicarse en el 

organismo sin causar la enfermedad, ya que carecen de determinadas estructuras o moléculas 

que disminuyen su virulencia. En principio confieren una respuesta inmune muy intensa y de 

larga duración, ya que dan lugar a una infección similar a la natural, pero constituyen un 

riesgo, ya que en algunos casos puede revertirse la virulencia. Las primeras vacunas 

atenuadas experimentales para LAC empleaban una cepa denominada Toxminus, cuyo gen 

pld se modificó mediante mutación sitio específica. La necropsia de los animales vacunados 

con 105 a 107 UFC de la cepa atenuada Toxminus, permitió observar que no se formaron 

abscesos en los animales desafiados con 106 UFC de una cepa virulenta, en comparación con 

el grupo control donde se desarrollaron abscesos de 2.5 cm en ganglios poplíteo. Sin 

embargo, la vacuna produjo un absceso indeseable en el sitio de inoculación, el título de 

anticuerpos en los grupos vacunados con 105 a 107 UFC fue similar, por lo que la respuesta 

no fue dosis dependiente y la cepa virulenta de desafío indujo una respuesta de anticuerpos 

superior en las semanas 5 y 9. También hubo una reducción en la capacidad de la cepa 

Toxminus de permanecer en el hospedero, debido a la ausencia de PLD, antígeno que 

favorece la persistencia, además de activar de manera elevada la respuesta inmune 

humoral(81).  

 

En otro estudio se transformó la cepa Toxminus con un plásmido que contenía el gen de pld 

modificado para la obtención de la exotoxina con un cambio de histidina por un triptófano 

en la posición 20, lo que elimina la actividad enzimática. La inmunización con la cepa 

Toxminus administrada vía oral, indujo una respuesta humoral predominante de tipo IgG1, 

mientras que los niveles del isotipo IgG2 fueron superiores en ovejas vacunadas vía 

subcutánea. Las células Th1 son responsables de la inmunidad celular mediada por células, 

producen IFN-ɣ, IL-2 y factor de necrosis tumoral beta (TNF-β), citoquinas que activan 

macrófago y complementan la activación de los linfocitos B para la producción de 

anticuerpos del isotipo IgG2. Por otra parte, los clones Th2 secretan IL-4 y preferentemente 

inducen en las células B la producción de IgG1, IgA e IgE. En consecuencia, con los 

resultados obtenidos, los animales vacunados vía oral no presentaron niveles significativos 

de protección, debido a que el aumento en IgG1 es indicativo de ausencia de una respuesta 

Th1, la cual es fundamental para la activación de célula T citotóxicas, esenciales para la 

eliminación de patógenos intracelulares, como C. pseudotuberculosis. La incidencia y el 

grado de formación de abscesos fueron muy reducidos (abscesos de 0.2 cm y 1 cm), 

presentándose solo en dos animales en el sitio de inoculación de la cepa virulenta para el 

desafío. En el grupo de animales vacunados con la cepa Toxminus no modificada, el 50 % 

de las ovejas desarrollaron abscesos, así como también el 66 % de animales del grupo control 

no vacunado. La cepa Toxminus no permitió una expresión elevada de PLD y se encontró 

evidencia de la excreción de la bacteria viva atenuada a través de las heces(82).  
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La cepa CZ171053 mutada en el gen ciuA, mediante el sistema tramposon-TnFuZ, presentó 

una capacidad reducida para sobrevivir in vitro dentro de los macrófagos de la línea celular 

J774. La inmunización de ratones BALB/c con esta cepa atenuada, permitió la sobrevivencia 

del 80 % de los animales desafiados con 106 UFC de la cepa virulenta MIC-6. Estos 

resultados sugieren que la cepa CZ171053 podría evaluarse como vacuna viva atenuada en 

los hospederos diana de la enfermedad.  

 

El comportamiento de la respuesta inmune humoral y celular se evaluó en ratones BALB/c 

inoculados con 107 UFC de la cepa atenuada T1. Se observó un aumento en el título de IgG1 

e IgG2, no se mostraron lesiones características de la enfermedad y el cultivo de las células 

del bazo, estimuladas in vitro con antígenos secretados por T1, presentaron una mayor 

proliferación en comparación con las células estimuladas con antígenos intracelulares(83).  

 

Vacunas de ADN 

 

Los avances en las técnicas de biología molecular han permitido el desarrollo de vacunas de 

nueva generación, dentro de las que se encuentran las vacunas de ADN desnudo. Estas 

vacunas son solo de ADN (plásmidos con los genes de interés), no cuentan con envolturas o 

estructuras proteicas, por lo que es muy importante la ruta de administración, la dosis, y la 

re-inmunización, ya que son factores que influyen en la potencia y el tipo de respuesta 

inmune. La desventaja de este tipo de vacunas radica en la capacidad de expresar el antígeno 

de interés, ya que en la mayoría de los casos las partículas presentan una baja adsorción y la 

cantidad de plásmidos que se introduce en las células es limitada.  

 

El diseño de un plásmido portador del gen que codifica para el dominio extracelular de 

CTLA-4 bovino fusionado al gen pld inactivado (boCTLA-4-HIg-ΔPLD) se evaluó como 

vacuna de ADN desnudo en ovinos. El CTLA-4 se une con alta afinidad al antígeno de 

membrana B7 en células presentadoras de antígeno (APC), mejorando la respuesta inmune 

humoral. Aunque aumentó el título de anticuerpos significativamente, la protección de los 

ovinos inmunizados fue parcial ante el desafío experimental con una cepa virulenta(84). 

Diferentes vías de inmunización fueron evaluadas: intramuscular, subcutánea y bombardeo 

con pistola génica. Los niveles máximos de anticuerpos IgG totales fueron de 12x103 en el 

grupo vacunado vía intramuscular, mientras que en los grupos con las otras vías de 

administración se alcanzaron valores de 3-4 x 103. La protección conferida por la vacuna 

administrada vía intramuscular fue de un 45 % (9 de 20 animales), en comparación con el 

resto de los grupos (vía subcutánea y pistola génica) que solo protegieron al 10 % de los 

animales(85). 

 

El potencial de una vacuna de ADN formulada en base al plásmido pTARGET transformado 

con la proteína esterasa cp09720(86), se comparó con una vacuna de subunidades con 
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CP09720 recombinante adyuvada con hidróxido de aluminio. Ambas se evaluaron en ratones 

BALB/c, siendo la vacuna de proteína recombinante la que indujo mayor título de 

anticuerpos IgG1 e IgG2. Las dos vacunas fueron capaces de aumentar la expresión de IFN-

γ, aunque la vacuna de subunidades presentó los niveles más altos de ARNm de IFN-γ. Los 

niveles de protección ante el desafío fueron de 58.3 % en los animales vacunados con la 

esterasa recombinante, mientras que la vacuna de ADN pTARGET/ proteína esterasa 

cp09720 solo protegió al 16.6 %. 

 

Vacunas de subunidades proteicas recombinantes 

 

Las vacunas de subunidades combinan antígenos como lipopolisacáridos, proteínas 

recombinantes o péptidos sintéticos. Estas vacunas son muy seguras, pero poco 

inmunogénicas, por lo que se utilizan sustancias adyuvantes que potencien la respuesta del 

sistema inmune. La proteína PLD obtenida por vía recombinante ha sido de las más 

empleadas para el desarrollo de vacunas de subunidades. Un grupo de investigadores del 

Reino Unido determinó las potencialidades de una vacuna a partir de 50 µg de PLD obtenida 

por vía recombinante (PLDr) en E. coli y su combinación con 1.25×1010 células/ml de 

cultivos totales de C. pseudotuberculosis inactivados con formalina. En este trabajo, el grupo 

control fue vacunado con la vacuna comercial Glanvac 3 (Commonwealth Serum 

Laboratories (CSL) Ltd., Victoria, Australia). Los niveles más altos de anticuerpos fueron 

detectados en los grupos inmunizados con la vacuna de PLDr y la vacuna PLDr + células 

totales inactivadas, en comparación con los grupos controles(73).  

 

La proteína PLDr junto a cultivos totales de C. pseudotuberculosis biovar ovis y equi, 

inactivados con formalina, fueron empleados para la inmunización de ovinos. La detección 

de los niveles de anticuerpos anti-PLD mediante ELISA permitió detectar que los animales 

vacunados presentaron un aumento de IgG después de la segunda dosis de refuerzo, pero 

luego del desafío se produjo una disminución en la DO de 0.65 a 0.55, aunque los niveles se 

mantuvieron por encima del valor de corte durante 20 semanas. No se observaron lesiones 

en nódulos linfáticos externos e internos, en comparación con el grupo control no vacunado 

donde el 80 % de los animales presentaron lesiones y manifestaciones de la enfermedad. 

Ambas vacunas fueron capaces de proteger a los animales ante el desafío con una cepa 

virulenta. En este trabajo por primera vez se inmunizan ovejas con una cepa biovar equi en 

combinación con la PLDr(87).  

 

Diferentes proteínas obtenidas por vía recombinante rCP09720 (esterasa), rCP01850 

(proteína L14 de unión a la subunidad ARNr 50S) y la PLD (rPLD) también se han evaluado 

en la inmunización de ratones BALB/c. En este estudio, las tasas de supervivencia después 

del desafío con una cepa virulenta fueron de 30 % (rPLD), 40% (rPLD + rCP09720) y 50 % 

(rPLD + rCP01850). La vacuna rPLD + rCP01850 fue capaz de inducir una respuesta inmune 
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celular aumentando significativamente los niveles de IFN-γ y TNF-α, mientras que la 

producción de IL4 e IL12 no fue detectada(88). 

 

También se empleó una cepa viva atenuada de Mycobacterium bovis BCG (Bacillus-

Calmette- Guerin) para la expresión de PLD recombinante en el plásmido pUS2000. El 

sistema no fue eficiente para la expresión elevada de la proteína PLD, pero fue efectivo para 

la vacunación y protección en un modelo murino. La inmunización de ratones BALB/c con 

106 UFC de M. bovis pUS2000/PLD para la expresión de PLD, así como con M. bovis 

pUS2000/PLD+ 50µg de PLDr purificada y la cepa M. bovis sin modificar, indujo una 

producción de anticuerpos elevada en comparación con el control negativo (100 µl de Na Cl 

0.9%), pero sin diferencias significativas entre los grupos vacunados. Esto se debe a que la 

cepa M. bovis por si sola es capaz de inducir una respuesta inmune humoral y celular elevada. 

Sin embargo, ante el desafío con 2 x 104 UFC de la cepa virulenta MIC-6, el grupo vacunado 

con M. bovis pUS2000/PLD experimentó un aumento significativo en los niveles de IgG en 

comparación con el resto de los grupos. La respuesta inmune celular se evaluó midiendo los 

niveles de producción de IFN-γ e IL-10 en los sobrenadantes de cultivo de células de bazo 

de los animales vacunados, tras ser estimuladas con 8 µg/ml de PLDr. Los niveles de IFN-γ 

e IL-10 fueron superiores en el cultivo celular del grupo que recibió una reactivación de la 

vacunación con 50 µg de PLDr. El nivel de protección conferida por estas formulaciones fue 

del 88 % en los animales vacunados con M bovis pUS2000/PLD+ 50 µg de PLDr, de 77 % 

para el grupo M. bovis pUS2000/PLD y del 66 % para el grupo M. bovis no modificado. La 

respuesta inmune protectora generada por esta vacuna de células enteras de M. bovis BCG 

modificada para expresar PLD, podría originar la activación de varias poblaciones de células 

T, debido a la variedad de antígenos (lípidos, proteínas y carbohidratos) de la formulación. 

Luego la re-inmunización con 50 µg de la PLD obtenida vía recombinante estimula el 

aumento en la proliferación de células T específicas para este antígeno en particular(89). 

 

Las vacunas de subunidades también se han desarrollado empleando la proteína CP40 

obtenida por vía recombinante. La preparación de las vacunas de PLD a partir de 

sobrenadantes de cultivo de C. pseudotuberculosis habitualmente contienen otros antígenos, 

que podrían estar contribuyendo con la respuesta inmune protectora. La proteína CP40 fue 

identificada en preparaciones de vacunas inactivadas, a través de ensayos de inmunoblot, 

donde se observó que los sueros de animales vacunados con Glanvac 6 podían reconocer de 

manera intermitente esta proteína, lo que sugiere que estaba presente en algunos lotes de 

vacuna(82). En un estudio experimental en ovejas, la inmunización con 100 µg de CP40 

recombinante protegió al 82 % de los animales, con una disminución de las lesiones 

pulmonares en un 98 %. No se encontró relación entre la disminución en el desarrollo de 

lesiones pulmonares y el titulo de anticuerpos, por lo que se asumió que la respuesta celular, 

como citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, podría ser responsable de la 

protección(43).  
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Posteriormente se realizó la evaluación comparativa de cuatro formulaciones vacunales, que 

utilizaron como inmunógenos la proteína CP40 recombinante y la cepa CP09 atenuada 

mediante mutagénesis inducida. La cepa viva atenuada de C. pseudotuberculosis CP09 no 

fue capaz de inducir una respuesta inmune humoral en los ratones vacunados, ni desafiados 

con una cepa virulenta. Los animales vacunados con las formulaciones que incluían CP40r 

presentaron un aumento significativo en el título de anticuerpos IgG1. Sin embargo, estos 

grupos luego del desafío experimentaron un aumento significativo en los niveles de IgG2, 

siendo el máximo alcanzado por los animales inmunizados con CP40r. La formulación a base 

de CP40r protegió al 90 % de los animales ante el desafío con la cepa virulenta, seguido del 

grupo vacunado con la cepa atenuada CP09 + CP40r con 70 %, mientras que la vacunación 

con CP40r seguido de la re-inmunización con CP09 solo protegió al 60 %(90).  

 

Otro grupo de investigadores realizó la evaluación en ratones BALB/c de una vacuna de 

subunidades de CP40r con diferentes adyuvantes, saponina o adyuvante completo de Freud 

(ACF). Los animales inmunizados con CP40r/saponina mostraron valores elevados en los 

niveles completos de anticuerpos y de IgG2a, IgG2b e IgG3, con diferencias estadísticas 

significativas con respecto al grupo control. El grupo vacunado con CP40r/ACF mostró 

diferencias significativas en los niveles completos de IgG, IgG2a e IgG2b. Ambas 

formulaciones vacunales protegieron al 100 % de los animales desafiados con 104 UFC de C. 

pseudotuberculosis cepa virulenta C57, con una tendencia hacia una respuesta de Th1. La 

reactividad y la producción de isotipos específicos IgG2a, IgG2b e IgG3 se asocian con la 

acción de las citocinas pro-inflamatorias como IFN-γ y las células T CD8+, que activan las 

células B modificando la cadena pesada de la inmunoglobulina. El uso de diferentes 

adyuvantes no influyó en la respuesta de anticuerpos, por lo que se propone el empleo de la 

saponina en sustitución del adyuvante de Freud que es tóxico en ovejas(91). 

 

Conclusiones 
 

La linfadenitis caseosa continúa siendo un reto para los productores ovinos y caprinos a nivel 

mundial. Las investigaciones más recientes se han enfocado en la identificación de nuevas 

moléculas implicadas en los mecanismos de patogenicidad y virulencia de C. 

pseudotuberculosis, para su posterior evaluación como candidatos vacunales. Hasta la fecha 

se han obtenido resultados alentadores con formulaciones a base de la exotoxina PLD o la 

endoglicosidasa CP40, obtenidas por vía recombinante. Cabe destacar que la combinación 

de estas moléculas no se ha evaluado en una misma vacuna, lo cual sería una propuesta que 

favorecería la activación de la respuesta inmune humoral y celular. Por otra parte, la 

aplicación del análisis computacional en estudios de vacunología reversa constituye una de 

las herramientas más empleadas actualmente en la búsqueda de moléculas candidatas 

vacunales. Sin duda se debe continuar trabajando con el empleo de estas tecnologías que 

constituyen una alternativa eficiente para la identificación de nuevos factores de virulencia, 
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así como la evaluación in silico de moléculas con potencial inmunogénico para el desarrollo 

de vacunas eficaces. 
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