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Corynebacterium pseudotuberculosis (C. pseudotu-
berculosis) biovar ovis es una bacteria intracelular
facultativa gram positiva (Burkovski, 2018), es un
microorganismo patogeno de importancia zoonética
(Heggelund et al., 2015; Fernandez et al., 2018) res-
ponsable de la Linfadenitis caseosa (LC) que afecta
principalmente a los pequenos rumiantes (Arsenault
et al., 2003; Williamson, 2001) en diferentes paises
del mundo (Dorella et al., 2006) y en México (Parise
et al., 2018; Varela et al., 2018). C. pseudotubercu-
losis se puede clasificar en dos biovares dependien-
do de su capacidad para reducir nitratos (Almeida et
al., 2017), el biovar ovis que afecta a animales como
ovejas y cabras (Varela et al., 2018), y el biovar equi
que infecta a animales como el caballo (Munoz et al.,
2016). Es un agente patdgeno capaz de sobrevivir y
crecer en macrofagos, lo que puede ser un factor de
escape para el sistema inmunologico del hospedero
(Mckean et al., 2005; Paton et al., 1994). Una carac-
teristica importante de este microorganismo en su
estructura es la presencia de una pared celular com-
puesta principalmente por peptidoglicanos, arabino-
galactano y acidos micolicos, y el alto contenido de
guaninas y citosinas en su genoma (Guimaraes et al.,
2011). La terapia de la LC con antibidticos por lo ge-
neral no se considera efectiva, ya que los antimicro-
bianos no pueden penetrar las lesiones fuertemente
encapsuladas (East, 1998). La ineficacia de la terapia
farmacologica se debe a la dificultad que tiene la gran
mayoria de los antibioticos para atravesar la mem-
brana de los granulomas, no llegando asi a la region
donde se encuentran la mayor parte de las bacterias
(Dorella et al., 2006; Santos et al., 2016), sin em-
bargo, es una alternativa para disminuir los efectos
adversos de la enfermedad en animales de alto valor
genético y reproductivo, mediante la administracion
de antibidticos cuando se diagnéstica la infeccion en
fase temprana. El éxito del tratamiento dependera
de la seleccion del antibiotico apropiado, consideran-
do la farmacocinética, la farmacodinamia y el sitio de
la infeccion (Rhodes et al., 2015). El objetivo de este
articulo fue realizar una revision bibliografica sobre la
sensibilidad y resistencia antimicrobiana en aislados
de Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis.
Se presenta una breve descripcion de la enfermedad
por C. pseudotuberculosis, su sensibilidad antimicro-
biana a diferentes antibioticos reportados, los méto-
dos utilizados y los inconvenientes que se presentan.

La LC se presenta en forma cutanea y visceral, con la
formacion de abscesos en ganglios linfaticos superficia-
les palpables a través de la piel y abscesos en 6rganos
importantes como los pulmones, higado, bazo y rifién
(Mahmood et al., 2015; Odhah et al., 2019), causando
deterioro en la condicion organica del animal hacia esta-
dos caquécticos de curso cronico (Estevao et al., 2007),
provocando el deterioro en las condiciones fisicas de
los animales y la disminucion de la produccion de lana
(Paton et al., 1994), carne (Collet et al., 1994) y leche
(Schreuder et al., 1990), asi como desordenes repro-
ductivos (Faeza et al., 2019). Las lesiones externas apa-
recen inicialmente como abscesos y mas tarde pueden
evolucionar a piogranulomas variando en tamano desde
unos milimetros hasta centimetros. Las lesiones viscera-
les no son detectadas clinicamente, pero se expresaran
dependiendo la cantidad, sitio y efecto sobre el 6rgano
involucrado (Santa et al., 2016). Las lesiones en abscesos
cutaneos y ganglios linfaticos pueden ser ocasionadas
por diferentes especies de microorganismos patdgenos,
como C. pseudotuberculosis, Staphylococcus coagulasa
negativos, Proteus mirabilis, Pseudomona aeruginosa, Yer-
sinia pseudotuberculosis, Actinobacillus lignieresis, Arcano-
bacterium pyogenesy S. aureus, entre otros, destacandose
el primero por su frecuencia en ovinos y caprinos (Batey,
1986; Andradeetal., 2012).

La resistencia actual de los agentes patdgenos a los
antimicrobianos constituye un serio problema de sa-
lud en todo el mundo y un reto ain mayor para el
futuro. Se han realizado investigaciones en diversos
paises con el objetivo de conocer los mecanismos y
causas que hacen posible esta resistencia y la crea-
cion de nuevos productos farmacéuticos y natura-
les para hacerle frente (Serra, 2017). La resistencia
bacteriana puede ser natural o intrinseca y adquiri-
da, y debe ser analizada desde varios puntos de vis-
ta (farmacocinético, farmacodinamico, poblacional,
molecular y clinico) (Calderon y Aguilar, 2016). Las
bacterias pueden presentar resistencia a los antibio-
ticos como resultado de mutaciones cromosomales e
intercambio de material genético de otras bacterias
o fagos (virus que utilizan bacterias para su desarro-
llo y reproduccion), a través de cuatro mecanismos
(Cabrera et al., 2007): Transformacién, que consiste
en la transferencia o incorporacion por una bacteria
de ADN libre extracelular procedente de la lisis de
otras bacterias (Abreu et al., 2011; Cabrera et al.,



2007; Moreno et al., 2009). Transduccién, que es la
transferencia de ADN cromosomico o plasmidico de
una bacteria a otra mediante un bacteriéfago (virus
que infecta a bacterias) (Abreu et al., 2011; More-
no et al., 2009). Transposicién, movimiento de una
seccion de ADN (transposon), que puede contener
genes para la resistencia a diferentes antibioticos y
otros genes casete unidos en equipo para la expre-
sion de un promotor en particular (Cabrera et al.,
2007), y, por ultimo, Conjugacién, mecanismo que
consiste en el intercambio de material genético entre
dos bacterias (donante y receptor), a través de una
hebra sexual o contacto fisico entre ambas (Abreu et
al., 2011; Cabrera et al., 2007).

Diferentes investigaciones han reportado la re-
sistencia a multiples farmacos entre las especies del
género Corynebacterium y recuperadas con poca
frecuencia. Se han revisado varios mecanismos de
resistencia, como mutaciones en el gen gyrA relacio-
nado con la resistencia a quinolonas en C. striatum, C.
amycolatum y C. macginleyi (Bernard y Funke, 2012).
La presencia del gen ermX metilasa se ha relaciona-
do definitivamente con el fenotipo de resistencia
macrolido-lincosamida-estreptogramina B (MLSb),
expresado como resistencia a eritromicina y clinda-
micina, y asociado con resistencia a otros agentes
antimicrobianos, incluidos cloranfenicol y trimetopri-
ma-sulfametoxazol (Ortiz et al., 2010). Actualmente,
existe un reporte sobre la resistencia a la daptomici-
na en una sola cepa de C. jeikeium, sin embargo, no
se ha informado resistencia para ninguna cepa del
género Corynebacterium analizada para linezolida y
vancomicina (Bernard y Funke, 2012). Estudios han
reportado bacterias corineformes resistentes a la van-
comicina o bacterias corineformes con Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) elevados, y se considera in-
apropiado recomendar glicopéptidos como farmacos
de primera linea para el tratamiento de infecciones,
ya que algunas bacterias corineformes (por ejemplo:
Microbacterium resistens) son intrinsecamente re-
sistentes a la vancomicina (Funke y Bernard, 2011).
La resistencia a antibidticos aminoglucésidos ha sido
comunicada para las corinebacterias (Barberis et al.,
2018), algunos estudios sugieren que el biovar ovis de
C. pseudotuberculosis, que infecta a pequenos rumian-
tes (ovinos y caprinos), es resistente a los aminoglu-
cosidos debido a mecanismos de impermeabilidad y
se encuentran relacionados con la incapacidad de pro-
ducir la enzima nitrato reductasa (Judson y Songer,
1991). Para el género Corynebacterium la adquisicion
y diseminacion de resistencias a aminoglucosidos fue
relacionada a la presencia de integrones (Schroder et
al., 2012).La susceptibilidad a los antimicrobianos de
C. pseudotuberculosis, descritos en esta revision, no
es predecible con base en la identificacion por género

y especie. No hay pautas especificas para estos taxo-
nes (CLSI, 2010). Segun la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) y el Foro Econémico Mundial (FEM),
la resistencia a los antibidticos es uno de los mayores
problemas de Salud a nivel mundial (Cifuentes et al.,
2012; Galan et al., 2014), por lo que se recomienda
realizar un estudio exhaustivo de la enfermedad en
todas las areas de produccion ovina y caprina del pais,
y también es importante identificar a las demas bac-
terias asociadas a la patologia (Abebe y Sisay, 2015).

En un estudio realizado por Muckle y Gyles (1982)
sobre la sensibilidad antimicrobiana para el trata-
miento de C. pseudotuberculosis se informé que
todas las cepas que se utilizaron son sensibles a los
antibioticos ampicilina, cloranfenicol, lincomicina,
gentamicina, tetraciclina, Bencilpenicilina y sulfame-
toxazol-trimetoprima, de los cuales, solo tres aisla-
mientos fueron sensibles a la neomicina y todas las
cepas fueron resistentes a la estreptomicina. En otro
estudio realizado por Garg et al., (1985), se informd
que las cepas de C. pseudotuberculosis son sensibles
a la neomicina, pero muy resistentes a la penicilina.
Uno de los principales antibioticos utilizados en el
tratamiento de la LC es la penicilina, y a pesar de que
se han notificado cepas resistentes, aln no esta claro
el mecanismo de resistencia de C. pseudotuberculosis
(Baberis et al., 2018; Delgado et al., 2015; Rhodes
et al., 2015). Posteriormente, se reportd que de 22
aislamientos de C. pseudotuberculosis de abscesos en
ovejas y cabras se observo una cepa altamente re-
sistente a la estreptomicina (500ug/mL) (Pepin et
al., 1989). Estudios han indicado una similitud de los
valores de CIM entre las cepas C. pseudotuberculosis
a los diversos agentes antimicrobianos (Adamson et
al., 1985; Costa et al., 1998; Judson y Songer, 1991).
Sin embargo, en un estudio de aislamientos de esta
bacteria se realizaron pruebas con siete antibidticos
mostrando patrones variados de susceptibilidad,
presentando sensibilidad a antibioticos como nor-
floxacina, tetraciclina, doxiciclina HCl y kanamicina,
mientras que con antibidticos como ampicilina, clin-
damicina y doxiciclina HCl se observaron resisten-
cias (Skalka et al., 1989; Connor et al., 2007). En un
estudio realizado por Olson et al., (2002) se realizo
un cultivo de C. pseudotuberculosis como una bio-
pelicula en un intento de reproducir el entorno de
una infeccion natural en donde se observo que esta
bacteria es altamente resistente a todos los farmacos



Antibioticos Susceptibilidad Referencias

Sensible Muckle y Gyles, 1982

Ampicilina
Resistente Skalka et al., 1989; Connor et al., 2007
Cloranfenicol, lincomicina, b.encilpenicilina y Sensible Muckle y Gyles, 1982
Sulfametoxazol-trimetoprima
Gentamicina Sensible Muckle y Gyles, 1982; Gallardo et al., 2019
- Muckle y Gyles, 1982; Skalka et al., 1989; Con-
Tetraciclina Sensible nor et al., 2007; Gallardo et al., 2019
Neomicina Sensible Muckle y Gyles, 1982; Garg et al., 1985
Estreptomicina Resistente Muckle y Gyles, 1982; Pepin et al., 1989
o Resistente Garg et al., 1985

Penicilina

Sensible Gallardo et al., 2019
Norfloxacina Sensible
Clindamicina Resistente

Doxiciclina HC1

Sensible, resistente

Skalka et al., 1989; Connor et al., 2007

Kanamicina Sensible

Rifamicina-oxitetraciclina Sensible Senturk y Temizel, 2006

Nitrofurantoina, furazolidona y estreptomicina Resistente Lietal., 2018

Vancomicina Sensible Li et al., 2018; Gallardo et al., 2019
Norfloxacina, cefradina, claritromicina,

cefepima, amoxicilina, cefoxitina, levofloxacina Sensible Lietal., 2018

y minociclina

Cefotaxima, ciprofloxacina y eritromicina Sensible Gallardo et al., 2019

Fuente: Elaboracion propia.

que probaron en tales condiciones de crecimiento. Y signi-
ficativamente, otro informe afirmo el éxito del tratamien-
to de ovejas infectadas con C. pseudotuberculosis con una
combinacion de los antibidticos rifamicina y oxitetracicli-
na (Senturk y Temizel, 2006). Un estudio mas reciente
demostro una alta sensibilidad de los aislados de C. pseu-
dotuberculosis a los agentes antimicrobianos comerciales
mediante la prueba de difusion en disco, excepto para el
antimicrobiano oxacilina, al cual los aislados fueron resis-
tentes (Mattos et al., 2018). Mientras que otro estudio
del mismo ario reporto aislados de C. pseudotuberculosis
con sensibilidad a la mayoria de los antibioticos utiliza-
dos en el trabajo con tasas de resistencia por debajo del
15%, a excepciones de antibioticos como nitrofurantoina
y furazolidona, quienes mostraron resistencia del 100%
y estreptomicina con resistencia del 18.42%, y en donde
antibioticos como vancomicina, norfloxacina, cefradina,
claritromicina y cefepima mostraron mas sensibilidad a
C. pseudotuberculosis seguidos de amoxicilina, cefoxiti-
na, levofloxacina y minociclina (Li et al., 2018). En 2019
un estudio report6 aislamientos de C. pseudotuberculosis
con sensibilidad a los antibi6ticos cefotaxima, ciprofloxa-
cina, eritromicina, tetraciclina y vancomicina, en donde

los compuestos mas eficaces fueron ciprofloxacina y eri-
tromicina, seguidos por tetraciclina, esto considerando
los valores de CIM. En cuanto a los antibioticos gentami-
cina y penicilina los aislamientos mostraron sensibilidad
intermedia (Gallardo et al., 2019) (tabla 1). El patron de
susceptibilidad de C. pseudotuberculosis a los agentes an-
timicrobianos ha variado entre los aislamientos obtenidos
de diversas fuentes (Connor et al., 2000; Connor et al.,
2007; Foley et al., 2004; Skalka et al., 1989). Por lo que se
requieren mas estudios antes de que el tratamiento de los
casos de Linfadenitis caseosa con antibioticos se convierta
enunaalternativa viable al sacrificio (Baird, 2006).

A continuacion, se describen los métodos in vitro uti-
lizados en las pruebas de sensibilidad de C. pseudotu-
berculosis a diferentes antimicrobianos:



La CIM se puede realizar por el método epsilométri-
co, basado en el uso de tiras inertes impregnadas con
gradientes de los antibioticos (ug/ml). Los resulta-
dos se registran a las 24 h y se reconfirman a las 48
h. Se interpreta el valor de la CIM en pg/ml, obtenido
de la interseccion entre la concentracion dada por la
tira reactiva y el crecimiento bacteriano que forma
una elipse (Gallardo et al., 2019). Los datos se pue-
den analizar de acuerdo con los criterios establecidos
por CLSI para Corynebacterium spp. (CLSI, 2016).

Para este método se pueden utilizar suspensiones bac-
terianas equivalentes a un estandar de McFarland de
0,5 incubadas en caldo Mueller-Hinton ajustado por
cationes con 2 a 5% (vol/vol) de sangre lisadaa 35 °C
a medio ambiente durante un maximo de 48 h (Ber-
nard y Funke, 2012). El Instituto de Estandares Clini-
cos y de Laboratorio (CLSI) ha publicado condiciones
de prueba y criterios interpretativos para las pruebas
de susceptibilidad de C. pseudotuberculosis usando un
método de microdilucion en caldo (CLSI, 2010).

Los patrones de sensibilidad antimicrobiana de los ais-
lados de C. pseudotuberculosis se pueden determinar
utilizando el método de difusion en disco de Kirby-
Bauer (Quinn et al., 1994). Se inoculan colonias puras
en 5 ml de caldo nutritivo y se incuban a 37 °C durante
24 h hasta que se observo turbidez y posteriormente
se comparan con los estandares de 0,5 McFarland. Los
aislados deben ser sembrados utilizando un hisopo es-
téril en agar nutritivo y después los discos impregna-
dos con antibioticos se aplican sobre la superficie de
las placas inoculadas con pinzas estériles. Las placas se
invierten y se incuban sin la presencia de oxigeno du-
rante 24 h a 37 °C (Abebe y Sisay, 2015).

Este método se emplea mediante agar Mueller-Hinton
suplementado con sangre de ovino al 5%, las placas se
incuban a 37 °C en atmosfera normal, las lecturas de los
halos de inhibicion se evallan a las 24 h'y se confirman
posteriormente a las 48 h (Estevao et al., 2007; Funke et
al., 1997). Para la interpretacion de los resultados se pue-
den utilizar los valores recomendados por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) para Staphylococcus
spp., los cuales fueron validados por estudios previos debi-
do a que no hay valores de corte que asignen categorias
interpretativas para aislados de Corynebacterium pseudo-
tuberculosis mediante este método (Funke et al., 1997).

En estudios in vitro, se ha demostrado que C. pseudo-
tuberculosis es sensible a una gran variedad de anti-
bidticos quimicos. En pruebas estandar de laboratorio,
se ha demostrado que las clases de antibi6ticos mas
utilizadas previenen el crecimiento y la multiplicacion
de bacterias (Muckle y Gyles, 1982; Judson y Songer,
1991). Sin embargo, aunque C. pseudotuberculosis en
estudios in vitro ha mostrado sensibilidad a una gran
variedad de antibidticos (Gallardo et al., 2019), el tra-
tamiento de manera in vivo es dificil debido a la natura-
leza intracelular de la bacteria (Stefanska et al., 2010)
y el contenido grueso, seco y fibroso del absceso (Wi-
(liamson, 2001; Aleman y Spier, 2002), por lo que es
probable que la actividad in vivo se limite a farmacos
con buena solubilidad lipidica y actividad intracelular,
como por ejemplo, macroélidos y fluoroquinolonas
(Gallardo et al., 2019). La naturaleza intracelular del
microorganismo patdgeno durante partes del ciclo de
la enfermedad confiere cierta proteccion frente a cier-
tos antibioticos cominmente empleados. Se ha suge-
rido el tratamiento quirurgico de las lesiones externas
como alternativa al sacrificio en el caso de animales
particularmente valiosos (Davis, 1990). Por ejemplo,
que la lesion se extirpe de manera quirurgica y se lave
diariamente hasta que cicatrice, y se recomienda un
tratamiento antibiotico parenteral durante 4 a 6 se-
manas para reducir la probabilidad de recurrencia. Sin
embargo, este método se considera poco confiable en
el mejor de los casos, ya que depende del antibidtico
para eliminar todos los microorganismos infecciosos
de las lesiones tratadas, sin la presencia de lesiones in-
ternas (Rizvi et al., 1997).

Esta revision de literatura destaca la necesidad de rea-
lizar mas estudios de susceptibilidad antimicrobiana
para aislamientos de Corynebacterium pseudotuber-
culosis biovar ovis clinicamente relevantes, ya que la
Linfadenitis caseosa representa un gran reto para las
unidades de produccion de ovinos y caprinos a nivel
mundial. Actualmente, se conoce la alta sensibilidad
y resistencia de C. pseudotuberculosis a los diferentes
antibioticos convencionales, sin embargo, es de suma
importancia conocer el perfil de actividad de los anti-
bidticos por la gran variabilidad de respuesta que han
presentado diferentes aislados de este microorganis-
mo patogeno, antes de considerar a los antimicrobia-
nos como de primera eleccion para el tratamiento.
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Las herramientas bioinformaticas son ampliamente
utilizadas para caracterizar a las moléculas posibles
candidatos para el desarrollo de nuevas vacunas,
evitando el uso de animales de experimentacion en
las primeras etapas del diseno, asi como logrando un
ahorro significativo en tiempo y gastos de la inves-
tigacion (Zaharieva et al., 2017; Araljo et al., 2019;
Ong et al., 2020).

Los estudios de vacunologia reversa se enfocan en
el analisis in silico primero del genoma usando predic-
tores genéticos y luego del analisis de las caracteristi-
cas de cada proteina por separado (Goodswen et al.,
2014; Flower et al., 2015). Estas estrategias fueron
utilizadas por primera vez en la prediccion de antige-
nos para el desarrollo de una vacuna contra Meningo-
coccus serogrupo B (Christensen et al., 2013).

Los criterios de seleccion de posibles antigenos
para el diseno de vacunas varian en dependencia
del patogeno. Para la identificacion de proteinas con
potencial inmunogénico se deben tener en cuen-
ta las caracteristicas y propiedades que influyen de
manera positiva en la activacion del sistema inmune.
Existen diferentes tipos de programas que permiten
la identificacion y prediccion de caracteristicas como
estructura, adherencia, fusion, antigenicidad, union a
MHC clase | y Il, secuencias de union a proteosomas,
asi como activadores de linfocitos By T. La localiza-
cion celular es una de las caracteristicas para tener en
cuenta, ya que la mayoria de las proteinas antigéni-
cas son aquellas que estan mas expuestas en el hos-
pedero y pueden ser rapidamente reconocidas por
el sistema inmune, como proteinas secretadas, pro-
teinas expuestas a la superficie o proteinas de mem-
brana (Dalsass et al., 2019). La capacidad de uniony
presentacion en el contexto MHC clase | y Il permite
identificar qué tipo de respuesta inmune estara favo-
recida. Los factores de virulencia son los principales
candidatos y a menudo los genes que los codifican se
encuentran en islas de patogenicidad compartidas y
conservadas por diversas cepas. La obtencion de re-
sultados satisfactorios depende de la precision en la
prediccion de antigenos y para ello existen diversos
programas informaticos que facilitan este proceso
(Doytchinova y Flower, 2007; Chandra et al., 2010;
Droppa-Almeida et al., 2018).

Algunos de estos programas bioinformaticos se
han aplicado en el estudio in silico de antigenos vacu-
nales contra Corynebacterium pseudotuberculosis ovis
(Droppa-Almeida et al., 2018; Araujo et al., 2019),
bacteria agente causal de la Linfadenitis Caseosa,
enfermedad que afecta a pequefios rumiantes (Mah-
mood et al., 2015; Odhah et al., 2019), ocasionando
importantes pérdidas economicas relacionadas con

desordenes reproductivos, el decomiso de las visce-
ras, rechazo de pieles y lana.

Actualmente existen vacunas comerciales dispo-
nibles para el control de esta enfermedad, cuya pro-
teccion esta asociada a la produccion de anticuerpos
anti-exotoxina PLD fundamentalmente, los cuales
protegen contra el dafo tisular y la diseminacion
del microorganismo; sin embargo, es una proteccion
parcial, ya que estas vacunas aun son deficientes
en eliminar las bacterias intracelulares (Bastos et
al., 2012; de Pihno et al., 2021). Por tales motivos
diferentes grupos de investigadores trabajan en el
desarrollo de vacunas experimentales que permitan
una proteccion completa y eficaz. En este sentido,
la vacunologia reversa desempena un papel principal
en la seleccion de nuevos antigenos como posibles
candidatos vacunales.

El presente articulo tiene como objetivo indagar sobre
el uso de diferentes programas bioinformaticos en el es-
tudio de Corynebacterium pseudotuberculosis en la iden-
tificaciony desarrollo de nuevas vacunas experimentales.

Uno de los enfoques mas dinamicos de la biotecno-
logia es la vacunologia reversa (VR), que desempeiia
un papel importante en el desarrollo de las vacunas
actuales. La VR utiliza herramientas informaticas,
como la inteligencia artificial, el auto-aprendizaje y
datos omicos, para el estudio primero del genoma,
luego el analisis de las moléculas posibles candida-
tos en base a sus caracteristicas fisico-quimicas, y
por Ultimo, la comparacion de estas con resultados
disponibles en las bases de datos, con la integracion
de la informacion mediante el uso de programas que
estiman los antigenos que tendran mayor efecti-
vidad en una formulacion vacunal (Soria-Guerra et
al., 2015). El primer enfoque exitoso de vacunologia
reversa se observo en el estudio de candidatos vacu-
nales para Meningococcus serogrupo B (Christensen
et al., 2013), lo cual revoluciono todo el campo de la
biologia computacional.

La aplicacion de tecnologias genomicas en la inves-
tigacion de vacunas mediante el uso de la VR represen-
t6 un gran avance para el proceso de descubrimiento
de nuevas vacunas. Al determinar todo el repertorio
genomico de un agente patogeno, los investigadores
pudieron identificar objetivos protectores y disenar
vacunas eficaces donde los enfoques convencionales
habian fallado (Pereira et al., 2020). Para el estudio
de candidatos vacunales mediante VR se consideran
primeramente los estudios de genomica, luego con las
secuencias objeto de estudios se pueden aplicar enfo-
ques epidemiologicos, protedmicos o estructurales y
por ultimo se utilizan algoritmos computacionales que
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Fuente: Elaboracion propia.

facilitan la prediccion de caracteristicas especificas de
los antigenos posibles candidatos vacunales (figura 1).

El uso de VR inici6 una cascada de cambios que
afectaron todo el proceso de desarrollo de vacu-
nas, cambiando el enfoque de la identificacion de
una lista de vacunas candidatas a la definicion de
un conjunto de pantallas de alto rendimiento para
reducir la necesidad de pruebas costosas y laborio-
sas en modelos animales (Dalsass et al., 2019). Una
comprension profunda de la epidemiologia de las
vacunas candidatas, y su regulacion y papel en las
interacciones hospedero-patogeno, debe convertir-
se en un componente integral del flujo de trabajo de
deteccion. Lejos de estar obsoleto por los avances
tecnoldgicos, la VR aun representa un paradigma de
coémo las tecnologias de alto rendimiento y el cono-
cimiento cientifico pueden integrarse en la investiga-
cion biotecnologica.

Los programas de VR pueden ser de dos tipos, de
acuerdo con sus enfoques algoritmicos. Los de tipo
de arbol de decisiones o “filtrado” y los de aprendiza-
je computacional automatico o “clasificatorios”. Los
programas de tipo de arbol de decisiones o filtrado
se basan en diagramas de flujo donde las secuencias

de las proteinas del patogeno se evaluan ante una
serie de condiciones o filtros hasta un subconjunto
donde se identifican como posibles candidatos para
la vacuna. Los filtros corresponden a caracteristicas
de las proteinas que se puede medir directamente,
como el peso molecular, o caracteristicas predichas
por un programa computacional, como la localiza-
cion sub-celular o la probabilidad de ser una proteina
de adhesion. La desventaja con los programas que
utilizan este tipo de algoritmo es que en cada paso
de clasificacion van eliminando posibles candidatos
(Michalik et al., 2016). Los programas de aprendi-
zaje computacional automatico o “clasificatorios”
utilizan enfoques o modelos estocasticos como ma-
quinas de vectores de soporte, redes neuronales arti-
ficiales o modelos ocultos de Markov, para predecir la
calidad de union o enlace de la secuencia en estudio.
Estos enfoques intentan refinar el modelo de pre-
diccion ajustando parametros teniendo en cuenta la
informacion de secuencias posibles candidatos o no,
proporcionadas por una coleccion conocida que se
emplea para entrenar el modelo. Estas aplicaciones
de aprendizaje automatico no descartan proteinas,
como las herramientas de arbol de decision, clasifi-
cando todo el conjunto de proteinas de entrada por
su probabilidad de ser un candidato vacunal. Esto re-
sulta muy util para los ensayos confirmatorios precli-
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nicos, ya que se puede comenzar con los candidatos
mas prometedores clasificados en las primeras posi-
ciones. Las herramientas de aprendizaje automatico
difieren entre si del tipo de algoritmo de clasifica-
cion, por la cantidad de caracteristicas que miden y
el tamafo y variedad de proteinas que constituyen el

las cadenas o secuencias de aminoacidos que confor-
man la proteina son convertidas en vectores unifor-
mes a través de covarianza cruzada automatica. Las
variables relevantes son seleccionadas por algoritmo
genético o por etapas de regresion y finalmente cla-
sifican a la proteina como antigeno protector o no,
mediante analisis basado en el calculo de minimos

conjunto de entrenamiento (Michalik et al., 2016).

Programa | Tipo de Algoritmo Criterio de seleccion Ventaja Desventaja
Sin proteina Citoplasmatica Los datos de entrada y salida
; Lo <2 hélices transmembrana s .
Nerve Arbol de decision 1 . son automaticamente es- No actualizado
Alta probabilidad de adhesina tructurado en base de datos
Sin homologia con proteinas humanas
Conjuntos de datos de
Aprendizaie automati- Probabilidad de resultados por entrenamiento fijos (100
Vaxijen cg (MachirJ1 e- learning) encima del valor de corte estable- | Interfaz grafica muy rapida | antigenos bacterianos
%) | cidoa (0.5) conocidos, 100 no
antigenos)
Sin proteina citoplasmatica
<2 hélices transmembrana . La descarga de los
Vaxign Arbol de decision Alta probabilidad de adhesina M,arjtemmlento. reg.u.lar resultados es limitado
. p Facil de usar e intuitivo p
Sin homologia con humanos y a 500 proteinas
proteinas de raton
Sin proteina citoplasmatica
Jen- <2 hélices transmembrana
ner-pre- Arbol de decision Presencia de dominios Pfam invo- ggggc%ﬂist?srg’: g:tirsan- A veces no disponible
dict lucrados en la interaccion hués- )
ped-patogeno y Patogénesis
Sin proteina citoplasmatica
’ <2 hélices transmembrana
VacSol Arbol de decision Sin homologia con proteinas hu- Interface facil de usar Resultados restrictivos
manas, Gen esencial
Factor de virulencia
s Conjunto de entrenamiento
Bowman- | Aprendizaje automati- eri?;z]léi??/:lirrzseuggrdtzsepsct);ble- mas grande (200 antigenos | Herramientas de ano-
Heinson co (Machine- learning) cidoa (0.5) bacterianos conocidos, 200 | tacion para eucariotas
) supuestos no antigenos)

Fuente: Elaboracion propia.

El programa VaxiJen (http://www.ddg-pharmfac.
net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen) fue la primera herra-
mienta bioinformatica confiable para la prediccion
de proteinas con capacidad antigénica en bacterias,
virus, células tumorales y posteriormente parasitos y
hongos (Doytchinova y Flower, 2007; Doytchinova y
Flower, 2008). El programa es entrenado con multi-
ples secuencias conocidas de antigenos inmunopro-
tectores y no protectores, que sirven como referencia
para la prediccion. La pagina de resultados informa la
probabilidad de que la proteina (como una fraccion
de unidad) sea antigénica o no (antigeno probable o
antigeno no probable). El programa tiene en cuenta
tres propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos
que componen la proteina como hidrofobicidad, ta-
mano molecular y la polaridad. A cada propiedad de
los aminoacidos se le asigna una variable z, y luego

cuadrados parciales (Zaharieva et al., 2017). Para la
prediccion de proteinas antigénicas de origen bacte-
riano presenta un 80% de precision, 79% sensibilidad
y 81% de especificidad (Doytchinova y Flower, 2007).
El programa considera a partir del valor de score (cor-
te) fijado, en adelante, que la proteina presenta acti-
vidad antigénica. Esta herramienta ha sido empleada
en investigaciones veterinarias en la deteccion de
antigenos para el disefio de vacunas contra Brucella
spp., Histophilus somni, Pasteurella multocida, Pajaroe-
llobacter abortibovis, Leptospira interrogans, Bordetella
bronchiseptica, Anaplasma marginale y C. pseudotu-
berculosis (Zaharieva et al., 2017).

Las herramientas para identificar epitopos de células
B se dividen en aquellas que dependen de la informacion
de la estructura primaria e identifican epitopos conti-
nuos, lineales, asicomo las que dependen de informacion
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de la estructura secundaria y predicen epitopos disconti-
nuos o estructurales. El primer grupo de herramientas
realiza la prediccion teniendo en cuenta un conjunto de
descriptores como atributos fisicoquimicos, accesibilidad
superficial y composicion de aminoacidos. En general
rinden precision para epitopos continuos (lineales), pero
son menos eficientes en la identificacion de epitopos dis-
continuos. Para superar esta deficiencia se han incorpo-
rado a los programas calculos de prediccion incluyendo
informacion de estructura secundaria, accesibilidad de
superficie calculada y/o indices de protuberancia, ade-
mas de informacion sobre la estructura tridimensional
de la proteina y la estructura de complejos receptor-an-
tigeno conocidos. Ejemplos de herramientas basadas en
secuencias lineales son BepiPred, ABCpred, BEST y para
la prediccion basada en estructura se utilizan programas
como BepiPred 2.0, ElliPro, Paratome, PEPOP y BEEPro
(Soria-Guerra et al., 2015; Michalik et al., 2016; Zaharie-
vaetal., 2017; Jespersen et al., 2017).

Existen interfaces web que permiten realizar pruebas
exhaustivas de sus predicciones y analisis en funcion de
sus bases de datos. La paginaweb IEDB (por sus siglasen
inglés, Inmune Epitope Database and Analysis Resource)
proporciona una compilacion actualizada regularmen-
te, de epitopos vinculantes y sus afinidades. Constituye
una herramienta de prediccion accesible a través de una
Unica intuitiva interfaz web, que incorpora diferentes
programas Y algoritmos para la caracterizacion general
de una proteina o secuencia (Fleri et al., 2017). Las he-

rramientas disponibles se clasifican en dos categorias:
de analisis y prediccion. Las herramientas de analisis
incluyen agrupacion de epitopos, conservacion de se-
cuencias y mas, mientras que las de prediccion cubren
la union a epitopo de células Ty B, la inmunogenicidad
y las estructuras TCR/BCR. Permite la identificacion de
epitopos antigénicos, con mayor probabilidad de expo-
sicion a superficie, de union a anticuerpos, de union a
MHC I'y MHC Il para activacion de células T. Ademas de
estas herramientas, también se conecta con diferentes
servidores que permiten una comparacion de los re-
sultados, lo cual mejora el rendimiento de la aplicacion
(Dhanda et al., 2019; Martini et al., 2020).

Vaxign es un sitio web disefiado para la prediccion
de moléculas con potencial inmunogénico basados en
secuencias de genomas. Fue evaluado y estandarizado
para la prediccion de candidatos a vacunas contra Esche-
richia coli uropatogena (He et al., 2010). El programa
emite un criterio en funcion de la evaluacion de diver-
sas propiedades de la proteina. Vaxign predice la ubica-
cion subcelular de la proteina, la presencia de hélices de
transmembrana, probabilidad de adhesion, secuencias
conservadas en proteinas de humanos y/o proteinas de
raton, secuencia de exclusion en el genoma de cepas no
patogenas y epitopos que se unen a MHC clase | y cla-
se Il. También realiza la prediccion basada en el previo
entrenamiento con otras secuencias. La base de datos
pre-calculada de Vaxign contiene predicciones de vacu-
nas para mas de 70 genomas (Ong et al., 2020).

Caracteristicas de las proteinas Programas NERVE | Vaxign Jene(-pre- VacSol Bowman-He-
dict inson
o Psortb X X X X
Localizacion subcelular
TargetP X
Dominios de Transmembranas HMMTOP X X X X
SPAAN X X
Dominios patogénicos o factores de Pfam X
virulencia VFDB X
LipoP X

BLASTp / MHCPEP db

Similitud con proteinas del hospe-

dero Protdb

BLASTp / RefSeq / Swiss

OrthoMCL

NetMhc

Vaxitope

ABCPred

Respuesta de células

B-T ProPred -1

ProPred

GPS-MBA

PickPocket
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YinOYang (glicosilacion) X

Modificacion post-traduccional

NetPhosK (fosforilacion) X

autoproteasas)

ProP (cortes en proteinas,

Fuente: Elaboracion propia.

Para la identificacion de proteinas con potencial in-
munogénico se deben tener en cuenta las caracteris-
ticas y propiedades que influyen de manera positiva
en la activacion del sistema inmune.

Existen diferentes tipos de programas que permi-
ten la identificacion y prediccion de caracteristicas
como estructura, adherencia, fusion, antigenicidad,
union a MHC clase | y I, secuencias de union a pro-
teosomas, asi como activadores de linfocitos By T.
En el cuadro 2 se muestran algunos de los criterios
de seleccion de candidatos vacunales en funcion de
diferentes caracteristicas de las proteinas.

Un estudio comparativo entre los programas NER-
VE, Vaxign, VaxiJen, Jenner-predict, Bowman-He-
inson, y VacSol, para la identificacion de antigenos
bacterianos protectores (ABP) con capacidad co-
nocida, permitio establecer que ninguno de los pro-
gramas fue capaz de identificar al 100% el mismo
conjunto de antigenos ABP probados. Las listas de
proteinas candidatas establecidas por cada progra-
ma no fue similar, ya que estos sugieren los posibles
candidatos de acuerdo con diferentes algoritmos o
patrones de seleccion (Dalsass et al., 2019). Estos
resultados indican que se requiere de una mejora
en la precision de las herramientas bioinformaticas
existentes, con el apoyo de la expansion de las bases
de datos y la incorporacion de datos negativos pro-
venientes de evaluaciones experimentales. También
sugiere que la combinacion de diferentes programas
predictivos puede ampliar el rango de moléculas a
considerar posibles candidatos, y que aquellas que
sean clasificadas por diferentes algoritmos tienen
mayor probabilidad de ser las mas inmunogenicas.

Numerosos estudios de vacunologia reversa se han
realizado para la prediccion de antigenos inmunogé-
nicos de C. pseudotuberculosis. El estudio in silico del
pan-exoproteoma de C. pseudotuberculosis se rea-
lizd con las cepas 1002, C231, 119, FRC41 y PAT10
(Santos et al., 2012). En este trabajo se aplico la
vacunologia reversa para analizar la secuencia del
pan-genoma Yy la identificacion de genes expresados
en el ciclo de vida del patogeno. Todos los marcos
de lectura abiertos (ORF) derivados de las secuen-
cias del genoma se evaluaron usando un programa
computacional para determinar su habilidad como

candidatos a vacunas, prestando especial atencion a
los que codifican proteinas exportadas, ya que son
esenciales en las interacciones hospedero-patdgeno
(Santos et al., 2012).

Otro analisis de VR con los programas Surf+y
Vaxign se realizo para predecir nuevos antigenos que
pueden ser empleados en el desarrollo de una vacuna
con ambos tipos de biovar ovis y equi (Soares et al.,
2013a). Este mismo grupo de investigadores realizo
el estudio del pan-genoma de 15 cepas aisladas de
hospederos y origenes geograficos diferentes. El pan
genoma se compone de tres partes: genoma central,
genoma accesorio y genes especificos de cepa. El
genoma central esta compuesto por genes que com-
parten todas las cepas analizadas en el estudio. Por lo
general, los genes centrales codifican productos que
son responsables de los aspectos basicos de la vida
del organismo, como los procesos de replicacion,
transcripcion, traduccion y mantenimiento de ho-
meostasis celular, haciéndolos objetivos adecuados
para el desarrollo de vacunas (Rouli et al., 2015).
Los resultados del trabajo revelaron estrechas rela-
ciones entre las diferentes cepas de corinebacterias
evaluadas, el comportamiento clonal de C. pseudo-
tuberculosis y aumentos lentos en el tamafo de los
pan-genomas (Soares et al., 2013b).

Diferentes proteinas identificadas como posibles
factores de virulencia SpaC, SodC, NanH y PknG
han sido analizadas usando inmunoinformatica, con
el programa VaxiJen. En el trabajo de Santana y co-
laboradores se descubrié que SpaC, PknG y NanH
presentan mejor potencial para el desarrollo de una
vacuna que SodC (Santana-Jorge et al., 2016).

Mediante un analisis de prediccion de epitopos con
la pagina web IEDB se determinaron posibles secuen-
cias de la proteina CP40, que pueden ser reconocidas
con mayor eficiencia por los anticuerpos. En este tra-
bajo de un total de 184 epitopos evaluados se identifi-
caron 6 péptidos con mayor potencial inmunogénico.
También en este estudio se determinaron las interac-
ciones que se producen entre la proteina CP40 con el
receptor tipo Toll (TLR-2). Estos receptores forman
parte del sistema inmune innato, son moléculas de
transmembrana que participan en el reconocimien-
to de patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs), activando el sistema inmune. Estos recep-
tores inducen la activacion del factor de transcripcion
nuclear B (NF-kB), lo cual favorece el desarrollo de una
respuesta pro- inflamatoria y la proliferacion de leuco-




citos de linaje mieloide. Los TLR también aumentan
la produccion de moléculas co-estimuladoras como
CD80, CD86, CD40, que se encuentran en la super-
ficie de las células presentadoras de antigenos, siendo
necesarias para la activacion de Linfocitos T por parte
de las células dendriticas y macrofagos. Se demostro
que los 6 péptidos con potencial inmunoestimulante
son capaces de interactuar con el receptor TLR2. Este
estudio in silico plantea el potencial que presenta la
proteina CP40 para interactuar con el receptor TLR2,
lo que le confiere capacidad para activar la respuesta
inmune celular (Droppa-Almeida et al., 2018).

Otro analisis de VR permiti6 identificar las carac-
teristicas inmunoprotectoras de proteinas que se
activan para la defensa de C. pseudotuberculosis ante
condiciones de estrés ambiental. Mediante el empleo
de los programas Vaxign y VaxiJen se identificaron la
localizacion celular (membrana citoplasmatica) y la
capacidad antigénica (a partir de 0.4) de las proteinas
CopC de resistencia a cobre (copC= antigenicidad=
0.85), YKuE metalofosfosterasa (ykuE=0.40), NADH
deshidrogenasa (ndh=0.48), MtrB sensor histidina
quinasa (mtrB=0.54), FtsL proteina de union a penici-
lina (ftsl=0.64), SenX3 histidina-quinasa de transduc-
cion de senales senX3=0.61) (AraGjo et al., 2019).

La influencia de diferentes condiciones de estrés
(alto contenido de hierro, bajo contenido de hierro,
osmosis y pH) se evaluaron en la expresion de los
genes en C. pseudotuberculosis. Utilizando redes de
co-expresion para la identificacion de genes causales
basado en datos de secuencia de ARN-seg, mediante
un algoritmo de inferencia de red consenso llamado
miRsig y la herramienta miRinfluence, se identifica-
ron los genes causales o influyentes de la red. Los
resultados indicaron que mas del 50% de los genes
identificados como influyentes estan involucrados en
funciones celulares. Por otra parte, en la mayoria de
las cepas analizadas, los genes causales tienen roles
en procesos asociados con la respuesta a tensiones
extracelulares, patogenicidad, componentes de la
membrana y genes esenciales (Franco et al., 2020).

La antigenicidad, el potencial alergénico, la predic-
cion de los epitopos B, la union a los receptores MHC
y el acoplamiento en el receptor Toll-Like 2 fueron
propiedades evaluadas in silico para la proteina de fu-
sion PLD-CP40-maltosa. El analisis in silico demostro
que PLD-CP40-maltosa tiene potencial inmunogéni-
co, no tiene propiedades alérgicas y puede acoplarse
al receptor TRL2 (Barral et al., 2022).

Las vacunas tienen un impacto significativo en la sa-
lud pUblica y en la salud animal, y la vacunologia en la
era de la bioinformatica esta aprovechando las nuevas
tecnologias para abordar enfermedades para las que
el desarrollo de vacunas no ha tenido éxito hasta la
fecha. La mayoria de las vacunas que existen disponi-
bles en el mercado fueron desarrolladas sobre la base
de métodos vacunales tradicionales, que se basaban
en la deteccion empirica de unos pocos candidatos a
la vez, en funcion de las caracteristicas conocidas del
patogeno. Sin embargo, la capacidad de secuenciar el
genoma de un patogeno proporciona acceso a todo
su repertorio antigénico, catalizando un cambio en
el desarrollo de vacunas hacia enfoques de “vacuno-
logia reversa” basados en el analisis in silico de genes
que codifican proteinas con los atributos de buenos
objetivos de vacunas. Ademas, la creciente disponi-
bilidad de secuencias gendmicas ha llevado al desa-
rrollo y la aplicacion de tecnologias adicionales para
el descubrimiento de vacunas, incluidas la genomica
comparativa, la transcriptomica, la protedmica, la in-
munomica y la genomica estructural. Candidatos va-
cunales identificados a partir del genoma o proteoma
de un patogeno pueden expresarse luego como pro-
teinas recombinantes y analizarse siguiendo métodos
in vitro o modelos in vivo para evaluar la inmunoge-
nicidad y la proteccion. En esta revision le presenta-
mos un resumen de diferentes programas utilizados
en la vacunologia reversa, y su enfoque en el estudio
de Corynebacterium pseudotuberculosis ovis, desde la
identificacion de diferentes caracteristicas de las mo-
léculas que permiten su analisis como candidatos con
potencial inmunogénico, explorado las ventajas, limi-
taciones y elementos necesarios de este enfoque.
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Muchos investigadores que estudian la cognicion ani-
mal coinciden en que los animales “piensan”, es de-
cir, perciben y reaccionan a su entorno, interactian
entre si y experimentan diferentes emociones, como
la ansiedad o el miedo. Sin embargo, ha sido amplia-
mente debatido tanto en los campos de la etologia
(el estudio del comportamiento animal) como en la
psicologia, si son “conscientes” de la misma manera
que los humanos (Garcia, 2004).

Las ciencias cognitivas empiezan a desarrollarse a
partir de los afos 50, investigadores de las areas de fi-
losofia, psicologia, neurociencia, inteligencia artificial
y lingliistica desarrollaron teorias sobre el funciona-
miento del cerebro basadas en el procesamiento de la
informacion que va mas alla de la mera introspeccion
o de la observacion de estimulos y respuestas (De-
haene, 2019).

Edward L. Thorndike fue pionero en la metodolo-
gia experimental aplicada al estudio de la cognicion
animal y abogd, que mas alla de la observacion de
las capacidades para ejecutar tareas, presentan ca-
pacidades cognitivas sensoriales que aplican en la
resolucion de problemas espaciales, fisicos y sociales;
fenomenos que se integran a través de la memoria,
aprendizaje, socializacion, refuerzo y castigo (Thor-
ndike, 2017).

Todo inicia con los trabajos de Darwin en 1837 con su
escrito titulado Aan la mente y el instinto, donde deba-
tia la razon (argumento para probar algo o persuadir),
cuyos aportes permitieron el desarrollo de teorias ex-
plicativas sobre el comportamiento animal en diferen-
tes areas del conocimiento (Belger et al., 2018).

Darwin argumento “la psicologia encontraria una
base segura [...] en el fundamento [...] de la adquisi-
cion necesaria de cada poder mental y de cada capa-
cidad mental en forma gradual” (es decir, a través de
la seleccion natural) (Darwin, 1963).

En 2017 Parker y Gilbert atribuyeron que la do-
mesticacion fue un factor importante en la historia
de la humanidad, ya que desde hace mas de 3000
anos ejercen tareas que son de beneficio mutuo
(caza, vigilancia y seguridad), ayudando a los asen-
tamientos (H. G. Parker et al., 2015; H. G. a. G. Par-
ker, S. F., 2017). Desde una perspectiva comparada,
los perros se han convertido en un caso interesante,
dado el creciente acuerdo cientifico de que su do-
mesticacion puede considerarse como un proceso
evolutivo (Price, 1984), durante el cual las capacida-
des de los lobos se transformaron especificamente
por los desafios de convivir con los humanos (Miklosi
etal., 2013).

Otro de los estudios populares es del investigador
ruso lvan Pavlov, quien se dio a conocer por sus ex-
perimentos en perros, siendo considerado como el
primer conductista, elaborando un modelo al que lla-
mo “condicionamiento clasico o respondiente”, que
se caracteriza por lograr que un organismo genere
una respuesta fisiologica e involuntaria a partir de un
estimulo que originalmente no lo provocaba (Reyna,
2017). Mientras que la etologia cognitiva postula
como los animales disponen de mecanismos neu-
robioldgicos, cognitivos y comportamentales para
percibir e interpretar los estimulos (caricias, tono de
voz, olores y sonidos) del ambiente y tomar decisio-
nes con base en ello (Miklosi & Topal, 2013).

Trabajos comparativos de la cognicion canina como
los de Miklosi describen el término “competencia so-
cial evolutiva” como una cualidad de los individuos
que interacttan y que se manifiesta como un sistema
de habilidades comportamentales pro sociales (eli-
minar los factores que los obstaculizan) y coercitivo
(control de comportamiento) expresadas por indivi-
duos de una especie, asimismo proporciona un con-
cepto Util para investigaciones comparativas sobre los
efectos evolutivos y del desarrollo de las habilidades
socio-cognitivas caninas (Miklosi & Topal, 2013).

Sin embargo, la naturaleza inusual de la compren-
sion de nuestros gestos por parte de los perros ge-
nerd interés por comprender los origenes de estas
habilidades desde una perspectiva ontogenética y
filogenética. Evidencia descrita en los articulos de
(Palmer et al., 2008; J. Topal et al., 1998), indica que
la relacion entre un perro y su duefio cumple criterios
conductuales de apego [p. €j., acercarse al cuidador
en momentos de angustia emocional, utilizar al cui-
dador como base segura para exploracion(Ainswor-
th, 1969; Rajecki et al., 1978)]. Lo anterior, también
es respaldado por investigaciones que muestran
rasgos caracteristicos de apego hacia los cuidadores
en los perros, mientras que los lobos carecen de un
mecanismo similar de organizacion de comporta-
miento (Jozsef Topal et al., 2005). Un ejemplo de
estos comportamientos se puede observar en los
experimentos realizados en 1959 por la biologa rusa
Lyudmila Trut con zorros plateados, quien cambio el
comportamiento y la adaptabilidad de dichos anima-
les a los humanos (Trut et al., 2009).

Cientificos como Hare y Tomasello (2005) sugi-
rieron que la domesticacion afect6 la respuesta de
agresion/miedo de los animales, esto permitié que
sus habilidades cognitivas sociales naturales se de-
sarrollaran gracias a la seleccion direccional (cambio
evolutivo que suele verse en entornos que han sido
modificados con el tiempo) (B. Hare et al., 2005).



Topal y colaboradores en 2009 utilizaron un enfoque
teorico de sistemas y propuso que la domesticacion
es menos probable que la cognicidn social en los pe-
rros, y que esto ocurrié como resultado de un cam-
bio fundamental en un solo aspecto del sistema de
comportamiento social-afiliativo. Afirmaron que las
habilidades sociales caninas se perfeccionaban me-
diante pequeiios cambios genéticos que afectan a
diferentes componentes de sociabilidad (p ej. apego,
cooperacion, mayor socializacion, atencion). Otros
han enfatizado el papel de la influencia ambiental y
han favorecido la posicion de que gran parte de la va-
riacion entre perros y lobos depende de su ontogenia
(Jozsef Topal et al., 2009).

Cada teoria cientifica sobre la evolucion de la cog-
nicion social canina puede tener sus méritos, tanto
las deficiencias metodologicas en la investigacion ex-
perimental como la falta de un marco funcional para
la cognicion social han impedido la reconciliacion de
algunas hipotesis.

Aunque existe gran dificultad para establecer un mo-
mento exacto desde el comienzo de la domesticacion,
Freedmany colaboradores (2014) indican que la domes-
ticacion inicial del perro suscito hace 11.000 - 16.000
anos; anterior al auge de la agricultura (Freedman et
al., 2014). Hoy en dia, gracias a las avanzadas técnicas
genomicas se ha obtenido mas informacion acerca del
origen y de los cambios genéticos que crearon al perro,
algunos de esos cambios incluyen enfermedades que
se asemejan a algunas halladas en el ser humano (p ej.
parvovirus), con lo cual se utilizan en muchos estudios
comparativos (H. G. a. G. Parker, S. F., 2017).

Los estudios moleculares han intentado fechar la
divergencia, resultado del aislamiento por barreras o
distancia geografica donde el intercambio de mate-
rial genético es limitado; entre el perro y el lobo utili-
zando multiples conjuntos de datos y metodologias.
Analizando el ADN mitocondrial, se ha cronometra-
do la divergencia perro-lobo entre 5.400 y >100.000
anos (Boivin, 2020), siendo filogenéticamente mas
viejo el lobo. Existe una gran dificultad para estable-
cer un momento exacto de domesticacion debido a
multiples fuentes de conflicto, y aln se desconoce la
tasa de mutacion del genoma del perro; debido a que
los tiempos de divergencia se estiman en funcion de
las tasas de mutacion supuesta que consideran que
existe un cambio en la secuencia de ADN de un or-
ganismo, pero no ha sido verificada. Es decir, la tasa
de mutacion en perros se considera en 1,4 x 108
frente a la tasa de mutacion en lobos que es de 2,2
x 10 (Vonholdt et al., 2016). La interpretacion de
las sefales filogenéticas en estos genomas es parti-
cularmente desafiante debido a los altos niveles de

clasificacion de linaje incompleta y flujo de genes
posterior a la divergencia (Thalmann et al., 2013).
Sin embargo, el genoma del perro doméstico, como
companero cercano de los humanos, ha sido altera-
do constantemente mediante intensas presiones se-
lectivas para obtener rasgos especializados (Akey et
al., 2010; Sutter et al., 2004).

Miho Nagasawa (2023) indic6 que “se cree que
las habilidades cognitivas sociales de los perros se
adquirieron como un subproducto de las mutacio-
nes de la respuesta al estrés”. Los perros tienen res-
puesta reducida al estrés debido a mutaciones en el
sistema nervioso central a nivel dopaminérgico, se-
rotoninérgico y de oxitocina (di Rocco, 2010); por
ello, desarrollan temperamento tolerante con quie-
nes deberian competir, los humanos, y han adquirido
habilidades cognitivas sociales similares a los mismos
(Brian Hare et al., 2013). Basandose en la hipdtesis
de los trabajos de Hare & Woods, 2013; Nagasawa
indico que los perros, al igual que los bebés humanos,
utilizan la mirada como comportamiento de apego
para promover la secrecion de oxitocina (OT) en
sus duenos (Nagasawa et al., 2015), sugieren que al
utilizar habilidades cognitivas sociales similares a las
de los humanos, los perros pueden formar vinculos
emocionales y ganar una posicion en la sociedad hu-
mana (Nagasawa, 2023).

Otros enfoques se emplazan en la cognicion no
centrada en el sistema nervioso central; como la cog-
nicion distribuida, que hace referencia a los recursos
que se comparten entre los multiples agentes que re-
quiere una tarea (Hutchins, 1995), fijando unidades
de analisis en las dinamicas sociales y ambientales
distribuidas que se rigen mediante restricciones ma-
teriales, organizativas y situacionales que recaen en
variados agentes como las caracteristicas del entor-
no y sus interacciones (Ortega-Pérez, 2019).

El comportamiento animal es el resultado de la bio-
logia y el medio ambiente; los cambios de compor-
tamiento se desencadenan por una sefal interna o
externa, por ejemplo, la aparicion de una amenaza
cercana, dando respuestas de conductas que son
inducias por impulsos primarios de supervivencia
y reproduccion. Si bien, el comportamiento animal
puede variar ampliamente segun el individuo, cier-
tos rasgos de comportamiento, como la busqueda de
atencion y la persecucion de presas se heredan ge-
néticamente (Trigosso, 2007). Mientras que la cog-
nicion canina hace referencia a las distintas maneras
en que los perros adquieren informacion del entorno
por medio de los sentidos (olfato, audicion, tacto,
vista, gusto), la retienen, la procesan y toman una
decision de comportamiento (Shettleworth, 2001).

A



Los autores contemporaneos como es el caso de
Clive Wynney Brian Hare tienen puntos de vista distin-
tos. Brian Hare, antropdlogo evolutivo e investigador
del comportamiento canino de la Universidad Duke,
Durham, USA y fundador del Centro de Cognicién
Canina Duke, publicé en 2013 “The Genius of Dogs”,
donde resalta la importancia de estudiar a los perros
tal como son, centrandose en sus rasgos de compor-
tamiento especifico y el impacto de las interacciones
humanas. Definiendo como cognicion canina al “genio
canino”, producto de un proceso de auto domestica-
cion al que los perros se sometieron a lo largo de la
historia de su génesis y evolucion, su teoria recoge la
idea de que los perros poseen habilidades cognitivas
Unicas que los distinguen de otras especies: una inte-
ligencia social sin precedentes que vinculo su asocia-
cion a nuestra especie (Brian Hare & Woods, 2013).

Mientras que Clive Wynne enfatiza las cualidades y
caracteristicas Unicas de los perros como especie, aque-
llas que los diferencian del resto de animales atendien-
do particularmente a la relacion de estos con los seres
humanos, argumentando que los perros han evolucio-
nado para desarrollar ciertas habilidades sociales, como
la capacidad de comprender sefales sociales humanas
o la de formar fuertes lazos afectivos y emocionales in-
terespecie con humanos (Wynne, 2019).

Cuando se comienza el adiestramiento de un perro, lo
primero que se debe tener en claro es evitar el proce-
so de humanizacion del animal, y tener presente que
el perro es perro y no tiene las misma capacidades in-
telectuales del hombre; piensan diferente y hay que
tratarlos de acuerdo a la etologia de su especie (de
Martin, 2018). El perro aprende fundamentalmente
por dos vias: una por la que nosotros le ensefiamos
a realizar alguna actividad, independientemente de si
hay un proceso de entendimiento o no; y una segunda
via que es la experiencia del individuo. No obstante,
existen una serie de factores que debemos conocer y
que influyen no solo en la cognicion, sino en el com-
portamiento del propio perro y que nos facilitara el
adiestramiento (Aldaz Bustillo et al., 2012).

De acuerdo con estudios en relacion a inteligencia
animal desarrollados por Watson en 1911 y Thorndi-
ke, 2017; los factores que influyen a la hora del adies-
tramiento son (Thorndike, 2017; Watson, 1911):

+ Socializacion: en este periodo, es necesario
someter al cachorro de forma controlada a to-
dos los estimulos posibles, dando como resul-
tado un perro adulto equilibrado y sin miedos.

+ Aprendizaje: es el cambio o modificacion de la
conducta como consecuencia de la experiencia
y que no puede explicarse en términos de fa-

tiga muscular, de adaptacion de los receptores
sensoriales 0 maduracion del sistema nervioso.

+ Refuerzo: son todos aquellos estimulos que
favorecen que una respuesta o conducta se
repita ya sea positivamente [p. ej. el dispensa-
dor de alimento o caricias (Yin et al., 2008)] o
negativamente (p. ej. el collar o bozal de casti-
go) esto es de acuerdo a las actividades que se
les pide siempre buscando el bienestar animal.

+ Castigo: es la aplicacion de un estimulo aver-
sivo o la eliminacion de un estimulo positivo
para evitar que se dé una conducta. El simple
hecho de privarlos de libertad y llevarlos de
nuevo a la perrera cuando hacen algo mal.

«  Memoria: es la facultad de recordar algo vivido o
aprendido. El esquema es sencillo, el perro tiene
instintos sobre los que actlan los estimulos que ac-
tivan los impulsos generando un comportamiento.
Este comportamiento puede ser modificado con el
aprendizaje para obtener perros adiestrados.

Gracias a estos factores, se han empleado dos tipos
de adiestramiento:

a. Cognitivo-emocional: Los perros en varios roles
de trabajo se someten a una cuidadosa seleccion
y formacion rigurosa, pero hoy en dia las organi-
zaciones todavia enfrentan altas tasas de fracaso
debido a problemas de comportamiento (Foraita
et al., 2024). Sin embargo, Assistance Dogs Inter-
national define tres tipos de perros en asistencia
cognitivo-emocional, 1) los perros guia ayudan a
las personas con deficiencias visuales, 2) perros
auditivos que ayudan a personas con discapaci-
dad auditivay 3) perros que ayuden a personas
con discapacidades que no sean ceguera o sor-
dera. Mas concretamente, segun lo definido por
(Rodriguez et al., 2020), los perros de servicio
son aquellos que ayudan a las personas con dis-
capacidades fisicas (p. €j., realizando tareas re-
lacionadas con la movilidad, como tirar de una
silla de ruedas o recuperar articulos caidos), in-
dividuos con afecciones médicas [p. €j., alertar o
responder a crisis médicas tales hipoglucemias o
convulsiones (Wells et al., 2016) y a las personas
con trastornos de salud mental (p. €j., perros de
servicio psiquiatrico para trastorno de estrés pos-
traumatico o trastorno del espectro autista).

b. Socio- cognitivo, consiste en entrenar al perro
para conseguir que emita ciertas conductas me-
diante la comprension de la situacion (social o de
peligro), no a través de una respuesta condicio-
nada (Ivry et al., 2014).

Estos principales tipos de adiestramiento también
se apoyan con ciertas técnicas como es el caso de
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adiestramiento con refuerzo positivo (estimulo agra-
dable cuando el perro realiza una conducta adecua-
da) como el clicker training, que consiste en utilizar
un pequeno dispositivo que emite un sonido meta-
lico tipo “clic” al presionarlo. Este es un método de
entrenamiento de refuerzo positivo, donde un entre-
nador combina un refuerzo primario, como la comida,
con un clic audible producido a partir de un disposi-
tivo mantenido en la mano del entrenador (Dorey
et al., 2020). Los defensores del entrenamiento de
clicker han informado que el uso de esta técnica en
entornos aplicados ayuda a los perros a aprender mas
rapido, los hace mas ansiosos por aprender y fomen-
ta la resolucion de problemas (Feng et al., 2018).
Las técnicas con castigo, como el collar o bozal y la
estimulacion eléctrica, pueden ser efectivas en la co-
rreccion de comportamientos no deseados (aullidos,
ansiedad, agresividad o destrozos), pero también pue-
den causar dolor y estrés al perro y dafar la relacion pe-
rro-dueio y finalmente la técnica de espejo consiste en

utilizar a otro perro para demostrar una orden o un tipo
de comportamiento (Miranda, 2010; Pilley et al., 2011).

La cognicion juega un papel importante en el apren-
dizaje. Los perros tienen la capacidad de reconocer a
personas y a otros animales; son capaces de utilizar
gestos de comunicacion humana, es decir, sefiales
auditivas y visuales combinadas con sefales referen-
ciales; permitiendo una interaccion fuerte entre am-
bas especies lo que fomento la domesticacion.

Tener un perro adiestrado es gratificante tanto para el
duefio como para el can. Se evitan problemas de conduc-
ta, de ansiedad por separaciony de agresion competitiva
hacia otros perros. El adiestramiento es una cuestion de
bienestar animal, lo que puede disminuir el nimero de
perros abandonados. Su éxito requiere la composicion
de 3 factores principales: los perros, sus duefios y la co-
nexion entre ambos (Stevenset al., 2021).
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La vacunacion representa uno de los logros mas sig-
nificativos en la historia de la medicina. Gracias a la
implementacion de programas regulares de inmu-
nizacion, se ha conseguido controlar con éxito nu-
merosas enfermedades, e incluso erradicar algunas
como la viruela a nivel global (Bermejo, 2012).

En la década de 1990, se evidenci6 la capacidad de
transfectar células in vivo con acido desoxirribonucleico
(ADN) desnudo, permitiendo la expresion de antigenos
capaces de inducir tanto respuestas inmunitarias humo-
rales como celulares. No obstante, fue en 1992 cuando
se publico la primera descripcion de que la vacunacion
con ADN podia provocar respuestas inmunitarias. Este
hallazgo marco el surgimiento de las vacunas de tercera
generacion, también conocidas como vacunas génicas
(Wolff et al., 1999; Tang, DeVit & Johnston, 1992).

Las vacunas de ADN expresan antigenos en células
huésped transfectadas, generando antigenos “endo-
genos”. Estos antigenos son altamente eficaces para
desencadenar respuestas de células T debido a su
facil acceso a las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase I y Il. Como re-
sultado, se generan respuestas de células T CD4+ y
CD8+. Una respuesta inmunitaria robusta de las cé-
lulas T colaboradoras es esencial para inducir el desa-
rrollo de células B de alta calidad y la produccion de
anticuerpos (Wang & Lu, 2013).

Asi, las vacunas génicas combinan muchas de las
caracteristicas deseables de las vacunas tradicionales,
pero ofrecen ventajas adicionales, tales como seguri-
dad, capacidad para inducir una respuesta inmunitaria
celular y humoral, facilidad para modificar los antige-
nos codificados en los plasmidos, menor costo en la
produccion a gran escala y una vida media mas larga.
Esto proporciona una mejor estabilidad en cuanto a la
temperatura de almacenamiento y transporte, per-
mitiendo prescindir de la cadena fria utilizada en las
vacunas convencionales (Shedlock & Weiner, 2000).

La conformacion de una vacuna de ADN se puede di-
vidir en dos elementos principales: el vector de ADN
de la vacuna y el inserto del gen diana (figura 1) (Lu,
Manning & Arthos, 2003).

esta compuesto por la
estructura principal de un plasmido de expresion en
mamiferos y la unidad transcripcional. Los plasmidos
bacterianos son moléculas de ADN circular que se au-
torreplican de forma extracromosomica en las bacterias
(Babiuk et al., 2000; Kowalczyk & Ertl, 1999). La compo-
sicion del plasmido incluye un replicon de ADN, que esun

origen de replicacion (ori), para permitir la amplificacion
del plasmido en bacterias, asi como un gen de resistencia
a antibidticos (ampicilina o kanamicina) que facilita el
crecimiento selectivo de las bacterias que portan el plas-
mido (Srivastava & Liu, 2003; Huygen, 2005).

contiene un promotor, ge-
neralmente de origen viral, como el del citomegalovirus
humano (CMV), el virus del sarcoma de Rous (RSV)
0 el virus de simios 40 (SV-40). Estos promotores son
secuencias cortas de ADN a las que se unen diversos
factores de transcripcion que ayudan a guiar y activar a
las polimerasas y se encuentran activos de forma cons-
titutiva en la mayor parte de las células eucariotas (Re-
yes-Sandoval & Ertl, 2001; Babiuk et al., 2000). Muchas
vacunas utilizan la secuencia terminadora de la hormona
del crecimiento bovino, ubicada aguas abajo del marco
de lectura abierto (ORF del inglés open reading frame)
del gen de interés, para asegurar una finalizacion trans-
cripcional adecuada (Montgomery et al., 1993).

consiste en la secuencia
que codifica para la proteina o fragmento especifico
del patogeno de interés, destinado a ser reconocido
por el sistema inmunoldgico. Una de las formas mas
efectivas de aumentar la produccion de proteinas es
mediante la optimizacion de codones (Gustafsson et
al., 2004). Por ejemplo, muchos aminoacidos pueden
ser codificados por mas de un codon, y diferentes
organismos muestran preferencia por ciertos codo-
nes (Montgomery et al., 1993). Se ha descubierto
que al cambiar los codones preferidos por un virus
o bacteria por aquellos preferidos por las células de
mamiferos da como resultado una mayor produccion
de proteinas, lo que conduce a respuestas mejora-
das de células T (Ramakrishna et al., 2004; Frelin et

Plasmido

MARCADOR |

Fuente: Tomado de Loera-Valenzuela et al., 2016.



al., 2004) y produccion de anticuerpos protectores
(Cheung et al., 2004; Kutzler & Weiner, 2008).

Una vez construido el plasmido de la vacuna, este se
inserta en huéspedes bacterianos donde el crecimien-
to bacteriano produce multiples copias del plasmido.
ComUnmente se emplean cepas de Escherichia coli,
como HB101 y DH5 (Wang & Lu, 2013). La transfor-
macion de ADN plasmidico en E. coli mediante el mé-
todo de choque térmico es una técnica que consiste
en insertar un plasmido extrano o un producto de liga-
cion en las bacterias. Después de una breve incubacion
en hielo, se coloca una mezcla de bacterias quimica-
mente competentes y ADN a 42 °C durante 45 se-
gundos (choque térmico) y luego se vuelve a colocar
en hielo. Se anade medio y las células transformadas
seincuban a 37 °C durante 30 min con agitacion (Fro-
ger & Hall, 2007). Las células bacterianas se cultivan
en medio de lisogenia (LB) que contiene los antibio-
ticos deseados (p.ej. ampicilina) para llevar a cabo la
seleccion de las células que han adquirido el plasmido
(Yadav et al., 2014). EL ADN plasmidico es luego puri-
ficado de las bacterias separando el plasmido circular
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Esta representacion destaca los pasos fundamentales en la produc-

cion de vacunas de ADN.
Fuente: Modificado de Yadav et al., 2014.

del ADN bacteriano mucho mas vacuna. Se pueden
lograr diferentes escalas de purificacion de plasmidos
utilizando kits de purificacion de ADN disponibles co-
mercialmente. Por ejemplo, el kit giga-prep de Qiagen
es Util para la produccion de hasta 10 mg de plasmidos
de ADN (Wang & Lu, 2013; Yadav et al., 2014).

Las vacunas de ADN ofrecen una flexibilidad Unica
al poder administrarse a través de diversas vias, y la
eleccion de esta ruta puede influir significativamen-
te en la eficacia y la respuesta inmune generada. Se
estima que solo entre el 1 y 10% del ADN total ino-
culado se procesa de manera eficiente para expresar
la proteina de interés (Reyes-Sandoval & Ertl, 2001;
Kowalczyk & Ertl, 1999).

Entre las vias de administracion conocidas para las va-
cunas de ADN se encuentran la intramuscular, intradér-
mica, intravenosa, intraperitoneal, epidérmica mediante
escarificacion de la piel, oral, intranasal y vaginal (Lopez
et al., 2013). La eleccion de la via de administracion de-
pendera de varios factores, como la especie animal, el
tipo de vacuna, la eficacia esperada, la cantidad de ADN
a inocular y consideraciones logisticas (Reyes-Sandoval

& Ertl, 2001).

Se han investigado diferentes métodos para
mejorar la eficacia de las vacunas de ADN. Uno de
estos métodos es la pistola genética (gene gun),
que permite reducir drasticamente la dosis de la
vacuna. Este proceso implica el acoplamiento del
ADN a esferas de oro o tungsteno, las cuales se
bombardean en la dermis y las capas subdérmicas
con la ayuda de helio comprimido, facilitando la
transfeccion directa de las células blanco (Berg-
mann&Leitner & Leitner, 2015; Huygen, 2005).

Otro método es la electroporacion (EP), que
implica la aplicacion de pulsos eléctricos breves
y de bajo voltaje a las células o tejidos justo des-
pués de la inyeccion de la vacuna. Este proceso
temporalmente aumenta la permeabilidad de las
membranas celulares, lo que facilita la entrada del
ADN en las células objetivo (Cukjati et al., 2007).

Independientemente de la via utilizada o mé-
todo, diversas células reciben el ADN, siendo las
células presentadoras de antigenos (APC) profe-
sionales (macrofagos, células dendriticas, células
de Langerhans y linfocitos B) las encargadas de
recoger el ADN para la activacion celular, dado
que son las Unicas células capaces de realizar esta
funcion (Reyes-Sandoval & Ertl, 2001).

Al igual que todas las vacunas, el mecanismo
mediante el cual las vacunas de ADN generan
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inmunogenicidad es activando la respuesta inmune
adaptativa. En este proceso, participan células inmu-
nitarias especializadas y anticuerpos que atacan y
destruyen antigenos, previniendo asi futuras enfer-
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medades al recordar (memoria inmunologica=for-
macion de inmunoglobulinas especificas para cada
antigeno) como eran esas sustancias y al generar
una nueva respuesta inmunitaria. La duracion de la
inmunidad adaptativa puede variar, desde semanas y
meses hasta, en algunos casos, toda la vida.

Cuando un plasmido se inyecta debajo de la piel o el
musculo del huésped, penetra en la célula y se trans-
loca al nlcleo, donde comienza la transcripcion del
transgén. Los transcritos se transportan al citoplasma,
donde son traducidos por los ribosomas, y posterior-
mente procesados en pequefos péptidos antigénicos
por las proteasas del huésped, estos péptidos ingresan
a la luz del reticulo endoplasmatico (RE) a través de
transportadores asociados a membrana. Los péptidos
se unen a moléculas del MHC de clase | (Hewitt, 2003,
Mota-Sanchez, 2009, Yadav et al., 2014). La proteina
exogena también puede ser presentada por el MHC
via clase Il por células presentadoras de antigenos
(APC), que activan células T auxiliares CD4+.Estas
células CD4+ son capaces de reconocer los péptidos
formados a partir de proteinas exodgenas que fueron
endocitados o fagocitados por APC y degradados a
fragmentos de péptidos cargados en moléculas de

MHC de clase Il. Dependiendo del tipo de célula CD4+
que se una al complejo, las células B son estimuladas
y se estimula la produccion anticuerpos (Shedlock &
Weiner, 2000; Mota-Sanchez, 2009).

Anticuerpos
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LB
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Esta representacion visual destaca las etapas cla-
ve del mecanismo de accion de una vacuna de ADN.
Desde la introduccion del plasmido en la célula hasta
la presentacion de péptidos en la superficie celu-
lar y la activacion de los linfocitos T cooperadores
(CD4+), asi como la activacion de los linfocitos B
para la produccion de anticuerpos y la generacion de
memoria inmunologica.

Actualmente, se han autorizado vacunas de ADN
para uso veterinario, contra el virus del Nilo Occiden-
tal en caballos (Davidson et al., 2005), la necrosis
hematopoyética infecciosa en bancos de salmones
(Garver et al., 2005) y el melanoma canino en perros
(Pellin, 2022), asi como Clynav contra la infeccion
por enfermedad del pancreas en el Atlantico en sal-
mon (Resaeg et al., 2021). Ademas, la primera va-
cuna comercial de ADN contra el H5N1 en pollos ha
sido recientemente aprobada por el Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), que
se dirige a la influenza aviar H5 altamente patdgena
(AgriLabs, 2018; Jazayeri & Poh, 2019).



Las vacunas de ADN tienen la capacidad de estimu-
lar respuestas inmunitarias especificas mediante la
inoculacion directa del material genético, ofreciendo
ventajas notables en términos de produccion vy efi-
cacia. Si bien, se han logrado avances significativos
en el desarrollo de vacunas de ADN, es fundamental

reconocer que algunas de ellas aun se encuentran en
fase de desarrollo y evaluacion. Su implementacion
clinica requiere de mas investigacion para abordar
desafios, como mejorar la optimizacion de la inocu-
lacion del ADN y mejorar el tiempo de respuesta in-
mune. A medida que continlan las investigaciones,
las vacunas de ADN podrian desempefar un papel
importante en la mejora de la salud en animales.
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De la parasitologia de aves silvestres a la patologia
de anélidos terrestres

En el estudio del estado de salud de las poblaciones
de aves silvestres, ademas de los parametros morfomé-
tricos, se toman muestras para estudios hematologicos,
bacteriologicos, parasitoldgicos e histopatologicos. De
manera particular, la identificacion de enteroparasitos
se realiza mediante la identificacion del microorganismo
0 a partir de los huevos u ooquistes. En general, estas
estructuras son identificables facilmente. Sin embargo,
también es comUn encontrar estructuras similares a las
antes mencionadas y que escapan a la pronta identifica-
cion, como es el caso de las gregarinas (figura 1).

S

A, ooquiste no esporulado de Isospora; B, huevo de cestodo; C,
huevo de nematodo; D, ooquiste de gregarina (Monocystis sp.)
con numerosos esporoquistes. E, Barra =10 um.

Fuente: Elaboracion propia.

|_AS GREGARINAS

Los Apicomplexa son un grupo de eu-
cariontes unicelulares, parasitos de hu-
manos y animales, tanto vertebrados
como invertebrados. Los Apicomplexa
mas importantes se dividen en cinco
grupos principales: gregarinas, hemo-
gregarinas, coccidias, hemosporidias y
piroplasmas (Levine, 1988). Algunos
Apicomplexa de humanos y animales
son ampliamente estudiados (Plasmo-
dium, Toxoplasma, Cryptosporidium,
entre otros), mientras que se tiene
muy poco conocimiento de otros pro-
tozoarios patogénicos en diversas es-
pecies animales. De manera particular,
las gregarinas se consideran el grupo
mas primitivo en el arbol filogenético
de los Apicomplexa. Infectan el tubo
digestivo, cavidad celomica y 6rganos
reproductivos de invertebrados de

agua dulce, marinos y terrestres: gusanos, moluscos,
artropodos, equinodermos y tunicados (Reyes Villa-
nueva, 2004). La gran mayoria de las gregarinas son
monoxenos (parasitos que cumplen su ciclo de vida en
un hospedero Unico). Debido a su gran tamano (200
a 600 pm), los esporoquistes contienen cientos de es-
poras y son conspicuos al microscopio (figura 1). En
general, se tiene muy poco conocimiento de las grega-
rinas, las cuales se distribuyen ampliamente y son rele-
vantes en la reconstruccion de la historia evolutiva de
los Apicomplexa (Simdyanov et al., 2017).

INFECCION DE ANELIDOS
TERRESTRES POR MONOCYSTIS SP.

Como todos los organismos terrestres y acuaticos, la
lombriz de tierra es parasitada por microorganismos
infecciosos. Un grupo de gregarinas del género Mono-
cystis infectan a estos invertebrados. Se estima que al
menos 114 especies de Monocystis infectan a los anéli-
dos terrestres (Kundu et al., 2023). En el estomago de
la lombriz, el esporoquiste (en forma de balon de futbol
americano) libera ocho (o mas) esporozoitos (figura 2).
Los esporozoitos recién eclosionados pasan a la cavidad
celdmica o se adhieren como parasitos extracelulares a
las células epiteliales mesentéricas (Reyes Villanueva,
2004). De manera particular, Monocystis sp. infecta las
vesiculas seminales de la lombriz de tierra (figura 3) y se
alimenta de una morula de esperma mediante digestion
enzimaticay absorcion de nutrientes (figura 4).

ESPOROZOITO
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ESPOROQUISTE

Fuente: Adaptado de Omoto y Cartwright (2003).
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Fuente: Elaboracion propia.

En lombrices de tierra infectadas con Monocystis sp.
se ha registrado disminucion de tamaio corporal,
baja fecundidad y en casos de infeccion severa (has-
ta 34 900 000 esporoquistes/individuo), inclusive la
muerte (Field et al., 2003; Field y Michiels, 2005). En
la lombricultura, lo anterior puede ocasionar pérdidas
econdmicas significativas (Field y Michiels, 2005).

IR W -

Fuente: Elaboracion propia.

Los invertebrados han desarrollado una variedad de me-
canismos de defensa muy eficientes. A diferencia de la
inmunidad adaptativa, la cual se basa en el reconocimien-
to de antigenos especificos por parte de linfocitos T, By
anticuerpos, y que se observa Unicamente en vertebra-
dos, muchos mecanismos de inmunidad innata se en-
cuentran tanto en vertebrados como en invertebrados.

» A0 13 = NUm 2 = ISSN: 2448 - 6612

En los invertebrados, los mecanismos celulares de inmu-
nidad innata incluyen reparacion de heridas, fagocitosis
de microorganismos y reacciones de encapsulamiento.
Ademas, los invertebrados poseen una gama de factores
antimicrobianos, por ejemplo, tipo lisozima, proteasas,
péptidos antimicrobianos y cascadas enzimaticas (Bilej
etal., 2010). Particularmente, en los celomocitos es rele-
vante la catalizacion de melanina y enzimas microbicidas
por la fenoloxidasa (homologos de los leucocitos de los
vertebrados) (Field et al., 2004).

Fuente: Elaboracion propia.

CONCLUSIONES

En conclusion, las caracteristicas morfométricas de
los ooquistes observados al microscopio permiten la
identificacion de Monocystis sp. en muestras copro-
logicas o incluso histologicas de intestinos de aves
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silvestres insectivoras, particularmente comedoras
de lombrices terrestres (figura 6).

Fuente: Fotografia de los autores.
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En ovinos y caprinos la infeccion por Corynebacte-
rium pseudotuberculosis ovis conduce al desarrollo de
lesiones piogranulomatosas en nodulos linfaticos su-
perficiales y en drganos internos como pulmoén, higa-
do y rifidn, esta enfermedad se denomina Linfadenitis
caseosa (Pointon et al., 2019). El potencial patogeno
del agente se ve favorecido por la presencia de fac-
tores de virulencia determinantes para el desarrollo
de la enfermedad en el hospedero. La identificacion
de moléculas que participan en la adhesion, invasion,
colonizacion, propagacion dentro del huésped y eva-
sion del sistema inmunoldgico, es esencial para com-
prender los mecanismos de patogenicidad de este
agente (Soares et al., 2013). El principal factor de
virulencia de C. pseudotuberculosis es la fosfolipasa D
codificada por gen pld, promueve la degradacion de
la esfingomielina de las membranas de las células en-
doteliales del punto de infeccion y de los macrofagos,
contribuyendo a la diseminacion regional y sistémica
de la bacteria (Rodriguez et al., 2021).

LAC se transmite por contacto directo, los anima-
les infectados pueden eliminar la bacteria a través de
la ruptura de abscesos. La infeccion inicia por la en-
trada del agente a través de heridas en la piel o mu-
cosas, ocasionadas durante las practicas de manejo
como la esquila, corte de cola, y marcaje de orejas. La
transmision por aerosol es posible porque los anima-
les con lesiones pulmonares pueden eliminar el pa-
togeno a través del aire exhalado (Ruiz et al., 2020;
Windsor, 2011). Posteriormente se disemina por via
hematogena y linfatica comenzando el desarrollo de
abscesos en los nodulos linfaticos mas cercanos al
sitio de infeccion. Las lesiones primarias presentan
infiltracion masiva de fagocitos (principalmente po-
limorfonucleares neutrofilos), esta fase corresponde
a un proceso inflamatorio caracterizado por los sig-
nos clasicos de la reaccion inflamatoria aguda como
edema y elevacion de la temperatura (Varela et al.,
2018; Vilaplana et al., 2020). Microscopicamente los
abscesos tienen un centro de necrosis licuefactiva,
rodeados de tejido conectivo con fuerte infiltrado
de células inflamatorias mononucleares y polimor-
fonucleares neutrofilos; puede tener diversas capas
de infiltrado inflamatorio mixto y proliferacion de
tejido conectivo, lo que le confiere, al corte trans-
versal un aspecto de “aros de cebolla” (Khanamir et
al., 2023). Los abscesos en organos parenquimato-
sos como el higado, rifdn, pulmoén e inclusive en la
glandula mamaria inician como lesiones piogranulo-
matosas y progresan a lesiones abscedativas (Torky
et al., 2023). El tamano de los abscesos es variable,
oscilando entre 1y 15 cm, con un promedio de 4,6
cm (Khanamir et al., 2023). La dureza del absceso

depende del tiempo de evolucion y del grado de pro-
liferacion de tejido conjuntivo fibroso que constituye
la capsula del absceso. LAC conduce al deterioro pro-
gresivo de la condicion fisica, un estudio report6 que
el 80% de animales afectados presentaron una pun-
tuacion baja de condicion corporal (<2), y el 23,13%
presentaban anemia leve (Ruiz et al., 2020); por ello
constituye una de las principales causas de elimina-
cion de ovejas y cabras (O’Hara et al., 2021). La pre-
sentacion visceral dificulta el diagnostico, debido a la
falta de signos clinicos aparentes, permitiendo que
la enfermedad se propague dentro de los rebafios y
entre ellos (Costa et al., 2020).

Dentro de las estrategias de prevencion y control
destacan el aislamiento de los animales clinicamente
enfermos, el sacrificio y la vacunacion de los rebafios
(Yitagesu et al., 2020). El objetivo de la presente re-
vision bibliografica fue recopilar informacion sobre
LAC en el mundo. Considerando que el conocimiento
y la divulgacion sobre la presentacion y diagnostico
de LAC contribuye a su oportuna deteccion por los
productores, técnicos, médicos veterinarios zootec-
nistas y estudiantes interesados en la tematica.

La Linfadenitis caseosa (LAC) es una enfermedad
de distribucion mundial que impacta negativamente
en las unidades de produccion ovinas y caprinas; el
agente causal es la bacteria Corynebacterium pseu-
dotuberculosis (C. pseudotuberculosis) biovar ovis
(Dorella et al., 2006). C. pseudotuberculosis biovar
ovis es un cocobacilo grampositivo (figura 1A), no
esporulado, anaerobio facultativo que se aisla en me-
dio de cultivo agar sangre (figura 1B) y presenta un
mayor crecimiento en medio de cultivo liquido infu-
sion cerebro corazén (BHI) (figura 1C). El tamafo
de la bacteria varia de 0.5 pm a 0.6 ym de amplitud
y 1.0 ym a 3.0 pm de longitud. Tiene la capacidad
de crecer en anaerobiosis, degradar la galactosa,
maltosa, L-y D-arabinosa y glucosa sin la produccion
de gas (Hussain et al., 2017). Por su capacidad de
reducir nitratos se clasifica en dos biovares, aquellos
que muestran la reduccion de nitrato positiva corres-
ponden al biovar equi y los aislamientos en los que se
aprecia una reduccion de nitrato negativa son iden-
tificados como biovar ovis (Schlicher et al., 2021).



Fuente: Elaboracion propia.

Corynebacterium pseudotuberculosis se ha aislado de
productos lacteos como quesos frescos y maduros
producidos a partir de leche no pasteurizada de ove-
jasy cabras (Langova et al., 2022), lo que representa
un foco de infeccion para los humanos.

LAC cursa de manera crénica con dos formas de
presentacion cutanea y/o visceral (Yitagesu et al.,
2020). La forma de presentacion mas comun es la
visceral seguido de la cutanea; mientras que un bajo
indice de animales suele presentar una combinacion
de ambas formas clinicas (Ruiz et al., 2020). En un
estudio realizado en una granja de cabras en Brasil el
74.57% (129/173) presento un estado clinico asin-
tomatico y el 11.56% (20/173) signos clinicos carac-
teristicos de LAC; el resto de los animales analizados
fueron negativos a las pruebas serologicas (Nicoleti et
al., 2023). Por otro lado, se han considerado factores
de riesgo asociados a la incidencia de LAC, el sexo y
la edad; siendo las hembras y los corderos recién na-
cidos quienes presentan mayores probabilidades de
infeccion en comparacion con los machos adultos.
Estos resultados se asocian a la escasa inmunidad de
los animales jovenes y una prolongada
permanencia de las hembras en los re-
banos (Yitagesu et al., 2020).

La prevalencia real de LAC esta
subestimada, debido a que no es una
enfermedad de declaracion obligato-
ria. De acuerdo con estudios recientes
en Irak, las tasas de prevalencia de C.
pseudotuberculosis en ovejas y cabras
fueron del 0,94% y 1,93%, respecti-
vamente (Khanamir et al., 2023), en
Etiopia se ha reportado una prevalen-
cia de 18.8% (Yitagesu et al., 2020) y
Portugal 34% (Costa et al., 2020). Por
otro lado, México, Suiza y China han
logrado la caracterizacion molecular
de aislados provenientes de ovejas y
cabras (Varela et al., 2018; Schlicher
etal., 2021; Zhou et al., 2019).

LAC puede cursar dos formas clinicas: la externa tam-
bién descrita como cutanea (figura 2), caracterizada
por el desarrollo de abscesos en los nodulos linfaticos
superficiales o en el tejido subcutaneo (Yitagesu et
al., 2020). Se ha descrito el nodulo linfoide retrofa-
ringeo como el sitio de infeccion mas frecuente; el
nodulo linfoide pre-escapular y mamario también
suelen verse comprometidos con frecuencia (Ruiz et
al., 2020). En la manifestacion visceral, se observa la
formacion de abscesos en los nodulos linfaticos me-
diastinicos y otros 6rganos como pulmén, higado,
rinon y glandula mamaria (Torky et al., 2023). Los
nddulos linfaticos afectados pueden revelar diferen-
cias de texturas incluido: pus espeso, diversos signos
caseonecroticos y masas calcificadas. La presenta-
cion laminar o de aro de cebolla es mas comun en
ovinos, mientras que los caprinos suelen presentar
abscesos con pus espeso y caseificacion (Khanamir
et al., 2023).

Fuente: Fotografia de los autores.



Linfadenitis caseosa en pequenios rumiantes:
caracterizacion de la enfermedad

El diagnostico de LAC se basa principalmente en la
identificacion de abscesos en nodulos linfaticos ex-
ternos, animales con baja condicion corporal y un ex-
haustivo examen clinico con especial atencion en el
sistema respiratorio (Ruiz et al., 2020). Una vez iden-
tificados los animales sospechosos deben ser separa-
dos para evitar la propagacion (Burmayan y Brundage,
2021). La identificacion y aislamiento de C. pseudotu-
berculosis se logra de ma-

nera exitosa en medios

solidos bajo condiciones

genes relacionados con la virulencia y patogenicidad
como el operon fag involucrado en la adquisicion de
hierro extracelular (Markova et al., 2024).

Otras bacterias pueden desarrollar abscesos en
pequeios rumiantes, es por ello, que se deben con-
siderar para un diagnostico diferencial las siguientes:
Staphylococcus sp., Actinomyces pyogenes, Actinoba-
cillus sp., Fusobacterium necrophorum, Streptococcus
sp. y Enterococcus spp. (Didkowska et al., 2020; Pé-
pin etal., 2010).

de anaerobiosis durante
24 a 48 horas a 37 °C.
Se han cultivado mues-
tras de abscesos (pus)
en distintos medios pre-
fabricados como agar
sangre, agar MacConkey,
agar acido naladixico de
Columbia y agar sal de
manitol. Sin embargo, se
obtiene crecimiento de
colonias puras color blan-

Gen/6S rRNA
(816pb)

Gen narGG
(612 pb)

Gen 7poB

. (446pb)
co amarillento, opacas,
a-hemoliticas y convexas . :
L Gen pld
en agar sangre y agar aci- (203pb)
do naladixico Columbia

(Terab et al., 2021). Res-
pecto a la identificacion
molecular la técnica de
PCR suele ser la mas utilizada buscando la amplifica-
cion de fragmentos de los genes 16S rRNA, pld, rpoBy
narG (Almeida et al., 2017) (figura 3). Los examenes
seroldgicos como el ensayo de inmunoadsorcion en-
zimatica (ELISA) también suele ser comdn, por su alta
especificidad del 98.7% y sensibilidad del 91% (Barral
et al., 2019; Sting et al., 2022). Otros autores sefa-
lan la identificacion de C. pseudotuberculosis mediante
las caracteristicas coloniales, examen microscopico, y
la identificacion bioquimica mediante las pruebas de
catalasa, ureasa, reduccion de nitrato, licuefaccion de
gelatina y la prueba negativa de lactosa (Galvao et al.,
2017; Torky et al., 2023). El sistema API coryne es
un conjunto de pruebas ampliamente utilizado para
la clasificacion bioquimica de C. pseudotuberculosis,
permite diferenciar entre 49 especies de bacterias co-
rineformes, contiene 20 pruebas, 11 enzimaticasy 8
de utilizacion de hidratos de carbono (Almuzara et al.,
2006; Varela et al., 2018). Ademas de la identificacion
bioquimica y molecular, la secuenciacion genémica
constituye una herramienta fundamental para el es-
tudio de bacterias patdgenas como C. pseudotubercu-
losis, especificamente para la identificacion in silico de

Fuente: Elaboracion propia.

Biovar Biovar Biovar
equi ovis ovis
-

Los abscesos en ndodulos linfaticos superficiales de-
ben ser drenados o retirados a través de cirugia
y la inactivacion del material purulento obtenido
(Galvao et al., 2017). La sensibilidad antibidtica de
aislamientos de C. pseudotuberculosis ha sido amplia-
mente estudiada, demostrando que los antibidticos
mas activos correspondieron a los grupos de cefa-
losporinas, gluco-péptidos, macrolidos, quinolonas
y tetraciclinas. Mientras que los B-lactamicos y ami-
noglucdsidos muestran menor actividad (Gallardo et
al., 2019). Estos datos coinciden con los reportados
por Abebe y Tessema en 2015, donde los aislados
de C. pseudotuberculosis fueron sensibles a los anti-
bidticos norfloxacino, tetraciclina y kanamicina; sin
embargo, se observo resistencia frente a ampicilina y
clindamicina. El tratamiento de la LAC con antibioti-
cos de alta sensibilidad no es una alternativa, debido
a que las bacterias permanecen protegidas dentro de
los abscesos por la gruesa capsula de tejido conecti-
vo que las rodea (Gao et al., 2018).



El control de LAC depende de la vacunacion; sin em-
bargo, la enfermedad puede persistir incluso después
de periodos de vacunacion (De Pinho et al., 2021). El
desafio frente a esta problematica sanitaria es la gene-
racion de vacunas que confieran proteccion a mas del
80% del rebano. Recientemente se han logrado obte-
ner de manera exitosa proteinas recombinantes como
CP40 y PLD ambas considerados factores de virulen-
cia de C. pseudotuberculosis y se postulan como candi-
datas a vacunas para su posterior desafio (Rodriguez
et al., 2020). Otros factores de virulencia putativos de
C. pseudotuberculosis (rNanH y rPknG) han sido eva-
luados como vacunas de subunidades recombinantes
en el modelo murino, revelando mejores resultados;
los ratones inmunizados con rNanH+saponina presen-
taron con una tasa de supervivencia del 60%, mientras
que los inmunizados con rPknG + saponina una tasa
de supervivencia del 20% (De Oliveira et al., 2020).
La mayoria de las vacunas comerciales disponibles son
formuladas por una combinacion de antigenos de va-
rios agentes patogenos, sin embargo, ninguna logra
conferir proteccion total del rebafio, no impiden la in-
feccion, y presentan reacciones adversas con forma-
cion de abscesos cutaneos en el sitio de la inyeccion
(Rodriguez et al., 2021). En México no existen biolo-
gicos comerciales contra la LAC, frente a este vacio el

Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agri-
colas y Pesqueras (INIFAP) desarrollo una bacterina
- toxoide, con base en una cepa de C. pseudotubercu-
losis aislada en México. Fue evaluada en campo en los
estados de Veracruz, Puebla y Yucatan, demostrando
la disminucion de prevalencia de la LAC de un 10% a
un 1.5% en un lapso de dos afos de iniciado el progra-
ma de vacunacion (Murguia y Morales, 2017).

La Linfadenitis caseosa es una enfermedad que pue-
de pasar desapercibida en ovejas y cabras, las afecta-
ciones en organos internos constituyen la forma de
presentacion mas habitual dificultando el diagnosti-
co, volviendo a la enfermedad endémica dentro de
los rebanos. LAC es la principal causa de eliminacion
de animales provocando importantes pérdidas eco-
nomicas. La técnica de PCR es actualmente la prue-
ba mas utilizada para el diagnostico de LAC. Por otro
lado, a pesar de los esfuerzos para la identificacion
de candidatos vacunales, no se ha logrado obtener
biolégicos que confieran proteccion a mas del 80%
de los animales inoculados. Actualmente el estudio
del agente etioldgico de LAC se concentra en la eva-
luacion de la respuesta inmune inducida por distintos
factores de virulencia putativos de C. pseudotubercu-
losis e identificacion de factores de virulencia.
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La prevalencia de S.aureus en los hatos lecheros de
produccion familiar es alta, posiblemente relacionadas
con las condiciones de higiene del ordefio y manejo
del hato, contribuyen al desarrollo de la mastitis en las
vacas lechera (Manjarrez et al., 2012). Al disminuir el
riesgo de infeccion glandular la salud de la glandula
mamaria del ganado lechero y el riesgo de disemina-
cion de cepas de S.aureus resistentes a los antibioticos
(Hendrikson et al., 2008). La presentacion de cepas
de S. aureus resistentes y multiresistentes a los an-
tibioticos asociada a la expresion de la resistencia a
meticilina implica una alerta y vigilancia en la salud
pUblica (Aguayo-Reyes et al., 2018). La resistencia del
S. aureus a los antibioticos p-lactamicos en los hatos
lecheros se produce por diversos mecanismos, dentro
de estos el mas comdn la produccion de p-lactamasas
que hidrolizan a las penicilinas simples y a la ampicilina
(Hernandez et al., 1991). Las cepas de S.aureus peni-
cilinas no sensibles a la penicilinasa (oxacilina, cloxaci-
lina,dicloxacilina, nafcilina y meticilina), se relacionan
con cepas del antibiotipo oxaciclina/meticilina resis-
tentes (ORSA/MRSA), las cuales se han identificado
como causante de mastitis subclinica en vacas leche-
ras, incrementando el riesgo a la salud publica por la
emergencia de cepas resistentes a meticilina (MRSA),
que establecen la posibilidad de ocurra una infeccion
humana por contaminacion de leche y sus derivados
lacteos no pasteurizados (Lagunas, 2002). Actual-
mente las cepas MRSA son consideradas una alerta
mundial en la salud, por la ocurrencia de infecciones
hospitalarias y comunitarias que muestran alto grado
de morbilidad y mortalidad (Lee, 2003).

Son parte de la herbolaria tradicional las plantas
empleadas entre la poblacion humana para el cuidado
de la salud con un propdsito terapéuticos (Farnsworth
et al., 1985). Basado en el conocimiento empirico en
las comunidades rurales, es posible orientar el estu-
dio para identificar su actividad y desarrollar nuevos
fitocompuestos como una alternativa de tratamiento
(Sanchez et al., 2012). Al contener las plantas princi-
pios activos con potencial para el desarrollo de nuevos
farmacos (Farnsworth et al., 1985). Los nuevos fito-
compuestos podrian ser aplicables en la medicina mo-
derna (Gonzalez et al., 2004), al evaluar nuevos sus
compuestos y el efecto farmacologico sobre diversos
problemas y padecimientos de la salud (Schlaepfer y
Mendoza-Espinoza, 2010). El amplio potencial etno-
botanico de la herbolaria mexicana se identifica en
diversas zonas del pais, como una fuente en la posible
busqueda de substancias para el desarrollo de nuevos
farmacos (Oliveira et al., 2005).

El arbol del Eucalipto (Eucalyptus globulus), clasi-
ficado en la familia Mirtaceas, del Género Eucalyptus

y la Especie: glébulus. Es originario de Australia, tien-
de a desarrollarse como un arbol de altura de follaje
perene de hojas colgantes, lanceoladas y brillantes,
aromaticas ricas en aceites destilables y floracion
menuda. Las hojas contienen aceites esenciales com-
puestos por monoterpenos: a- pineno, y para-cimeno
como los principales aceites identificados, pequefas
cantidades de sesquiterpenos (Boom et al., 2018).

La sabila (Aloe vera barbadensis L), perteneciente
al género Aloe y de la familia Liliaceae, se identifica en
zonas del mediterraneo, Africa Nor-oriental y Sudafri-
ca, las Antillas y en la América Central (Gomez et al.,
2001). La planta arvense puede tener una altura me-
diade entre 50 a 80 cm, tiene hojas carnosas abultadas
y agrupadas al centro con bordes espinoso-dentados
con tallos de un diametro de entre 30 y 40 cm. Produ-
cen flores tubulares, colgantes, rojas o naranja reuni-
das en forma de espiga y frutos capsulados (Martinez
et al., 1996). De las numerosas especies identificadas
del género Aloe, los beneficios han sido atribuidos a la
salud se aprecian en el A.vera barbadenisis L y Aloe vul-
garis y (Castellanos et al., 2001; Pedroza, 2001; Vega
et al., 2005). El conocimiento tradicional del efecto
como remedio del Aloe vera barbadenisis L, deriva
de la aplicacion topica de la pulpa fresca de las hojas
sobre heridas, abrasiones ulceraciones y quemaduras
de la piel (Alvarez et al., 1996). La pulpa de las hojas
frescas de A vera barbadensis produce un gel y latex
con amplia actividad bioldgica y farmacoldgica (Gar-
cia et al., 2001; Boudreau y Beland, 2006), su activi-
dad bioldgica se ha relacionado con su contenido de
manosa. Las condiciones de cultivo de la planta son
importantes para determinar la composicion del gel
(Leung et al., 2004; Calzada y Pedroza, 2005), tam-
bién se han descrito otros polisacaridos no toxicos
como la barbaloina o alantoina, aminoacidos, acidos
organicos, licoproteinas y polisacaridos, que exhiben
un potencial antitumoral (Dominguez-Fernandez et
al., 2012). La actividad cicatrizante y antiulcerosa del
Aloe vera se atribuye a los polimeros de carbohidratos
como glucomanosa aunque es necesario profundizar
en la fitofarmacologia para establecer su potencial
como posible medicamento (Eshuny He, 2004).

Este estudio se realizo para evaluar la actividad
antibacteriana in vitro de los extractos crudos de Eu-
calytpus globulus y del Aloe vera barbadensis, sobre
aislamientos de Staphylococcus aureus obtenidos de
vacas con mastitis subclinica.

La obtencion de los materiales vegetativos de las
plantas se realizo a inicios de la primavera en una
zona aledana a la ciudad de Zitacuaro, Michoacan. La
recoleccion fue de aproximadamente 500 g de hojas



jovenes del arbol de E. glubulus y 2.5 kg de hojas fres-
cas de sabila A.vera barbadensis L. Los materiales ve-
getativos se lavaron y sonetizaron; las hojas de arbol
Eucalipto se secaron en un horno entre 20y 25 °C du-
rante 3 a 4 dias, para posteriormente efectuar la mo-
lienda fina en un molino de alta velocidad. A las hojas
de Aloe se les retir6 el exocarpio la cubierta verde que
separa la pulpa, para obtener una porcion aproxima-
da de un kilogramo. Los extractos crudos de las plan-
tas se prepararon de forma similar.

A partir de una porcion de 100 g de

materia seca como soluto y mezclado

en 400 mL del solvente (mezcla de

Al comparar la actividad in vitro de los extractos, se
observé mayor capacidad antimicrobiana sobre el S.
aureus, ORSA/MRSA del E. globulus al mostrar halos
de inhibicion de 2 mm a 7 mm. En comparacion con el
extracto de Aloe vera barbadensis L con una actividad
inhibitoria a concentraciones de 50pl en las cepas de
control y los aislamientos de S. aureus (cuadro 1).

agua destilada y metanol absoluto),
en una proporcion de 9:1 respectiva-

Halos inhibicion expresados en mm

mente. La preparacion de cada uno de Aislami de s
los sustratos se sometio a bafio Maria S.aureus | S.aureus e ey reus
) Extracto Crudo (pl) ATCC ATCC 29213¢ (ORSA/MRSA)

durante 24 horas a 37 °C. El extracto 25923+ Al A2 A3
se filtré con papel filtro (Whatman no.

. 10pl 2 2 1 2 2
4), empleando un embudo de cristal
hasta lograr la completa separacion 20 4 4 4 4 4

. Eucalyptus 30ul 5 5 5 5 5

del extracto crudo, la concentracion | giopulus H
del extracto se efectud en bafo Ma- 40ul 6 6 6 6 6
ria. Para evaluar la sensibilidad in vitro, 50l 7 7 7 7 7
se emplearon tres aislamientos de S. [ ppe vera
aureus ORSA/MRSA obtenidos de va- barbaden- 50pl 2 2 3 2 2
cas lecheras con mastitis subclinicay | SisL

dos cepas control de S. aureus ATCC
25923 y la ATCC 29213; las cuales se
sometieron al ensayo de inhibicion in
vitro frente a los extractos de Eucalyp-
tus globulus y Aloe vera barbadensis L,
mediante el método de Kirby Bauer
modificado de difusion en agar Muller Hinton (Kirby
et al., 1959). El ensayo se realizo a partir de la por-
cion acuosa de cada uno de los extractos crudos; el
inoculo se preparo con las cepas de S. aureus de traba-
jo y de control empleando una suspension bacteriana
con una turbidez equivalente al 0.5 de la escala Mc-
Farland (106 8 UFC/ml). Obteniendo el in6culo bac-
teriano con un hisopo humedecido de cada cultivo,
extendidos sobre placas de agar Muller-Hinton, para
depositar sobre la superficie de las placas de agar los
unidiscos de papel filtro (Whatman no. 4) de 6 mm de
diametro, los cuales se impregnaron con 10, 20, 30,
40, 50 pl de cada uno extracto de prueba; teniendo
como control negativo un unidisco impregnado con el
solvente de preparacion de los extractos crudos. Los
ensayos in vitro se realizaron por triplicado, incuban-
dose a 37 °C durante 24y 48 h, las zonas claras de in-
hibicion alrededor de los unidiscos indicaron actividad
antimicrobiana, las zonas de inhibicion se midieron y
expresaron en milimetros. Los resultados se evaluaron
a partir del diametro de inhibicion, al emplear el mé-
todo estadistico de promedios ponderados (p<0.05).

*Oxacilina sensible, *Oxacilina resistente. Halo de inhibicion valores expre-
sados en milimetros para las concentraciones de ambos extractos crudos
mostraron diferencias entre columnas por tratamiento (p<0.05). No se obser-
v0 actividad inhibitoria de Aloe vera L a concentraciones menores de 50ul.
Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados obtenidos indicaron un incremento de
la actividad antimicrobiana, al aumentar la concen-
tracion del extracto de E. globulus mejoro la actividad
inhibitoria frente a las cepas de control oxacilina sensi-
ble y oxacilina resistente, asi como en los aislamientos
del antibiotipo ORSA/MRSA. En comparacion al trata-
miento de Aloe vera L en el cual se aprecio una ligera
actividad de inhibicion a una concentracion de 50pl
del extracto crudo. Observandose un potencial para
desarrollar posibles fitocompuestos con actividad an-
timicrobiana sobre sobre S. aureus ORSA/MRSA.

Los resultados sugieren una potencial actividad anti-
microbiana del extracto de E. globulus, que puede en-
contrar su aplicacion experimental en el desarrollo de
modelos biologicos. La sensibilidad in vitro de las cepas
S. aureus ORSA/MRSA con el extracto de E. globulus
es consistente al analizar los resultados obtenidos en
otros paises al evaluar otras especies de eucaliptos; los
resultados derivados del estudio difieren de las otras

%



investigaciones debido a que los ensayos se llevaron a
cabo en diferentes condiciones de los tratamientos (Al-
varado-Aguilar et al., 2019). Otros autores han obser-
vado también un efecto antibacteriano en los extractos
de hojas de contra S. aureus. (Takahashi et al., 2004).
El extracto crudo de Aloe vera que en el estudio in vitro
mostro una actividad antimicrobiana menor que el E.
maculata en otros estudios se le ha atribuido una acti-
vidad bioldgica con efecto antiviral favorable, diferente
al mostrado como bactericida (Carlini, 1988), efecto
relacionado posiblemente a los polisacaridos presentes
en los preparados (Ni et al., 2004; Garcia et al., 2001).
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cluye que el extracto de Eucalyptus globulus mostroé
actividad antimicrobiana contra los aislamientos de
S. aureus ORSA/MRSA obtenidos de vacas lecheras
con mastitis subclinica.
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