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Introduccidn

Corynebacterium  pseudotuberculosis  biovar ovis es una bacteria gram  positiva
perteneciente al género Corynebaclerium sp, constituye el agente etioldgico de la
Linfadenitis caseosa (LAC) en owejas y cabras; enfermedad caracterizada por la
formacion de abscesos en nddulos linfaticos y érganos internos, ccasionando importantes
peérdidas econdmicas en la produccidn de los pequenos rumiantes. Por su capacidad de
reducir nitratos C. pseudotuberculosis se clasifica en dos biovares, reduccion de nitrato
positiva corresponde al biovar equi, reduccion de nitrato negativa al biovar ows. El
potencial patdgeno de este microorganismo se ve reflejado en un amplio nomero de
mamiferos a los que puede infectar; los equinos son diagnosticados con linfangitis
ulcerasa, abscesos y algunos drganos internos pueden verse comprometidos por C
pseudotuberculosis biovar equi. En bovinos se han reportado lesiones granulomatosas
ulcerosas en diversas formas clinicas: cutdnea, mastitica y visceral; los bovinos pueden
verse afectados por los biovares owis y equi. La enfermedad edematosa de la piel (0O5D)
e5 la infeccion que se manifiesta en bufalos, caracterizada por una extensa tumefaccion
cutdnea edematosa en la papada, patas traseras o delanteras y vientre asociada a C.
pseudotuberculosis biovar owis. En los rebanos de los peguenos rumiantes se puede
identificar a la LAC en dos formas de presentacion cutdnea ylo visceral, ambas
caracterizadas por la formacion de abscesos en los nddulos linfaticos palpables y en
dgrganos internos como pulmones, higado y rinones; el padecimiento provoca el deterioro
de la condicidn corporal de los animales disminuyendo su productividad.

La LAC no ha sido controlada eficazmente porgue su diagndstico es basado en la
identificacicn de abscesos en los nédulos linfaticos, gue generalmente aparecen €n una
etapa tardia. Por otro lado, el fracaso de la terapia antibidtica es otro factor que ha
contribuido a la prevalencia de la enfermedad en el mundo. A pesar de la disponibilidad
de vacunas, ninguna de ellas brinda proteccidn total y no alcanzan la misma eficiencia
cuando Se comparan en ovings y caprinos. También tienen niveles de seguridad
cuestionables e incluso algunos efectos secundarios.

El estilo de vida y potencial zoondtico de C. pseudotuberculosis se ve favorecido
por la presencia de Acidos corynomicdlicos y la produccidn de la exotoxina PLD
(fosfolipasa D) considerada su principal factor de virulencia; esta esfingomielinasa es
codificada por el gen pid, estos como otros factores de virulencia son determinantes para
la supervivencia y virulencia de la bacteria. Actualmente una de las herramientas mas
eficientes en el estudio de agentes patdgenos es la identificacicn de genes relacionados
con la patogenicidad y plasticidad de las bacterias, esta altima les ha permitido adaptarse
4 los cambios del ambiente ademaés el conocimiento exhaustivo del genoma permitira
identificar las estructuras que le brindan la capacidad de virulencia, dianas de vacunas, y
candidatos antimicrobianos.
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Los genes que codifican a factores de virulencia se encuentran alojados dentro del
genoma en regiones denominadas islas de patogenicidad. Hasta el momento se han
reportado dieciséis islas de patogenicidad en C psevdolubercuiosis, los resultados de
estos trabajos han contribuido a la identificacidn de moléculas potenciales para vacunas
coma PLD y CP40 (serina proteasa). Es por ello gue en el siguiente capitulo se abordan
los principales hallazgos in siico dirigidos al estudio de las islas de patogenicidad de C.
pseudotuberculosis y los genes albergados en estas regiones.

Corynebacterium pseudotuberculosis caracteristicas morfoldgicas y genéticas

El género Corynebacterium sp comprende mas de 50 especies de importancia médica
humana y veterinaria; ademds de las especies no patdgenas. Las especies del género
Corynebactenum de mayor relevancia clinica son Corynebacterivm  diphtherige, C.
Jeikeium y C. pseudotuberculosis, que son los agentes causales de la difteria, infecciones
nosocomiales en humanos y  linfadenitis caseosa (CLA) en cabras y owejas,
respectivamente. C. glutamicum es utilizada en la produccion de aminodcidos como L-
aspartato y L-lisina, mientras que C. ulcerans puede provocar infecciones en humanos
como en animales. Los miembros de este género comparten caracteristicas especificas:
una pared celular gruesa con presencia de acidos micdlicos, peptidoglicano y
arabinogalactano, acidos grasos satwrados e insaturados y un contenido de C+G (47-
74%). Las especies patdgenas de este género se dividen en dos grupos, diftéricas, al que
pertenecen aquellas especies productoras de la toxina difteria como C. diphtheriae, C.
pseudotuberculsis Unicamente biovar equi) y C. ulcerans. Mientras que las especies no
diftéricas causantes de infecciones son consideradas bacterias oportunistas, forman
parte de la microbiota de la piel y nasofaringe humana entre ellas se encuentra a C.
Jeikeium, C. urealyticum, C. resistens. Entre las especies no patdgenas se consideran a
C. glutamicum, C. efficiens, C. crenatum y C. variabile, que han sido utilizadas en la
industria del queso, cerveza, pan, vinos y produccidn de aminodcidos.

La clasificacidn de C. pseudotuberculosis se basd oniginalmente en caracteristicas
morfoldgicas y bioguimicas, por su capacidad de reducic nitratos C. pseudotuberculosis
se clasifica en dos biovares, reduccion de nitrato positiva identifica al biovar equi y
reduccion de nitrato negativa al biovar ows. C. pseudotuberculosis es un cocobacilo,
gram-positivo, no esporulado, anaerobio facultativo, mide 0,5 pm a 0,6 pm de amplitud y
1,0 pm a 3,0 pm de longitud. Tiene la capacidad de degradar galactosa, maltosa, L-y D-
arabinosa y glucosa sin produccidn de gases. En cultivo agar sangre y en condiciones de
anaerobiosis a 37°C se observa crecimiento escaso a las 24 horas, con formacidn de
colonias pequenas de color blanco. Posteriormente a las 48-72h de incubacion el
crecimiento es abundante con formacion de colonias mas grandes, gque toman una
coloracion blanca grisacea y con visualizacién de B-hemolisis.
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Respecto a sus caracteristicas gendmicas, se ha reportado un tamano de
2,335,112 (bp) para la cepa Cp1002 (aislade de cabra originario de Brasil) y 2,328,208
(bp) correspondiente a la cepa CpC231(aislado de oveja criginario de Australia), un total
de 2111 y 2103 genes respectivamente y un contenido de G+C del 52.19% para ambos
genomas. Estos datos muestran similitud con los reportados en 2018 al ser secuenciados
seis aislados de C. pseudotuberculosis de origen mexicano: MEX1 (2,337,000 bp), MEX2
(2,337,578 bp), MEX25 (2,337,529 bp), MEX29 (2,337,866 bp), MEX30 (2,368,140 bp) y
MEX31 (2,367,880). Se ha logrado la estandarizacién de la técnica de PCR Quadruplex,
que amplifica fragmentos de cuatro genes especificos 165 rRNA (816ph), pid (203ph),
rpoB (446pb) y narG (612 pb), que permite diferenciar entre cepas del biovar ovis y egui.

El genoma bacteriano estd compuesto por un genoma central que contiene |a
informacian para las funciones celulares esenciales. C. pseudotuberculosis presenta un
total de 1.504 genes en su genoma central, lo que representaba el 54% de todo el pan-
genoma de la especie. Por otro lado, contiene un acervo geneético flexible, que codifica
rasgos adicionales que pueden ser beneficiosos en determinadas circunstancias. Estos
incluyen genes que confieren resistencia a antibidticos y compuestos tdxicos, y otros
factores de virulencia.

Una de las caracteristicas de estas regiones cromosdmicas es gue incluyen
elementas genéticos moviles y accesorios, como bacteridfagos, plasmidos, islas de
patogenicidad, elementos de secuencia de insercion (I5), transposones & integronas. Uno
de los elementos que promueve |a plasticidad de las baterias es la movilizacion de genes
a través de la ransferencia horizontal de genes. El desamollo & implementacidn de la
secuenciacidn de genomas, han revelado informacion clave en el estudio de los agentes

patdgenos.

Transferencia horizontal de genes
La transferencia horizontal de genes (HGT) permite el intercambio de material genético
entre organismos, sin necesidad de division celular. Antes de la era de la gendgmica, se
sabia que las bacterias adguirian ADN extrano a trawvés de plasmidos y fagos.
actualmente se entiende que la HGT es un importante impulsor de la evolucién gendmica
en procariotas, es responsable de la adquisicion de muchos rasgos adaptativos, incluida
la resistencia a los antibidticos. La primera descripcitn de transferencia horizontal de
genes se remanta al ano 1928 cuando se descubrid que las bacterias neumocdcicas no
virulentas pueden volverse patdgenas por entrar en contacto con bacterias virulentas,
actualmente se sabe que los neumococos tienen una notable capacidad para adguirir
ADN horizontalmente.

Las condiciones bésicas para lograr un evento de HGT son la disponibilidad del
ADN del donante en el medio y los mecanismos que aseguran que el hospedero lo integre
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£ 5uU genoma. Se han descrito tres mecanismos que permiten el acceso del ADN extrano
al genoma de las bacterias localizado en el citoplasma (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos de transferencia horizontal de genes.

Dentro del citoplasma, el ADN puede tener distintos destinos. Puede ser destruido
por los sistemas de degradacion del ADN presentes en el citoplasma como: enzimas de
restriccion y ADNasas. También puede persistir como entidades replicativas autdnomas,
como los plasmidos. Finalmente, todo o parte del ADN puede integrarse en el cromosoma
del hospedero, una vez adquirido, tiene el potencial de otorgar nuevas capacidades a la
unidad receptora.

Islas de Patogenicidad

Uno de los mecanismos mediados por HGT es la insercidn de secuencias e islas
gendmicas. Las secuencias de insercion son fragmentos genéticos mdviles relativamente
pequenos, que tienen la capacidad de transponerse dentro y entre genomas. Mientras
que las islas gendmicas son grandes fragmentos de ADN (p.ej. 10 -200 kb), que
dependiendo de los genes gque alberguen se pueden clasificar como islas de
patogenicidad (PAI), islas metabdlicas, islas de secrecidn, islas de resistencia e islas de
simbiosis. El término PAI fue utilizado por primera vez en 1990 para nombrar dos grandes
regiones inestables en el cromosoma de Escherichia coli uropatégena. Actualmente, este
tErming se ocupa para describir regiones en los genomas de ciertos patégenos que estan
ausentes en las cepas no patdgenas de la misma especie o estrechamente relacionadas
¥y que contienen grandes blogues continuos de genes gue codifican a factores de
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virulencia. Los PAl han sido caracterizados recientemente en una amplia gama de
patdgenos bacterianos gracias a la secuenciacién gendmica y han contribuido a la
identificacion de muchos factores de virulencia utilizados por estas especies. La
identificacion in sifco de islas de patogenicidad se gestiona mediante la basqueda de
elementos vinculados a la transferencia horizontal de genes como diferencia en el uso de
codones, contenidos inusuales de G+C, frecuencia de dinucledtidos, secuencias de
insercion, y suelen estar flanqueados por un lado por un gen de ARN. Otra caracteristica
de los PAl es gue comunmente poseen genes que codifican factores que estan
involucrados en la movilidad genética, comao: integrasas, transposasas, genes de fagos
y origenes de replicacian.

Islas de Patogenicidad de Corynebacterium pseudotuberculosis

En el afno 2011 se confirma el hallazgo de la identificacidn de siete regiones con todas
lzs caracteristicas de genes adquindos horizontalmente en cepas de C
pseodotuberculosis, mismas que estuvieron ausentes en cepas no patdgenas (C
glutamicum), en ese momento se les denomino islas de patogenicidad putativas de
Corynebactenium pseudotuberculosis (PiCp). Estos trabajos abrieron la puerta a nuevas
investigaciones sobre el andlisis de los genes de virulencia alojados en estas regiones.
El estudio de los factores de virulencia permite entender cudles son las estructuras y
moléculas que le confieren la capacidad a la bacteria para ser mas patdgena. En la
actualidad se tienen identificadas 16 PAL

Las PAl contienen varios genes implicados en la adhesion, invasion, colonizacidn,
propagacion dentro del hospedero, supervivencia en el interior de las células infectadas
y la evasitn del sistema inmune. Las secuencias de las PiCp presentan un alto nivel de
similitud {(82-100%) intra-biovar en las cepas owvig, asi como un menocr nivel de similitud
{7T8=91%), con respecto al biovar egui, con un patron de delecion conservado en las
mismas islas de patogenicidad, independientemente de la cepa. Sin embargo, las cepas
de biovar equi contienen grandes deleciones y un menor nivel de similitud intra-biovar
{7T7=88%) v tambien en comparacion con las PiCp de biovar ovis (62-74%).

La isla de patogenicidad 1 (PiCp1) alberga un grupo de genes esenciales
involucrados en la patogenicidad de Corynebacterium  psevdotuberculosis.  Fue
identificada la secuencia de un gen de la familia de ransposasas 15256. Las secuencias
de insercidn (1S) son pequenas secuencias de ADN mdviles. La presencia de esta
ransposasa probablemente sea responsable de la insercion de esta isla de
patogenicidad en el genoma de C. pseudotuberculosis.,

El gen pid es considerado el principal factor de wirulencia de C
psevdotuberculosis. Codifica una potente exotoxing que promueve la hidrolisis de los
enlaces éster de la esfingomielina en las membranas celulares de los mamiferos,
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contribuyendo a la propagacion de la bacteria dentro del hospedero.

Luego de la secuencia de pid se encuentra el operdn Fag responsable de la
adquisicion de hierro extracelular permitiendo a la bactena sobrevivie en ambientes
hostiles. Los metales, como el hierro (Fe), el manganeso (Mn), el zinc (Zn) y el cobre
(Cu), desempanan un papel fundamental como cofactores enzimaticos o componentes
estructurales de las proteinas en la mayoria de los seres vivos. Gracias a la plasticidad
gendmica las bacterias han desarrollado transportadores de metales de alta afinidad.
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Figura 2. Islas de patogenicidad reportadas en Corynebactenum pseudotuberculosis
biovar owvis. Informacion tomada de Soares y colaboradores 2013,

PiCp2 alberga a un gen de resistencia, el gen fetd codifica una proteina
transportadora de eflujo de tetraciclina y protege ante la accion de este antibigtico. El gen
mgtE, participa en la entrada de Mg2+, elemento importante en la adaptacion térmica,
protegiendo a las bacterias del chogue térmico, causado por la fiebre en mamiferos de
sangre caliente. PiCp2 también alberga el gen dipZ, que se puede localizar completo
dentro del filo actinobacteria exclusivamente en bacterias patégenas, se le atnbuye
participacion en la infeccidn de macréfagos, pero su funcidn ain no ha sido aclarada.

PiCp3 aloja el gen patG, del operdn potFGHI, que codifica para una proteina de
unign de ATP asociada a la membrana, proporciona energia para la captacion de
putrescing desde el espacio periplasmico.

El gen gipT pertenece a la familia organofosfate: fosfato antiportadora de la
superfamilia facilitadora principal (MFS) gue participa como medio el transporte de
glicerol 3-fosfato (G3P) a través de la membrana en bacterias. Diversos organismos
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pueden utilizar el glicerol-3-fosfato y los glicerofosfodiésteres como unicas fuentes de
carbono (energia) y como precursores para la biosintesis de fosfolipidos.

Dentro de la PICp4 se ubica el operén ciuABCDE, que participa en la obtencion de
hierro mediante el uso de siderdforos para extraer el hierro de proteinas transportadoras,
coma transferrina, lactoferrina y  hemoglobina-haptoglobina. Los  siderdforos  son
moléculas quelantes de hierro de alta afinidad secretadas para obtener el hierro férrico
de las proteinas del hospedero, estos sistemas han sido desamrollados por bacterias para
poder adaptarse a medios con bajas concentraciones de hierro libre.

La isla 5 (PICp5) tiene un gen pfos, los factores de virulencia regulados por pfoR
que na han sido totalmente estudiados, no obstante, la desactivacion de este gen inhibe
la hemadlisis a ravés de la regulacion negativa de varios Clostridium perfringens. PICpS
de C. pseudotuberculpsis comparte regiones flangueantes idénticas con PICDE de C.
diphtherize, este patrdn destaca esta regién como punto putativo para insercién de
transpasones y muy probablemente GEI. La PICp6 presenta el gen pipA7, que codifica
una prolina aminopeptidasa, que cataliza la eiminacidn de residuos de proling N-terminal
de péptidos, ademds desempena un papel importante en la generacion de energia.

La isla 7 (PICp7) contieng un operdn de ureasa que también esta presente en C.
glutamicom. El operdn es responsable de la adquisicion de nitrdgeno mediante |a
hidralisis de urea. Las ureasas microbianas son metaloenzimas multisubunitarias gque
hidrolizan la urea para formar acido carbonico y dos moléculas de amoniaco.

La gendmica comparativa ha demostrado que el genoma de Corynebactenium
pseudotuberculosis es una de los mas pequenos en comparacién con otras especies del
mismo género, esto se debe principalmente a la perdida de genes. A través de
alineamientos genéticos se confirmd similitud entre secuencias del gen rpoB de C
pseudotuberculosis y C. diphtherize, por dlimo, se ha concluido que estos genomas
estan altamente conservados y la posicion del gen se conserva dentro de la especie. Esta
observacion afianza las conclusiones de investigaciones previas que afirman la sintenla
onservada en este género, |o gue indica gue pocos eventos de reordenamiento ocurrieron
durante la evolucion. C. pseudotuberculosis comparte mas genes ortdlogos con O
glutamicom (1345 genes), C. efficiens (1330), C. diphtherfae (1263 genes) y C
aurcumucosum (1273 genes). En 2017 con genomas secuenciados de cepas de C
pseudotuberculosis obtenidas de bafalos se identificd una insercion en la PICp12 gue
contenia un corinefago y un gen de la toxina de la difteria, los cuales pueden jugar un
papel en la adaptacion de C. pseudotuberculosis a este nuevo hospedero.

En 2013 se reportaron cinco nuevos PAL identificados como PiCps 12-16, este
hallazgo se gestiond a través del software PIPS. Aungue los 16 PAI estén presentes en
todas las cepas, tienen diferentes patrones de deleciones, especialmente en las cepas
biovar equi. Un acontecimiento importante de este andlisis fue la identificacion del gen de
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la toxina diftérica en una cepa de C. pseudotuberculosis, se puso en evidencia que este
gen puede ser adquirido por transferencia horizontal y ser albergado por otras especies.
Esta toxina también se ha identificado en cepas de C. wicerans, donde causa una
enfermedad similar a la difteria.

Conclusiones

Las infecciones causadas por  Corynebacterium  pseudotuberculosis  oourren
constantemente, debido a varios factores: diagnostico ineficiente, la baja o nula
disponibilidad de vacunas, la movilizacidn de animales y turismo desde y hacia paises
endémicos. El desafio al que nos enfrentamos en la actualidad es la generacion de
bioldgicos seguros y eficaces contra los agentes que impactan en la salud pablica y
veterinaria.

La evolucidn y wirulencia de las bacterias pueden estar impulsadas por la
recombinacion genética, los genes gue codifican a factores de virulencia se encuentran
alojados dentro de islas gendmicas, especfficamente dentro de las islas de
patogenicidad. Las islas de patogenicidad y los profagos son a menudo las fuentes de
plasticidad del genoma entre especies patdgenas de Conynebacterium sp.

La transferencia horizontal de genes es un mecanismo que ha intervenido en la
adaptacion de las bacterias mejorando su potencial patdgeno. La identificacidn y andlisis
de estas agrupaciones de genes son una herramienta en el estudio de agentes patdgenos
que contribuyen al esfuerzo para la erradicacidn y control de enfermedades.
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