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I. _INTRODUCCION

A. GENERALIDADES

Las clamididas son pardsitos procariotes obligados intracelulares
que infectan a células eucarioticas con un urhplio rango de huéspe
des {(38) como son: aves y mamiferos. A los agentes del grupo psi-
tacosis=linfogranuloms venéreo tracoma (PLT) se le reconocen dos

especles (10) que son: Chlamydia psittaci y-Chlamydia_ trachomatis,

basandose en: a) Sus propiedades bioldgicas, b} La susceptibilidad
a sulfodiazina y D-ciclocerina y ¢) Su antigenicidad.

a) Sus propiedades biolégicas:
Gordon y Quan (19,20), dividen warias cepas de clamidias en

dos subgrupos (A y B) en bose a las propiedades bioldgicas de los
agentes. El subgrupo A incluye los agentes que forman en las cély
las infectodas inclusiones compacias, las cudles contienen glucige-
no (El agente de tracoma, conjuntivitis con corpdsculos de inclusién
linfogranuloma venéreo y pneumonitis de ratén). El subgrupo B inclu
ye los agentes que tienen un dewrrollo difuso en el citoplasma de -
la célula huésped y mo producen glucdgeno (Los age.ntes meningo~ =
pneumonitis humana y felina, omitosis, psitacosis, meningo-pneumoni
tis, encefalomielitis bovina y otras con propiedades similares).

b) Lo susceptibilided o Sulfadiazina y D-cicloserina:
Lin y Moulder (33) estudiaron las propiedades de los miembros -

de los subgrupos de Gordon y Quan {19,20) en base a la wsceptibi-

lidad a los antibidticos, Ellos encontraron que el subgrupo A fue ho-



mogéneo con respecto a la sulfodiazina y D-cicloserina, mientras -
que los miembros del subgrupo B fueron resistentes a sulfadiazing y
mucho menos sensibles a D-cicloserina.

c) Su antigenicidad:
A los miembros de los dos subgrupos de las clamidias se les de

termind que contenian un antigeno especifico de grupo (9,49), el
cual fue determinado mediante la prueba de fijacién de complemen-
to (FC). Barwell (8) inactiva el antigeno grupo-especifico y deter-
mina un antigeno especifico de especie mediante la prueba de FC.
Asimismo una reaccidn especifica de especie de los miembros del -
subgrupo A fue reportada por Moulder y col., (39) mediante una -
prueba de hemoaglutinacién indirecta.

Los ogentes del grupo PLT son de forma esférica con un didme
tro que varia de 200 - 1000 nm. dependiendo de su evolucién en -
el ciclo de demrrollc; (1,2,34,35), el cual consiste en una secuen-
cia alternada de corpisculos elementales o células infecciosas (200~
300 nm.) y corplsculos reticulados o células no infecciosas (500~ -
1000 nm.) (36,37,59), que se multiplican por mecanismos de fisién
binaria.

El ciclo de desarrollo comienza con una fagocitosis de las par-
ticulas infecciosms por la pared celular, estos corplsculos elementa~
les son retenidos en vacuclas contenidas por membranas derivadas de
la_superficie de la célula huésped, donde se lleva a. cabo fodo el -

proceso de desarrollo y reproduccién, el cual dura 30 horus‘y puede
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ser dividido en dos fases: La primerc ocupa las primeras 20 horas, -
durante la cual, los tftulos de infectividad intracelular permanecen
constantes y las particulas son grandes, mayores de 500 nm. de did
metro. La segunda fase del ciclo, esta representada por un incremen
to logarftmico de la infectividad.

Estos agentes infecciosos inducen una gran cantidad de enferme-
dades en el hombre y los animales. Las alteraciones en el ser huma -
“© sens

a) Aborto {53)

b) Artritis (15,53)

c) Conjuntivitis {60)

d) Linfogranuloma venéreo (22,25,54)

e) Psitacosis-ornitosis (57)

f) Tracoma (24,25)

Las alteraciones m3s importantes en los animales son:

a) Aborto enzootico en ovinos (3)

b) Aborto epizootico en bavinos (57)

¢} Enteritis en ovinos y bovinos (55)

d) Neumonia en ovinos {56)

e) Poliartritis en ovines y bovinos (13)

B. DIAGNOSTICO
Las pruebas de laboratorio que pueden indicar infeccién por cla

midias, incluyen: o} Lo demostracién del agente por observacién mi



croscépica en frotis teidos, b) El cultivo del microorganismo y c}-
Métodos seroldgicos.

a) Demostracién del agente en frotis tefiidos.

De las técnicas de tincién que demuestran las inclusiones del -
agente en frotis de material sospechoso, las tinciones de lodo, tie-
nen la ventaja de ser rdpidas, simples y de bajo costo; sin embargo
existe el riesgo de obtener falsos positivos que con las tinciones de
Giemsa, Machiavello y Gimenez, aunque ests Gltima son ms tor=
dadas, complicadas y costosas (29).

b) Cultivo.

Ya que los agentes del grupo PLT son pardsitos obligados intra-
celulares, para su crecimiento requiere de células vivas por lo que
se utiliza:

1. Inoculacién a embriones de pollo de 6-8 dias de edad, via

saco vitelino. (48)
2. FRatones de 2] dfas de edad, incculdndo via intracerebrul,
intraperitoneal o intranasal (23).
3. Cuyes inoculados intraperitonealmente (50).
4, Cultivos celulares
4.1 Células McCoy irradiadas (21).
4.2 Células Hella tratadas con DEAE-dextran (32).

De los métodos anteriormente mencionados para el aistamiento de

clamidias, la inoculacién via saco vitelino en embriones de pollo, es

un método simple y muy empleado aunque sea lento, ya que general-
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mente la muerte del embridn se produce entre el tercer y noveno dia
postinoculacén, Las lesiones que se producen en el embiién, son ti~
picas y consisten principalmente en hiperemia y cianosis de las pier-
nas y tarsos y en hemorragia en el resto de la piel. El saco vitelino
aparece méis delgado de lo normal presentando en sus vasos sanguineos
una congestién franca (57). La identificacién de los agentes por culti
vo de células McCay irradiedas (22) ha demostrado ser un método mds
eficaz que los que utilizan animales de laboratorio y embriones de po
llo. El método de cultivo en células Hella 229 tratadas con DEAE-dex
tran, descrito Kuo, Wang, Wentworth y Grayston (32), ofrece resul~
tados altamente satisfactorios para el aislamiento de los agentes de tra
coma, pero no para los de linfogranuloma venéreo.

c) Métodos serolégicos:

Los agentes del grupo PLT poseen una estructura antigénica com=
pleja, debido a esto, sus antigenos se clasifican en: 1) Antigenc es-
pecifico de grupo, que identifica y es combn para todas las clamidias
y 2) Los especificos de especie. Nichols y McComb (40) dividen los -
antlgenos de especie en dos subclases: El antlgeno de tipo, que se a-
socia con diferentes cepas de la misma especle, que causan una enfer
medad particular y el antigeno de cepa, asociado a tna simple cepa.

1. Antigeno de grupo: El antigeno especifico de grupo que se -
localiza en la pared celular clamidial, es estoble a lo temperatura y

comin para todos los agentes de clamidias (C. trachomafis y C. psitte-

ci, tanto de cepas humanas como de animales) se le prepara por ebu-



llicién de material parcialmente purificado por centrifugacion (9).-
Asimismo puedé extraerse con Deoxycolato (28), &leali (15), dcido,
dietil éter o agua (57). Este antfgeno es un polisacérido Gcido de
alto peso molecular, (0.2-2 millones) cuyo grupo inmunodominante
es el Geido 2-ceto-3-deoxioctanoico (15).

Las técnicos usadas para. la deteccién de anticuerpos contra el
antigeno de grupo son: Fijacidn de complemento (8,10,18,27,43,46),
fluorescencia (30,40,51,58,61), hemaglutinacién (6,16,52), intrader
moreaccién (11), radicinmunoensayo (18) e inmunodifusién (7,12,31,
42).

2. Anfigenos de especie: Los antigenos especificos de especie -
han sido demostrados por inactivacidn del antigeno de grupo median
te periodato de potasio (8) y absorcién con anticuerpos homélogos -
(12). Se utilizan para la deteccién de anticuerpos siguiendo los mé~
todos anteriormente mencionados, ademds de las técnicas de reduccién

en placa (5,6,45,47) y la téenica de contrainmuncelectroferesis (25).

C. PROBLEMATICA EN MEXICO

Estudios realizados en México (44) en pulmones de borregos sa-
crificados en el rastro de Ferreria demostraron que el 13.3% de 1,500
animales presentaron lesiones neumonicas apreciables o simple vista. ~
En 2 pulmones se demostrd por medio de aislamiento que clamidio fue
el agente cousal. Esto muestra la presencia de este microorguni. w en
México, Sin embargo sobemos del problema que implica el ailumicn-

to de este microorganismo, por lo cual es neceunio contar con una -



técnica de diagnéstico répida, sencilla y conficble.



Il OBJETIVO

En base a la gran cantidad de enfermedodes producidas por es~
fos microorganismos y a el aislamiente de Chlamydia spp. en Méxi-
co (44) se crea la necesidad, de elaborar un antigeno de grupo, a
partir de 3 cepas de clamidias que sea .utilizado en la prueba de -
inmunodifusién en gel, la cual ser§ ufilizada como diagndstico de -
las enfermedades producidas por clamidias, y asi misrﬁo para evaluar

la incidencia de este microorganismo en México.



i1, MATERIAL Y METODOS

A. PROPAGACION DEL AGENTE.

Tres cepas de clamidias {aborfo Gvino, entertis ovina y enteri-
tis bovina)* fueron propagadas por inaculacién a embrione; de pollo
de 6-8 dias de edad via saco vitelino (49). Se inocularon 100 em~
briones mensi:aln;ente, haciendo un total de 1200 (400 embriones a~
proximadamente para cada cepa). Los embriones que murieron antes
del tercer dia postinoculaciones fueron desechados, por considerar-
se errores de la técnica. Mientras los que murieron despues del —
mismo, fueron refrigerados a 4 C., para despues colectar el saco ~
vitelino, el cual fue sembrado por impronta en agar sangre**, para
comprobar la aqusencia de bacterias contaminantes. Estos sacos vite-
linos fueron homogenizados @ 4 C. en un virtis y la wspensién obte
nida fue centrifugada a 2500 g durante 20 minutos, el sobrenadante
fue recentrifugado a 10000 g durante 30 min., @ 4 C. E! sedimento
fue entonces rewspenaido en PBS y ulmcer;odo a =70 C. hatta s

empleo.

B. PRODUCCION DEL ANTIGENO.

La suspensién de particulas de clamidias fue puestn a ebullicién
en baflo marla durante 20 min. (9) para posteriormente ser recentrify
gada a 6000 x g. durante 30 min. y obfener en el sobrenadante el
antigeno especifico de grupo.

* Las cepus fueron proporcionadas por el Dr. Ricardo Flores C. de la

Universidad de Comell, U.S.A.
** Agar Base Sangre. (Difco 0045-01)
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C. ANTISUERO DEL CONEJO.

El antisuero empleado en lo prueba de inmunodifusiéin en agor,
fue producido en conejos, siguiendo el siguiente modelo: El dia -
I% se inoculé una mezcla de 0.5 ml de antigeno més 0.5 ml de -—
adyuvante completo de Freud via intraplantar (iP); los dias 8,10,12,
15,17, y 19 se inocularon 0.5 ml de antigeno mds 0.5 ml de odyu
vante incompleto de Freud, via intramuscular e 1P en forma altema
da. Los conejos fueron sangrados el dia 22 y una Gltima inoculacién
se efectud el dia 29 para sangrar los conejos el dia 32 y titular el

suero mediante la técnica de difusién en gel.

D. TECNICA DE INMUNODIFUSION,

Las placas de  inmunodifusién fueron prepamadas de dos formas:-
lo primera contenfa agar noble* al 1.5: disuelto en buffer de bar-
bituratos 0.32 M con un pH= 8.6 y en la segunda se empled aga-
rosa** al 1,5% disvelta en buffer de fosfatos 0.1 M a pH=7.4 A -
las dos wluciones se les adiciond azida de sodio al 0.1°: a una -
concentracién final del 1°:. Estassoluciones fueron servidas en cajas
de Petri (10 cm. de diémetro) para la téenica de Macro-Ovuchterlony
y en placas de plastico (2 x 7 cm.) para lo técnica de Micro-Quch~
terlony (41),

Para comparar los dos métodos, se hicieron dilvciones dobles del

antigeno y entisuers, con el fin de observar la mejor lhea de preci-

Agar noble \Difco 0142-01)
22 Agarosa (Biomedical Laboratories)



]

pitacidn, Se emplearon como controles, suero:negativo de conejo y
saco vitelino de embrién de pollo sin infectar, colectados entre el
décimo y vegésimo dla de edod mediante el sacrificio de los anima
les. Dichos sacos vitelinos fueron homogenizados y centrifugados a
las constantes ya menclonadas, con fa excepcién de que este mate~
rial no fue llevado o ebullicién en baflo maria. Las placas de inmy
nodifusidn, fueron perforadas-con moldes (figuras 1y 2). En el cen
1o de las mismas se colocd el antigeno y en la periferia las dilucio

nes del suero,

. 1.80 em , 2.54 cm

0O O O O

5_—..‘_.35_934 } 8 cm
fig. 1 fig. 2
molde utilizado en la molde utilizado en la prueba

prueba de Micro-Ouchterlony de Macro~Quchterlony



V. RESULTADOS

Se observd en ambos métodos, una Ifnea de precipitacién (fig.-
3) de identidad tofal enire las tres cepas de clamidias utilizadas -
contra sus sueros homSlogos y heterSlogos. Dicha Ifnea fue observada
a las 20 horas aproximadamente a femporaﬁ:m ambiente, mostrando -
una mejor visibilidad. de la lfhea, cuando se empleo el anﬁ'geno con
centrodo y el antisuero no diluido, sin embargo se obtuvo precipita~
do hasta una dilucién de 1-16 del suvero, y de 1-16 del antigeno, -
Por otro lado, los controles, no revelaron ninguna Ifea de precipi-

facién en el gel,

fig. 3

Lineas de identidad total en la
técnica de Inmunodifusién

a2-
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V. DISCUSION

Todos los agentes del grupo PLT, poseen un antigeno de grupo.
Este antfgeno de grupo clamidial ha sido demostrado por un gran nd
mero de procedimientos ierolégims incluyendo entre otras; fijacién ~
de complemento, inmunofluorescencia e inhibicién de la hemoaglutina
cién. En la presente tésis se uso la técnica de inmunodifusién en agar
considerada como un método sensitivo (41), la cual utiliza antigeno -
de grupo, el que es empleado para detectar anticuerpos de grupo en
sueros de casos de animales con infeccidn por clamidias.

Parikh y Schechtmeister (42) usando extraccién con fluorocarbén
de cepas meningopneumonifis, crecidas en saco vitelino, observuron -
7 lineas de precipitacién, considerando 6 como especificas. De la mis
ma forma Katzenelson y Bernkopf (31) encontraron 10 lineas, aunque -
estas mismas fueron obtenidas con el antigeno control de saco vitelino
de embridn de pollo normal, sin embargo Barron y Collins (7) estudia-
ron la reactividad de los antigenos preparados por diferentes métodos
de cepas de tracoma, meningopneumonitis, pneumonitis y psitacosis, -
observando una sola linea de precipitacién, que correspondié al anti-
geno de grupo, posteriormente Collins y Barron (12), corroboran lo yu
mencionado observando una Ifhea de precipitacién para el antigeno de
especle y otra linea para el antigeno especifico de grupo, lo que con

cuerda con los resultados obtenidos en este trabajo.
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VI. CONCLUSIONES

El antigeno termoestable de grupo, obtenido a partir de las ce-
pas de clamidia estudiadas, predujo una visible Ifnea de precipita=-
cién con antisuero homlgo preparado en conejo, por lo que se su-
giere u empleo en la técnica de inmunodifusién en gel, para el --
diagnbstico de las enfermedades causadas por clamidias, -asT como pa

re efectuar estudios epizootiolégicos con bases serolégicas.
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