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l. INTRODUCCION 

A. GENERALIDADES 

Las clamididas son parásitos procariotes obligados intracelulares 

que infectan a c&lulas eucariotlcas con un amplio rango de hué~ 

des (38) como son: aves y mamíreros. A los agentes del grupo psi-

tacosis-linfogranuloma venéreo tracoma (PLT} se le reconocen dos 

especies (JO) que son: Chlamydla psittacl y Chlainydia trachomatis, 

basondose en: a) Sus propiedades biol6gicos, b) La susceptibi lidod 

a sulfodiazina y 0-ciclocerina y c) Su antigenicidad. 

a) Sus propiedades biol6gicas: 
Goidon y Quan (19 ,20), dividen varias cepas de clamidias en 

dos subgrupas {A y B) en base a las propiedades biol6gicas de lo~ 

agentes. El subgrupo A incluye los agentes que forman en las cél~ 

las infectadas inclusiones compactas, las cuales contienen glucóge-

no (El agente de tracoma, conjuntivitis con corpúsculos de inclusi6n 

linfogranuloma ve~reo y pneumanitis de rat6n). El subgrupo B incl~ 

ye los agentes que tienen un deiorrollo difuso en el citoplasma de -

la célula huésped y no producen glucógeno {Los agentes meningo- -

pneurnonitis humana y Felino, amitosis, psitacosis, meningo-pneumo~ 

tis, encefalomielitis bovina y otras con propiedades similares). 

b) La susceptibilidad a Sulfadiazlna y 0-cicloserina: 
Lin y Moulder (33) estudiaron las propiedades de los miembros -

de los subgrupos de Gordon y Quan (19, 20) en base a la susceptibi-

lidad a los antibióticos, Ellos encontraron que el subgrupo A fue ho-
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mogéneo con respecto a la sulfadiazina y 0-cicloserina, mientras -

que los miembros del subgrupo B fueron resistentes a sulfad!azina y 

mucho menos sensibles a D-cicloserina. 

c) Su antigenicidad: 
A los mieni>ros de los dos subgrupos de las clamidias se les de 

terminó que contenran un antrgeno especffico de grupo (9 ,49), el 

cual fue determinado mediante la prueba de fijación de camplemen-

to (FC). Barwell (8) inactiw el antrgena grupo-especmco y deter-

mino un antrgena especffico de especie mediante la prueba de FC. 

Asimismo una reacción especi'fica de especie de los miembros del -

subgrupo A fue reportada por Moulder y col., (39) mediante una -

prueba de hemoaglutinación indirecto. 

Los agentes del grupo PLT son de forma esfErica con un diálll! 

tro que varra de 200 - 1000 nm. dependiendo de su evolución en -

el ciclo de desarrollo (1, 2,34,35), el cual consiste en una secuen-

cia alternado de corpúsculos elementales o cElulas infecciosas (200-

300 nm.) y corpúsculos reticulados o células no infecciosos (500- -

1000 nm.) (36,37,59), que se multiplican por mecanismos de fisión 

binaria. 

El ciclo de desarrollo comienza con una fagocitosis de las por-

trculas infecciosos por la pared celular, estos corpúsculos elemento-

les son retenidos en wcuolas contenidas por membranas derivadas de 

la superficie de lo célula huésped, donde se lleva a cabo todo el -

proceso de desarrollo y reproducción, el cual dura 30 horas y puede 
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ser dividido en dos fases: La primera ocupo las primeros 20 horos, -

durante la cual, los títulos de infectividad intracelular permanecen 

constantes y las partículas son grandes, mayores de 500 nm. de di~ 

metro. La segunda fase del ciclo, esta representada por un incremen 

to logarítmico de la infectividad. 

Estos agentes infecciosos inducen una gran cantidad ele enferme

dades en el hombre y los anirooles. Las alteraciones en el ser huma 

a) Aborto (53) 

b) Artritis (15,53) 

e) Conjuntivitis (60) 

d) Linfogranulomo venéreo (22,25,54) 

e) Psitacosis-ornitosis (57) 

f) Trncoma (24,25) 

Las alteraciones más importantes en los animales son: 

a) Aborto enzootico en ovinos (3) 

b) Aborto cpizootico en bovinos (57) 

c) Enteritis en ovinos y bovinos (55) 

d) Neumonía en ovinos (56) 

e) Poliartritis en ovinos y bovinos (13) 

B. DIAGNOSTICO 

Las pruebas de laboratorio que pueden indicar infección por e~ 

midias, incluyen: e) La demostraci6n del agente por observoción m! 



croscópica en frotis teilidos, b) El cvltivo del microorganismo y c)

Métodos serológicos. 

a) Demostroción del agente en frotis teilidos. 

De las técnicas de tinción que demuestran los inclusiones cl11I -

agente en frotis de moterial rospechoso, las tinciones de lodo, tie

nen la ventaja de ser rápidas, simples y de bajo costo; sin emborgo 

existe el riesgo de obtener falsos positivos que con los tinciones de 

Giemsa, Machiavello y Gimenez, aunque esta últimi;g son más tar

dadas, complicadas y costosas (29). 

b) Cultivo. 

Ya que los agentes del grupo PLT son parásitos obligados intra

celulares, para su crecimiento requiere de células vivas par lo que 

se utiliza: 

1 • Inoculación a embriones de pal lo de 6-8 dios de edad, vía 

saco vitelino. (48) 

2. llatones de 21 días de edad, inoculóndo vio intracerebral, 

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 aislamiento de 

clamidias, la inoculación vía saco vitelino en embriones de pollo, es 

un método simple y muy empleado aunque sea lento, ya que general-



mente la muerte del embrión se produce entre el tercer y novena día 

postinoculacón. Lai lesiones que se producen en el embrión, san tí

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 vitellno 

aparece má~ delgado de lo normal presentando en sus vasas sanguíneos 

una congestión franca (57). La identificación de los ogentes por cult!_ 

vo de células McCoy irradiadas (22) ha demostrado ser un método m6s 

eficaz que los que utilizan animales de laboratorio y embriones de ~ 

llo. El método de cultivo en células Hella 229 tratadas can DEAE-de~ 

tran, descrito Kuo, WarY¡J, Wentworth y Grayston (32), ofrece resul

tados altamente satisfactorios paro el aislamiento de los agentes de ~ 

cama, pero na para los de linfogranuloma venéreo. 

c) Métodos seralógicos: 

Los ag1!ntes del grvpo PL T poseen una estructura antigénica com

pleja, debido a esto 1 sus antígenos se clasifican en: 1) Antígeno es

pecifico de grupo, que identifica y es comGn pcrt1 todas los clamidias 

y 2) Las especfficos de especie. Nichols y McComb (40) dividen los -

antígenas de especie en dos subclases: El antígeno de tipo, que se a

socia con diferentes cepas de la misma especie, que causan una enfe!. 

medad particular y el antígeno de cepa, asociado a tina simple cepa. 

1. Antígeno de grupo: El antígeno especITico de grupo que se -

localiza en la pared celular damidial, es estable a la temperatura y 

común paro todos los agentes de c:lamidias (~ .. trachamatis y e. psitta

ci I tanto de Cepas humanos COf110 de animales) 5e le prepara por ebu-
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llición de material parcialmente purificado por centrifugación (9). -

Asimismo puede extraerse con Deoxycalato (28), álcali (15), ácido, 

dietil éter o agua (57). Este ontfileno es un polisacárido ácida de 

alto peso molecular, (0.2·2 millones) cuyo grupo inmunodominante 

es el ácido 2-ceto-3-deoxloctonoica (15). 

Las técnicos usadas para la deteccl6n de anticuerpos CIOntra el 

antígeno .de grupo SOi\: Fijaci6ii de co~lemento (8, 10, 18,27,.43,46), 

fluorescencia (30,40,~1,58,61), hemaglutinación (6, 16,52), intrade!. 

moreacción (JI), radioinmunaensayo (18) e inmunodifusi6n (7, 12,31, 

42). 

2. Antígenos de especie: Los antígenos especfficos de especie -

han sido demastra<k>s por inactivación del antrgeno de grupo media!! 

te periodato de potasio (8) y absorción con anticuerpos homólogos -

(12). Se utilizan para la detecci6n de anticuerpos siguiendo los mé

todos anteriormente mencionados, además de las técnicas de reducción 

en placa (5,6,45,47) y la técnlm de contrainmunoelectroferesis (26). 

C. PROBLEMATICA EN MEXICO 

Estudios realizados en Méxica (44) en pulmones de borregos sa

crificadas en el rastro de Ferrería demostraron que el 13.3% de 1 ,500 

animales presentaron lesiones neumonicas apreciables o simple vista. -

En 2 pulmones se demostró por medio de aislamiento que clamidia fue 

el agente causal. Esto muestra lo presencia de este microorgoni, o0 en 

México. Sin embarga sabemos del problema que implico el ohlumien

lo de este microorganismo, por lo cual es necc~iio to•nlar con urKJ -



técnico de diagn6stlco rápida, sencilla y confiable. 



-a-

11. OBJETIVO 

En base a la gran oantidad de enfennedodes producidas por es

tos microorganismos y a el ahlamienta de Chlamydia spp. en M&xi

co (44) se crea la necesidad, de elaborar un antígena de grupo, a 

partir de 3 cepas de clamidias que sea .utilizado en la pruelxi de -

inmunodifusión en gel, la cual será utilizada como dlagn6stico de -

las enfermedades producidas por clamidias, y así misiro para evaluar 

la incidencia de este microorganismo en México. 



-9-

111. MATERIAL Y METODOS 

A. PROPAGACION DEL AGENTE. 

Tres cepas de clamldias (aborto ovino, enterrtis ovina y enterí-

tis bovina)* fueron propagadas par inoculación a embriones de pollo 

de 6-8 dios de edad vía saco vitelina (49). Se inocularon 100 em-

briones mensilalmente, haciendo un totol de 1200 (400 embriones a-

proximadamente para cada cepa). Los embriones que rTMJrieron antes 

del tercer día pastinoculaciones fueron desechadas, por c::anslderar-

se errores de la t~cnica. Mientras los que murieron despues del -

mismo t fueron refrigerados a 4 e• t pata despueS C::Clecfar el SQCQ -

vitelino, el cual fue sembrado por impronta en agar sangre**, poro 

comprobar la ausencia de bacterias C:ontaminantes. Estos sacos vite-

linos fueron homogenizados o 4 C. en un virtis y la suspensión ob~ 

nido fue centrifugada a 2500 g durante 20 minutos, el sobrenodante 

fue recentrifugado a 10000 g durante 30 min., a 4 C. El sedimento 

fue entonces resuspendido en PBS y almacenado a -70 C. hasta su 

empleo. 

B. PRODUCCION DEL ANTIGENO. 

La suspensi6n de partículas de clamidias fue pueslll a ebullición 

en baño maria durante 20 min. (9) para posteriormente ser recentri~ 

goda a 6000 x g. durante 30 min. y obtener en el sobrenadante el 

antígeno especffico de grupo. 

* Las ce¡>.Js fueron proporcionados por el Dr. Ricardo Flores C. de la 
Uilversidad de Cornell, U.S.A. 

** Agar Base Sangre. (Difco 0045-01) 
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C. ANTISUEf:O DEL CONEJO, 

El anti suero empleado en la prueba de inlTl'.modifusión en agar, 

fue producido en conejos, siguiendo el siguien~e modelo: El día --

lll se inowló una mezcla de 0.5 mi de antígeno más 0.5 mi de --

adyuvante completo de Freud vía intraplantur IJP); los días 8, 10,12, 

15, 17, y 19 se inocularon 0.5 mi de antígeno más 0.5 mi de ad>.;r 

wnte incompleto de Freud, vía intramuscular e IP en forma alte"!:! 

da. Los conejos fueron sangrados el día 22 y una última inoculación 

se efectuó el día 29 para sangrar los conejos el día 32 y titular el 

suero mediante la técnica de difusión en gel. 

D. TECNICA DE INMUNODIFUSION. 

Las placas d!I inmunodlfusión fueron preparadas de dos formas:-

la primera contenía agar noble* al 1.5°: disuelta en buffer de bar-

bituratos 0.32 M con un pH: 8.6 y en la segundo se empleó aga-

roso** al l .5% disuelta en buffer de fosfatos 0.1 M a pH=7.4 A -

las dos soluciones se les adicionó azida ;!e sodio al 0.1: ~ a una -

concentración final del 1°ó. Estassoluciones fueran servidos en cajas 

de Petri (l O cm. de diámetro) para la técnica de Macro-Ouchterlony 

y en placas de plastico 1Z x 7 cm.) para la técnica de Micro-Ouch-

terlony (41). 

Paro compar.:ir los dos métodos, se hicieran dil~·ciones dobles del 

antígeno y antisue10, con el fin de observar lo mejor lrnea de preci-

~ Aga1 nobl~ 1Difco 01-IZ-Oll 
•• Ana1osa 1Bioni.'<lical Loba1atoiies\ 



-11-

pitaci&i. Se emplearon como controles, suero•negativo de conefo y 

saco vitelino de ernbri6n de pollo sin infectar, colectados entre el 

décimo y vegésimo día de edad mediante el sacrificio de los ani""!!. 

les. Dichos sacos vitelinos fueron homogenizados y centrifugados a 

las constantes yo mencionadas, con la excepci6n de que este mate• 

riel no fue llevado a ebullici6n en ballo maria. Las placas de In~ 

nodifusión, fueron perforadas con moldes (figuras 1 y 2). En el ce~ 

tro de las mismos se colocó el ontrgeno y en la periferia los diluci~ 

nes del suero. 

1.80 cm 

o o 
o o 

' .35 cm r 

o I .2 cm 

o o 
fig. 1 

molde utilizado en la 
prueba de Micro-Ouchterlony 

2.54 cm 

o o 
o o OI 

.8 cm 

o o 
flg. 2 

molde utilizado en la pNeba 
de Mocro-Ouchterlony 

.6 ( 



IV. RESULTADOS 

Se observó en ambos ""todos, una línea de precipitación (fig.-

3) de identlcbt total entre las tres cepas de clamidlas utillzaclas -

contra slJs sueros hom61ogos y heter61ogos. Dicha línea fue obserwda 

a las 20 horas aproximadamente a temperatura ambiente, mostrando -

una mejor visibilidad. de la línea, cuando se empleo el antígeno ~ 

centrado y el antisuero no dilurdo, sin embargo se obtuw precipito-

do ha~ta uno dilución de 1-16 del suero, y de l-16del antígeno. -

Por otro lada, los controles, no revelaron ni~una línea de prec'ipi-

laci6n en el gel, 

fig. 3 

Lineas de identidad total en la 
técnica de lnmunodlfusi6n 

~-12-
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V. DISCUSION 

Todos los agentes del grupo PL T, poseen un antígeno de grupo. 

Este antrgeno de grupo clamidial ha sido demostrado por un gran n~ 

mero de procedimientos serológieos incluyendo entre otros; fijación -

de complemento, inmunofluorescencia e inhibición de la hemaagluti~ 

ción. En lo presentfl t6sls se uso la tknica de lnmunodifusión en ogar 

considerada como un m6toda sensitivo (.( 1 ) , la cual utiliza antígeno -

de grupo, el que es empleado para detectar anticuerpos de grupa en 

sueros de casos de animales con infección par clamidias. 

Parikh y Schechtmeister (42) usando extracción con fluorocarbón 

de cepas menlngopneumonitis, crecidos. en saco vitelino, ob:lervuron -

7 líneos de precipitación, considerando 6 como especfficas. Oe la mi! 

ma Forma Katzenelson y Bemkopf (31) encontraron 1 O lineas, aunque -

estas misroos fueron obtenidos con el anf(geno control de saco vitelino 

de embrión de pollo normal, sin embargo Barron y Collins (7) estudia

ron la reactiviclad de los antígenos preparados por diferentes métodos 

de cepas de tracoma, meningopneumonltis, pneumonitls y psitacosis, -

observando una scla línea de precipitación, que correspondió al antí

geno de grupo, posteriormente Collins y Borron (12), corroboran lo )'Q 

mencionado obserwndo una línea de precipitación para el antígeno de 

especie y otra línea para el antígeno espec:fficc de grupo, lo que CO!!_ 

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

El antrgeno termoestable de grupo, obtenido a partir de las ce

pas de clamldla estudiadas, produjo uno visible línea de preclpita-

cl6n con ontlsuero hom61go preparado en conejo, por lo que se .su

giere su empleo en la técnica de inmunodifusi6n en gel, para el -

diagn6stloo de las enfermecbdes causadas por clamidlas, asr como ~ 

ro efectuar estudios epizootiológicos con bases serol6gicas. 
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