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RESUMEN

SALAMANCA RIBA, GLADYS MARIA. Utilizacidén de la prueba de
intradermorreaccién como técnica diagndstica de la Queratocon-
juntivitis infecciosa ovina por Chlamydia psittaci (bajo la di
reccién de: Jeslis Romero M., Ana Leticia Romo G. y Jorge Pérez

M.).

Los métodos diagnésticos actualmente disponibles en nuestro me
dio para el diagndstico de la Queratoconjuntivitis infecciosa
ovina (Q.C.I.0.), no son lo suficientemente especificos y sen-
sibles. Existe la necesidad de nuevas técnicas diagndsticas
para determ%nar rdpidamente su etiologfa. Se cultﬁgé una cepa
tipo de C. psittaci en embriones de pollo y se elabord el anti-
geno para ser utilizado en una prueba de intradermorreaccidn.
Esta prueba se aplicé en tres grupos de animales: un grupo afec
tado con Q.C.I.0., otro grupo Sano pero con antecedentes de
Q.C.I.0. y un grupo libre de esta enfermedad. Se inoculd 0.1 ml
de antigeno clamidial en el pdrpado inferior izquierdo y 0.1 ml
de un antigeno testigo en el pdrpado inferior derecho. 24, 48,
72 y 96 horas postinoculacidén se determind el aumento de gro-
sor del pliegue palpebral, buscande aumentos de 2 o mis milime-
tros pé'za considerar a la prueba como positiva. Ningin animal
mostrd reaccidn positiva indicando una ausencia de estados de

hipersensibilidad hacia C. psittaci.



INTRODUCCION

La Queratoconjuntivitis infecciosa ovina (Q.C.1.0.) es una
enfermedad infectocontagiosa caracterizada por conjuntivitis y
queratitis que se encuentra distribuida a nivel mundial y cuya
etiologia es miltiple, dentro de la cual se encuentra Chlamydia
psittaci (4, 10).

La Q.C.I.O. representa grandes pérdidas para los producteo-
res debido a que ocasiona una disminucién en el peso vivo de
los animales por incapacidad de los mismos en buscar el alimen-
to (1, 6, 8).

Etiologfa: Dentro de ésta se encuentra: Chlamydia psittaci
(1, 2, 3, 4, 7, 8, 10, 15, 16, 18, 21} Rickettsia spp. (2, 7,

8, 10, l1), Moraxella bovis (10}, Branhamella ovis y Mvcoplasma

.coniunctivae (3, 7, 10, 15) ademds de: Bacillus spp., Staphylo-

coccus spp., Streptococcus sSpp., Corynebacterium pyvogenes, E.
coli, Pseudomonas spg., Listeria monocytogenes, Mycoplasma

mycoides var. capri, Acholeplasma oculi, difteroides y hongos

(4, 10, 11). Debido a su miltiple etiologia y a que por el mo-
mento no se cuenta con una técnica diagndéstica precisa para de-
terminar el agente causal, su tratamiento se vuelve mds costoso
y prolongado.

La Q.C.1.0. es una enfermedad de cardcter endémico y casi
no existe lugar en donde se explote la industria ovina que no
presente este problema, lo que justifica los esfuerzos y recur-
sos invertidos en su investigacidn.

Historia: El estudio de las infecciones oculares causadas
por Chlamydia sSpp. es relativamente reciente. Ahora se sabe

que muchas enfermedades oculares en diferentes especies anima-



les son causadas por C. psittaci (2).

En 1960 se pudo aislar e identificar a Chlamydia a partir
de exudado conjuntival de un gato que padecia conjuntivitis ca-
tarral aguda. En 1963 se aislé un agente infeccioso con carac-
teristicas clamidiales de muestras conjuntivales de lechones
con queratoconjuntivitis en Bulgaria. En 1959 se propuso que
el género Chlamydia era la causa de la queratoconjuntivitis
contagiosa de los borregos en Inglaterra. Estos estudios basa-
ron sus conclusiones en exdmenes citoldgicos de muestras con=-
juntivales y en tratamientos con quimioterapeiticos. No se tu-
vo éxito en el aislamiento del agente. Este agente fue poste-
riormente cultivado en embriones de pollo inoculados con mues-
tras conjuntivales obtenidas de borregos con queratoconjuntivi-
tis en los Estados Unidos =n 1967. Esto fue confirmado por me-
dio de estudios en borregos en Australia, Nueva Zelanda y Afri-
ca del Sur en 1974 (2).

En 1978 se aislé Chlamydia en cultivos celulares a partir
de muestras conjuntivales de un bifalo salvaje africano de un
afio y medio de edad en Botswana y en 1981 se aislé a chlamydia
de una muestra de ojo de un koala severamente afectado con que-
ratoconjuntivitis en Australia (2).

Bgizootio].oaia de la Q.C.I.0. causada por Chlamydia: La

Q.C.I,0., afecta a todas las razas ovinas sin importar sexo ni
edad, aunque se ha visto con mayor frecuencia en los animales
lactantes y los de engorda (8, 11). Los brotes se observan prin
cipalmente en la época de la lactancia debido a que las madres
y los corderos se mantienen juntos, aumentando con ésto, la po-

sibilidad de transmisién (3, 4).



La mayor incidencia de la Q.C.I1.0. se observa durante el
verano donde a causa de la sequia, aumenta la cantidad de pol-
vo y moscas los cuales actian como agentes mecdnicos de trans-
misidn (4, 8, 11)}. El hacinamiento también contribuye a la pre
sentacién de la enfermedad (4, 8, 10, 17). La morbilidad fluc-
tia desde 1 hasta 100% dependiendo de las condiciones del lugar
y el estado general de los animales.

La inmunidad de la Q.C.1.0. es de corta duracién y se ha
encontrado que animales que padecieron la enfermedad en un afio,
la vuelven a padecer en afios subsecuentes (3). La mayoria de
los animales afectados presentan exclusivamente una conjuntivi-
tis folicular de moderada a severa que cuando no es tratada per
siste entre 10 y 15 dias (3). Es de distribucién mundial.

Propiedades del género Chlamydia: Este género sélo puede
replicarse en el citoplasma de células animales vivas. Su ta-
mafio es relativamente pequefio {300 nm) lo que la hace asemejar-
se a los virus (13). Son organismo procaridticos y su entidad
celular se mantiene durante su ciclo de replicacidn.

Las clamidias contienen ADN y ARN; se dividen por fisidn
binaria; contienen ribosomas 70S; poseen una pared celular ri-
gida carente de 4cido murdmico y una membrana externa similar
a la envoltura de las bacterias Gram negativas; poseen pldsmi-
dos y son susceptibles a la accién de algunos antibidticos in-
cluyendo a la tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina y peni-
cilina (13).

Las clamidias no son capaces de producir eficientemente
compuestos de alta energia como el ATP por lo que necesitan ob-
tener su energia metabdlica a partir de la célula huésped. Son

anaerobios por definicidén (4, 13). El alto contenido de lipi-
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dos de su pared celular las hace susceptibles a la accidn mi-
crobicida de los detergentes, de solventes orgdnicos y de otros
desinfectantes de uso comin como el formaldehido y el fenol.
Las clamidias también son susceptibles a la inactivacidén por
medio del calor (13).

Patogenia: Los rayos ultravioleta, el polvo, el viento y
el calor, producen dafioc en los ojos de los borregos lo que oca-
siona que é&stos se vuelvan susceptibles a la entrada de micro-
organismos tales como clamidia (8, 10).

El ciclo de replicacién de las clamidias se inicia cuando
la forma extracelular del micrcorganismo, el cuerpo elemental
(CE), infecta una célula susceptible, que en este caso seria
una célula del epitelio conjuntival (13). El periodo de incu-
bacién es de 24 a 36 horas. El CE se reorganiza en unas cuan-
tas horas en una forma no infectante denominada cuerpo reticu-
lado (CR), el cual se multiplica activamente mediante fisién
binaria. Los CRs se reorganizan nuevamente en la nueva proge-
nie de CEs. Los mondmeros de proteina de la membrana externa
se vuelven a entrelazar mediante puentes disulfuro para formar
complejos poliméricos y la progenie infecciosa es liberada du-
rante la lisis de la célula huésped ingresando a los fluidos
lagrimales e infectando nuevas células (2, 13).

El curso de esta enfermedad dura entre 10 y 15 dias pu-
diendo presentarse la recuperacién del animal en forma espontd-
nea. En algunas ocasiones la clamidia invade la sangre y migra
al otro ojo y a las articulaciones (4, 8). Si el animal no se
recobra de manera espontdnea, la descarga ocular se vuelve mds
densa y purulenta debida a infecciones secundarias (2, 4). To-

da clase de bacterias pueden estar invoclucradas en infecciones



secundarias y han sido implicadas en causar Q.C.1.0. porgue
es muy dificil distinguir entre colonizacién, infeccidn secun-
daria y la causa primaria de la enfermedad.

Signos y lesiones: La Severidad de la Q.C.I1.0. causada por
C. psittaci es variable, La mayoria de los animales afectados
muestran dnicamente una queratoconjuntivitis de moderada a se-
vera, la cual, cuandoc no es tratada, persiste por 1 a 3 semanas
(1, 6, 10).

Los signes clinicos tempranos consisten en quimosis, dila-
tacién de los vasos conjuntivales en los midrgenes palpebrales y
blefaroespasmo (2, 4, 10}). Un enrojecimiento difuso se ve pos-
teriormente en los férnix inferiores en donde también estdn pre
sentes filamentos delgados de moco (2, 3, 4, 8). El desarrollo
de fcliculos linfoides seflalan estadios intermedios de la en~
fermedad (2, 8).

Los foliculos linfoides empiezan como elevaciones peque-
fas, discretas y pdlidas en la conjuntiva, las cuales se van
agrandando progresivamence llegando a un didmetro de 3mm; éstos
confluyen y forman delicados dobleces con una tonalidad que va
de rosa hasta rojo en el fornix inferior y en el tercer pdrpado
(2, 8). El desarrollo de los foliculos de la superfice bulbar
del te;cer pdrpado, la hiperemia conjuntival y el edema causan
una inflamacidén de los tejidos periorbitales (2, 4).

El drenaje de las l4grimas se obstruye y como consecuencia
la epifora se presenta cominmente y tiempo después una abundan~
te descarga seropurulenta sella los pdrpados a manera de costra.
Los borregos con este tipo de lesiones presentan fotofobia (1,

2, 4, 6, 10, 11, 17).



El edema perilimbal de la cérnea refleja signos de conjun-
tivitis clamidial avanzada y se encuentra asociada con signos
de inflamacién severa de la conjuntiva bulbar y su extensidn
hacia la cérnea en forma de gueratitis (2, 3). Hay neovascula-~
rizacién de la cdérnea que ocurre principalmente en el limbo su-
perior y que en el trpascurso del tiempo se convierte completa-
mente en perilimbal (2, 10). En un gran porcentaje de los casos
ambos ojos se encuentran igualmente afectados (2, 17).

Son pocos los casos de Q.C.I1.0. en los que hay complica-~
ciones, en los cuales se observa una opacidad de la cdrnea y ul
ceracién de la misma (2, 4, 8, 10, 11). Bajo estas circunstan-
cias existe cequera, panoftalmia y consecuente incapacidad para
encontrar alimento y agua (1, 6, 10, 1l1).

En algunos animales con esta enfermedad puede persistir la
turbidez corneal durante varias semanas o incluso ser permanen-
te. En ocasiones la ulceracidén de la cérnea causa colapso del
globo ocular (4, 10). En otros animales se presenta una cica-
trizacidén y pigmentacién permanente de la cérnea (3).

En algunas regiones geogrdficas un porcentaje de los cor-
deros con conjuntivitis padecen a su vez de poliartritis y vir-
tualmente todos los corderos con poliartritis padecen conjunti~
vitis (2, 4, 8, 17). Se presenta una disminucién en la ganancia
de peso de los animales. Algunos de éstos se ven parcialmente
anoréxicos y en una condicién general pobre. En muy raros ca-

sos se llega a presentar la muerte por inanicidn (1ll).

i
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DIAGNOGSTICO DE LA Q.C.1.0. PRODUCIDA POR C. psittaci:
1. Demostracidn directa del agente etioldgico en la conjun
tiva ocular:

a) Citologia exfoliativa de raspados conjuntivales:

Esta técnica puede ser un instrumento para el diagnéstico

de infecciones de conjuntiva por clamidias (4, 9). Muestras de
conjuntiva son colectadas mediante un raspado de la superficie
afectada. Dichas muestras son tefiidas por el método de Giemsa
Y observadas en el microscopio de campe claro (3, 4, 10, 15, 17,
18).

La tincidn de Giemsa es utilizada para determinar el tipo
de respuesta inflamatoria observando en ésta el tipo de células
epiteliales en la conjuntiva y para identificar inclusiones ci=-
topldsmicas caracteristicas de clamidia (9).

La tincidn de Giemsa tifie la periferia del nicleo de los
leucocitos de color pdirpura, el citoplasma de color azul claro,
y los grdnulos eosinofilicos y los eritrocitos de rosa. Las cé-
lulas epiteliales normales de la conjuntiva son ligeramente més
grandes que los leucocitos (10 a 1S/pm de didmetro) y poseen un
nicleo granular en el centro de color rosa con un citoplasma
azul claro homogéneo. Las bacterias se tifien de azul oscuro (9).

LoQ colorantes de la tincién de Giemsa deben ser prepara-
dos diariamente para su uso, con el objeto de asegqurar una bue-
na tincidén de los elementos celulares (9).

Las inclusiones citopldsmicas son mds frecuentemente encon-
tradas en dreas donde existen gran cantidad de polimorfonuclea-
res y en capas de células epiteliales (9). Las inclusiones cito
pldsmicas consisten de acimulos de particulas pequefias (300 nm}

de color rojo-pirpura, conocidas como cuerpos elementales y de



particulas mds grandes (llum) de color azul oscuro conocidas co-
mo los cuerpos reticulados (9).

Cabe seflalar que el método de Giemsa no es una técnica al-
tamente especifica ni sensible debido a que las inclusiones de-
ben ser diferenciadas de grdnulos de melanina, grdnulos espar-
cidos en el citoplasma provenientes de células epiteliales adya-
centes y de bacterias localizadas en la superficie de las célu-
las epiteliales, entre otras (9). Esta técnica puede dar falsos
positivos y desafortunadamente las tipicas inclusiones solamen-
te estdn presentes en los primeros estadios de la enfermedad
(16). El raspado de la conjuntiva para la obtencién de la mues
tra puede agravar los signos {10).

A esta prueba se le ha determinado una efectividad del
508 (9).

b) Técnica de Inmunofluorescencia:

La sensibilidad y la especificidad de la demostracién di-
recta mediante microscopia podria mejorarse substancialmente me-
diante el uso de técnicas de inmunofluorescencia. Lamentable-
mente, estas técnicas no han sido evaluadas suficientemente co-
mo recurso diagnéstico de rutina en Medicina Veterinaria. *

La preparacién de inmunofluorescencia puede ser posterior-
mente tefiida con Giemsa o Giménez para reubicar las inclusiones.

c) Prueba de ELISA:

Recientemente ha sido descrita una prueba de ELISA que per

mite la deteccién de C. psittaci en moco vaginal de animales ex-

perimentalmente infectados. Serd interesante ver los resulta-

* pérez, L. Cowunicacién personal 1988.
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dos de esta prueba una vez que se aplique al diagnéstico ruti-
nario no solo de abortos sino también de otras infecciones cau-
sadas por clamidia (14).
2. Aislamiento del agente etioldgico:
a) Aislamiento en embrién de pollo:

Consiste en la inoculacidn de raspados conjuntivales a di-
ferentes diluciones decimales via saco vitelino a embriones de
pollo de 6 a 8 dias de edad. Dichos embriones son incubados a
37° C y ovoscopiados diariamente para evaluar su viabilidad
(2, 3, 15, 17, 18}.

La muerte de los embriones en los primeros cuatro dias de
la inoculacién es usualmente inespecifica {2), por lo que se es
pera que la mortalidad aparezca después del cuarto dia postino-
culacién para sospechar de clamidia (15, 17). .

Una forma presuntiva de diagnosticar infeccidn clamidial
en los embriones muertos es por medio de la observacidn directa

de las lesiones causadas por Chlamvdia psittaci en las células

endodérmicas del saco vitelino y una evidente congestidn del
mismo {15, 16). A los embriones que presentan este tipo de le-
siones se les extrae el saco vitelino, pues es en donde se re=-
produce la clamidia y por lo tanto se encuentra en mayor canti-
dad (15, 16). De dichos sacos vitelinos se realizan improntas
fijadas al calor y teflidas bajo la técnica de Giménez para ser
observadas en el microscopio de campo claro e intentar el hallaz
go de cuerpos elementales caracteristicos del género Chlamydia
(3, 15, 17).

Entre las ventajas de esta prueba estd su fdcil realizacidn

agl como el poco sofisticado material que se requiere (12). Den~
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tro de sus desventajas se encuentra la incapacidad de algunas
cepas de clamidia para reproducirse en embriones de pollo por
falta de adaptacidn; el riesgo de que los embriones utilizados
no se encuentren en buenas condiciones y la presencia de cuerpos
elementales en cantidades insuficientes para ser detectados en
el microscopio de campo claro. La obtencidn de resultados posi
tivos mediante la técnica de Giménez nos puede llevar a un diag-
néstico de forma rdpida, pero el no hallazgo de cuerpos elemen-
tales bajo esta técnica no necesariamente descarta a clamidia
como la causante de la infeccidn (12),

El trabajo realizado por Stephenson, Storz y Hopkins (15},
indica que esta prueba tiene alrededor de un 40% de efectividad.

b} Aislamiento en cultivos celulares:

Durante los lltimos afios, las condiciones para el cultivo
in vitro de clamidia en cultivos celulares se han mejorado sig-
nificativamente. Una gran cantidad de lineas celulares de ori-
gen mamifero o aviar, han sido utilizadas para el cultivo in

vitro de C. psittaci, pero las células L (clonas 929 y 5b, fibro

blastos de ratén} son las mds utilizadas (13}.

La mayoria de las cepas de C. psittaci aisladas de mamife-
ros, se adhieren en forma ineficiente a los cultivos celulares}
pero la infectividad puede incrementarse auxiliande a las fases
iniciales del proceso de infeccidn, como son la fase de adheren-
cia de los cuerpos elementales (CEs) a la membrana citopldsmica
de la célula huésped y la endocitesis de los CEs una vez adheri-
dos; y creando un ambiente intracelular mids favorable para la
multiplicacién del pardsito (13). El método mds eficiente con-

siste en la centrifugacién del indculo sobre el monoestrato ce-
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lular. El mecanismo por medio del cual funciona este método es
incierto., La mdxima infectividad se obtiene utilizando fuerzas
centrifugas lo suficientemente grandes como para ocasionar la
sedimentacidén de los CEs presentes en el indculo (10,000 x g),
aunque también fuerzas centrifugas mucho menores {(como 70 x g)
aumentan la infectividad de la clamidia significativamente, lo
cual sugiere que la sedimentacidén de los CEs sobre el monoestra-
to celular no es el factor esencial para el aumento en la infec-

tividad in vitro (13}.

Se ha sugerido gue la centrifugacidén induce cambios morfo-
légicos tanto en la membrana citopldsmica como en el citoesque-
leto de las células huéspedes y que estos cambios hacen que los
receptores ocultos sean’ expresados en la superficie celular, pro-
moviendo asi, la adherencia y la endocitosis de las clamidias.
Sin embargo, los estudios realizados por otros autores sugieren
que durante la centrifugacién, la primera fase del proceso de in-
feccidn, la fase de adherencia, no se lleva a cabo (13).

Muchos otros procedimientos han sido utilizados para aumen-
tar la entrada y la multiplicacidén de las clamidias en cultivos
celulares. De éstos, el uso de dietilamino etil dextrano (DEAE
dextrano} y el ciclohexamida han sido los mejores caracteriza-
dos. E1 primero es un policatidn que se utiliza para neutrali-
zar cargas negativas en la superficie de la célula huésped con
el f£in de aumentar la infectividad de muchas cepas de C. psittaci
de origen mamifero (13). El uso de este producto representa una
alternativa a los laboriosos procedimientos de centrifugacidn an-
tes descritos (13).

La ciclohexamida es un antibidtico glutarimidico que inhi-

be la sintesis de proteinas en células eucaridticas pero que no
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afecta el metabolismo de organismos procaridticos. La presen-
cia de este producto en cultives celiulares infectados con cla-
midias, aumenta consistentemente la formacidén de inclusiones ci
topldsmicas por cepas de ambas especies deichlamzdia. Se piensa
que la ciclohexamida aumenta la infectividad de las clamidias
aumentando la disponibilidad de aminodcidos en el citoplasma de
la célula huésped y reduciendo la competencia celular por los
mismos (13).

Cabe destacar que ésta es la técnica mds indicada para el
diagnéstico de Q.C.I.0, por C. psittaci, pero existen en México
muy pocos laboratorios gue presten este servicio.

c} Aislamiento en animales de laboratorig:

Esta es otra técnica de diagndstico de la Q.C.1.0. causada
por C. psittaci. Dentro de los animales utilizados para esta
técnica se encuentran los ratones y cuyes principalmente, a los
cuales se les inocula la muestra problema varias veces por via
intraperitoneal o por instilacidén nasal realizando pases cuan-
do se trabaja con aislamiento de clamidia a partir de bovinos,
ovinos o caprinos (3). Debido a que los ratones y cuyes también
sufren infecciones naturales tales como neumonia natural del ra
tén producida por clamidia y la queratoconjuntivitis natural
del cuye también producida por este microorganismo, es necesa-
rio que estos animales estén libres de este gérmen para no al-
terar los resultados (3, 4).

3. Pruebas seroldgicas:

a) Prueba de fijacidén de complemento:

Es una prueba ampliamente usada para el diagnéstico de in-
feccidn por C. psittaeci (12).

La prueba de fijacidén de complemanto se lleva a cabo en
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dos etapas. En primer lugar, el antigeno y el suero problema
{cuyo complemento se destruyd por calentamiento a 56° C) se
cuban en presencia de suero normal de cobayo, el que suminis-
tra una fuente de complemento. Después de dejar reaccionar al-
gun tiempo la mezcla Ag-Ac-C', se mide la cantidad de complemen
to libre en el sobrenadante afiadiendo un "sistema indicador”
formado por eritrocitos de carnero, cubiertos de anticuerpos.
La lisis de estos eritrocitos, que se traduce por la aparicién
de una solucidén roja transparente, constituye un resultado ne-
gativo, pues significa que el complemento no fue fijado y por
lo tanto, no habia anticuerpos en el suero problema {19). Se
puede considerar gue el titulo es la dilucidn del sueroc mds al-
ta en la cual hay lisis de una cantidad infgrior al S0 por 100
de los gldbulos rojos afadidos (19).

Dentro de las ventajas de la prueba de fijacién de comple~
mento estd que nos permite idenﬁificar muchas interacciones in-
munes. El punto final de las reacciones es fdcil de leer y, a
diferencia de las pruebas de hemaglutinacién, no se depende de
la precipitacién de los eritrocitos. Ademds, la prueba de fija-
cién de complemento no requiere disponer de suspensiones puri-
ficadas de antigenos, razén por la cual se utiliza frecuentemen-
te paré el diagndstico de enfermedades virales (19).

Dentro de las desventajas de esta misma prueba estd el in=-
conveniente en su complejidad, sobretodo respecto a la estanda-
rizacidén y preparacidn de los reactivos (19). Ademds, es mds
Gtil en el diagndstico de enfermedades sistémicas de origen cla-
midial tales comc neumonia, poliartritis, encefalomielitis y
aborto, no asi en las infecciones de la mucosa como es el caso

de la queratoconjuntivitis, artritis e infeccidn del tracto ge-
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nital (12).
' b) Técnica de inmunofluorescencia:

Esta prueba es muy Gtil para el diagnéstico de la Q.C.I1.0.,
prefiriéndose utilizar la prueba indirecta de anticuerpos fiuo-
rescentes. BEsta técnica permite identificar y medir los anti-
cuerpos en el suero. Bl colorante fluorescente a utilizar es
el isotiocianato de fluoresceina (ITCF). El ITCF es un compues-
to amarillo que se combina fdcilmente con las inmunoglobulinas
y no altera su capacidad de reaccidn (19).

Cuando se busca un anticuerpo para la técnica de inmuno-
fluorescencia, el antigeno se utiliza bajo forma de frotis, un
corte o un cultivo de células, El antigeno se incuba en presen-
cia de un suero que pueda contener anticuerpos contra dicho an-
tigeno; posteriormente el suero se lava, dejando los anticuer=-
pos unidos con el antigeno. Es posible identificar estos anti-
cuerpos fijados incubando el frotis con un suero anti-gammaglo-
bulinas marcado con ITCF. El exceso de anti-gammaglobulinas se
elimina por lavado y se examina el frotis. La fluorescencia in
dica que habia anticuerpos en el suero problema. Su cantidad se
establece por estudio de diluciones crecientes de suero frente
a un nimero variable de preparados antigénicos diferentes (19).

Dentro de las ventajas de la prueba de inmunofluorescencia
+ se encuentra la posibilidad de saber que clase de anticuerpos es
pecificos se encuentran en el suero, utilizando conjugados con-
tra cada variedad de inmunoglobulinas (19). Una de las principa-
les desventajas de esta prueba es que no se realiza en forma ru-

tinaria en laboratorios clinices {9},
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c) Prueba de ELISA:

Esta prueba requiere del uso de anticuerpos marcados con
enzimas. Se trata de una prueba destinada a medir la cantidad
de anticuerpos en el suero. El antigeno queda quimicamente uni-
do a una superficie sélida, por ejemplo, el interior de un tu-
bo de ensayo. Después de que el suero reacciond con el antige-
no, se lavan los complejos inmunes fijados a la superficie, con
el fin de eliminar el anticuerpo que no formé complejos, y se
afpade la anti-gammaglobulina marcada con la enzima. Después de
un segundo lavado, la cantidad de enzimas que permanecen en el
tubo constituyen un indicio de la cifra de anticuerpos especifi-
cos en el suero y se presta a una medicidén sencilla mediante téc
nicas quimicas ordinarias (19}.

Dentro de las ventajas de la prueba de ELISA se encuentra
su gran sensibilidad que resulta ser mayor que la de fijacidn
de complemento; ademds, es capaz de determinar el tipo de in-
munoglobulina presente en el suero (4, 12)}. Sus desventajas son
la poca cantidad de laboratorios que realizan esta prueba en for
ma rutinaria y la frecuente aparicién de interferencia (12).

4. Pruebas de inmunidad celular:

a) Prueba de intradermorreaccidn:

Cuando se inyectan en la piel de animales sensibilizados
determinados antigenos, puede presentarse en el sitio de la in-
yeccidn una respuesta inflamatoria que tarda varias horas para
instalarse. Puesto que esta reaccidén de "Hipersensibilidad tar-
dia" no es transferible de un animal sensibilizado a uno normal
con el suero, sino solamente con el trasplante de linfocitos,
no hay duda de que se debe a un fendmeno de inmupnidad celular,

Las reaccicnes de hipersensibilidad tard{a del tipo mencionado
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se clasifican como hipersensibilidad tipo IV y se deben a las
interacciones entre el antigeno inyectado y los linfocitos T
sensibilizados (19}.

Esta prueba ha sido utilizada con buenos resultados para
el diagndstico en forma indirecta de Aborto Enzootico Ovino cau-
sado por C. psittaci (5, 22), as{ como para estudiar el mecanig
mo patogénico de la conjuntivitis clamidial en cobayos (20, 21).
Los resultados de estos trabajos sugieren que las hembras que
abortan después de una infeccién por C. psittaci son aquellas
que no fueron capaces de dar una respuesta inmune celular ni
en el momento ni en la cantidad adecuada (5, 22).

Titulos elevados de anticuerpos detectados por medioc de la

prueba de fijacién de complemento a partir de muestras de ani-
males enfermos no son indicativos de una adecuada proteccidn.
En animales gestantes existe evidencia de que existe una corre-
lacidn inversa entre la prueba de intradermorreaccidn y la res-
puesta humoral (5, 22). Esto se debe a que C. psittaci es un pa-
rdsito intracelular obligado, por lo tanto, requiere de una res
puesta debida a células para proporcionar proteccidn (5, 22),

Los resultados encontrados en los trabajos realizados por
Dawson y col. (5) y Wilsmore y col. (22), indican que es mayor
.el nmimero de animales tanto enfermos como infectados detectados
por medio de la prueba de intradermorreaccidn que por medio de

la prueba de fijacién de complemento.

En México se realizd recientemente un estudio en el que se
intenté aislar a C. psittaci de raspados conjuntivales de ani-
males con Q.C.I.0. e improntas de saco vitelino de embriones de

pollo infectados con muestras conjuntivales, observdndose la
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presencia de estructuras muy sugestivas de cuerpos elementales
de clamidia pero no siempre en cantidades significativas (4).
Debido a lo anterior y a que se carecen de laboratorios suficien
tes que realicen la técnica de aislamiento en cultivos celula-
res, se establecid la necesidad de buscar otras técnicas de
diagndstico de Q.C.I.0. por Chlamydia psittaci como es la prue-
ba de intradermorreaccidn, representando con ésto, una eviden-
cia del papel etioldgico de C. psittaci en esta enfermedad den-
tro del rebaiio estudiado.

La realizacidn de este trabajo se basé en la hipétesis de
que utilizando animales gque tuvieran antecedentes de haber pa-
decido Q.C.I.0., y otro grupc con esta enfermedad, éstos reaccio-
narian de forma positiva a la prueba de intradermorreaccidn.

Lentro de los objetivos a alcanzar en el presente trabajo
fue el de producir antigeno de C. psittaci para posteriormente
ser utilizado en la prueba de intradermorreaccién. En dicha prue
ba se esperd identificar a C. psittaci come el agente etiolégi-
co de la Q.C.I.O.



19
MATERIAL Y METODOS -

Bste estudio fue realizado en el Centro Ovino del Programa
de Extensidn Agropecuaria (C.0.P.E.A.) de la Facultad de Medici-
na Veterinaria y Zootecnia de la U.N.A.M., ubicada en Topilejo,
Distrito Pederal México-Cuernavaca, con una altitud de 2,760m
sobre el nivel del mar. Su ubicacidn geogrdfica es de 9°13' la-
titud N y 99°8' longitud O. El clima es subhumedo templado, con

. una temperatura media de 10.07° C y una precipitacién pluvial

anual de 800-1,200 mm. La explotacidén es de tipo intensivo.

Procedimiento:

a) Obtencién del antigeno:

Se requirid reproducir una cepa tipo de Chlamydia psittaci
en embriones de pollo de 7 dias de edad incculados via saco vi-
telino a diferentes diluciones decimales. Se utilizdé la cepa
C. psittaci LW613, originalmente aislada a partir de un corde-
ro do gueratoconjuntivitis y poliartritis (16), facilitada por
el Dr. J. Storz, de la Universidad Estatal de Louisiana de los
Estados Unidos.

Las diluciones se realizaron con el diluente de Bovarnick,
constituido por sucrosa, KH,PO,, K, HPO,, glutamato monosddico,
estreptomicina y 1% de rojo de fenol en agua destilada (16).
Los embriones inoculados fueron incubados a 37° C y diariamente
‘fueron ovoscopiados para valorar viabilidad.

A los embriones muertos dentro de los 4 primeros dias post~
inoculacidn, se les realizé prueba de esterilidad en gelosa san
gre (GS) y posteriormente fueron desechados.

Los embriones muertos después de los cuatro dias postino-

culacidn, se conservaron en refrigeracién para realizar prueba
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de esterilidad y la cosecha; la primera para desechar la posi-
bilidad de muerte por algin contaminante y la segunda para bus-
car lesiones sugestivas de la infeccidn por C. psittaci y con-
firmar as{, la viabilidad de la cepa tipo.

Las lesiones presentes en los embriones de pollo infecta-
dos por C. psittaci son: Escaso desarrollo del embrién, conges-
tién de los vasos sanguineos del saco vitelino, adelgazamiento
de la membrana vitelina, licuefaccidn y color intenso de yema,
hemorragias en cabeza y tarsas.

A los embriones con este tipo de lesiones se les extrajo
el saco vitelino para conservarlo en cajas de Petri estériles
y realizarles improntas fijadas al calor y tefiidas con la técni~-
ca de Giménez. Las improntas fueron observadas al microscopio
de campo claro para confirmar la presencia de cuerpos elementa-
les caracteristicos del género Chlamydia (3, 15, 17).

Los sacos vitelinos que presentaron abundantes cuerpos ele-
mentales, fueron macerados con 2 ml/saco vitelino de solucidn
de Bovarnick con 2% de suero fetal bovino y conservados a -70° C
hasta obtener la cantidad de antigeno necesario {16). (Figura
No. 1}.

Una vez obtenida la cantidad suficiente de macerado de sa-
cos vitelinos infectados, (48 sacos vitelinos), se procedié a
elaborar el antigeno como lo describe Rodolakis y col. {(citado
en las referencias 5 y 22):

El macerado fue suspendido en 40 ml de solucidén amortigua-
dora de acetato con pH de 5.5, mids cloruro de sodio 1 M (2.92 g}
¥ 0.5% de formalina (0.25 ml}. Esta mezcla fue homogeneizada pa-
ra posteriormente dejarla en reposo por 24 horas a 4° C. Se cen-

crifugd a 500 x g por 15 minutos a 4° C y se eliminaron los 1li-
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pidos acumulados en la superficie. Se procedid a centrifugar
ﬂuevmente a 27,000 x g a 4° C durante 30 minutos. Se retird el
sobrenadante para agregarle al precipitado 300 ml de solucidn
amortiguadora de acetato con cloruroc de sodio 2 M (35.06 g) y
68.1 g. de sucrosa. Se centrifugdé a 27,000 x g a 4° C durante
30 minutos para obtener el sedimento y resuspenderlo en 400 ml
de solucidn amortiquadora de acetato con cloruro de sodio 0.1 M
(2.33 g). Se dejé a temperatura ambiente hasta iniciar la pre-
cipitacién y luego 2 horas a 4° C. Se procedid a clarificar a
320 x g a 4° C durante 20 minutos obteniendo el sobrenadante y
volviéndolo a centrifugar a 27,000 x g a 4° C por 30 minutos.
El sedimento obtenide fue resuspendido en 5 ml de agua destila-
da estéril. Se gsonificé la muestra en hielo y se liofilizd en
alicuotas de 1 ml que fueron conservadas en refrigeracidén (5,
22). (Figura No. 2).

Para la preparacién del antigeno testigo se obtuvieron 17
sacos vitelinos no infectados con aproximadamente la misma edad
de los embriones infectados, evitando con ésto, alguna variacidn
entre sus caracteristicas como puede ser la cantidad de proteina
contenida.

El antigeno testigo fue tratado de la misma manera que el
macerado de sacos vitelinos infectados.

b) Aplicacién del indculo:

Se trabajé con 3 lotes de animales de los cuales un lote
egtaba constituido por 15 corderos de varias razas afectados en
diversos grados con Q.C.I.0.; el segundo lote estaba constitui-
do por 19 borregas con antecedentes de haber padecido Q.C.I.O.
y el tercer lote estaba constituido por 20 borregas sin ningin

antecedente al respecto.
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Se identificaron perfectamente a los animales segin el lo-
te al que pertenecian y se procedid a medir con un vernier el
grosor de los dos pirpados inferiores de cada animal anotando
los resultados (5, 22).

Se reconstituyeron las alicuotas de antigeno, cada una con
1 ml de solucidn salina isotdnica estéril y se le aplicd a cada
animal 0.1 ml del antigeno clamidial en el pdrpado inferior iz-
quierdo en forma intradérmica: de la misma manera se aplicé
0.1 ml del antigeno testigo en el parpado inferior derecho de
todos los animales (5, 22).

La lectura se realizd a las 24, 48, 72 y 96 horas postino-
culacidén. Dicha lectura consistid en volver a medir el grosor
de los 2 pdrpados inferiores de los animales, comparando ;os re-
sultados con el grosor previo a la inoculacidén buscando un au-
mento en el grosor mayor o igual a 2 mm. para considerarlo como

una respuesta positiva a la prueba (5, 22).
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RESULTADOS

Dentro de los objetivos alcanzados en este trabajo fue el
producir antigeno de C. psittaci (LW6l3-pase 12) para la reali~
zacién de la prueba de intradermorreaccidn en el diagndstico de
la Queratoconjuntivitis infecciosa ovina, donde se observé un
buen crecimiento del antigeno inoculado via saco vitelino a em-
briones de pollo de 7 dias de edad hasta obtener una cantidad
suficiente de sacos vitelinos (48 sacos) para la elaboracién del
indculo.

El rendimiento final de los sacos vitelinos infectados fue
de 5 ml de antigeno.

Los cuadros 1, 2 y 3 muestran los resultados de las medi-
ciones de los grosores de los pidrpados antes y después de la ino
culacidn en los tres grupos de animales., La lectura de la prue-
ba de intradermorreaccidén de los animales del primer lote fue rea
lizada dnicamente a las 72 horas. La lectura de la prueba en
los lotes 2 y 3 se realizd a las 24, 48, 72 y 96 horas postino-
culacidn. .

En los cuadros 1, 2 y 3 se observa que no hubo aumento sig~
nificativo (mayor o igual a 2 mm}, en el grosor de los pdrpados
de ninguno de los animales inoculados ya sea con el antigeno

clamidial o con el antigeno testigo.
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DISCUSION

Estudios previos tendientes a demostrar el papel etiolégi-
co de C. psittaci en la Q.C.I.0. de los animales del C.O.P.E.A.
mediante el aislamiento del microorganismo en embriones de po-
llo, no fueron concluyentes debido a las dificultades inherentes
a este método de diagndstico. Esto motivd el desarrollo y la
aplicacién de otras pruebas complementarias, tales como la In-
tradermorreaccibn,

La prueba de intradermorreaccidén no ha sido rutinarismente
aplicada ai diagnéstico de la Q.C.I.0. causada por C. psittaci,
sin embargo, ha demostrado ser de gran utilidad en el diagndsti-
co del Aborto enzootico ovino, también causado por C. psittaci.
Ademds, el hecho de que la intradermorreaccidén encuentre aplica
cidén en el estudio de la patogenia de la queratoconjuntivitis
por clamidia en cuyos experimentalmente infectados, sugiere la
posibilidad de su utilizacidn en el diagndstico de la Q.C.I.O.
causada por este mismo agente.

La ausencia de incrementos significativos en el grosor del
pliegue palpebral de los animales incluidos en este estudio, es
indicativo de una ausencia de hipersensibilidad celular frente
al antigeno de C. psittaci. En el grupo 2 existe la posibili-
dad de que el estado de hipersensibilidad hubiera desaparecido
tiempo después de que los animales se recuperaron de la Q.C.I.O.
Sin embargo, el grupo 1 incluyd animales en diferentes fases
clinicas de Q.C.I.0. unilateral o bilateral y tampoco éstos mos-—
traron reacciones positivas frente al antigeno inoculado.

El hecho de que ningin animal resultara positivo a la prue~
ba de intradermorreaccidn, podria ser interpretado en términos

de que la etiologia de las Q.C.1.0. observadas sea distinta a
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C. psittaci.

En favor de esta interpretacidén se encuentran los resulta-
dos preliminares de otro estudio colateral que se estd realizan~
do actualmente en el mismo rebafio utilizando una prueba indirec-
ta de ELISA para la determinacién de anticuerpos especificos con-
tra C. psittaci en el suero, * Sin embargo, antes de afirmar

. categéricamente que C. psittaci no se encuentra jugando un papel
importante en la Q.C.I.0. del C.0.P.E.A., habrd que determinar
en forma mds precisa la utilidad diagnéstica de la intradermo-
rreaccidén en animales con Q.C:I.o. por C. psittaci inducida en
forma experimental. Las posibilidades de realizar un experimento

de esta naturaleza estdn siende estudiadas.

* pérez, J., Comunicacidn personal 1988.
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FIGURA No. 1

PROPAGACION DE C.psittaci (LW613).

Embrién 7 dias viable

Inoculacién de 0.5 ml (saco vitelino)

Incubacidén a 37° C hasta por 9 dias

Oovoscopeo diario

vivos ds de cuatro dias)

Muertos {(hasta el cuarto
dia postinocu-

lacién).
esperar muerte
Prueba de esterilidad
cosecha sacos vitelinos (Evaluacidn de
lesiones sugestivas
de infeccidn por
desecho Clamidia).

prueba de esterilidad tincién de Giménez

{(~) cuerpos (+) cuerpos

elementales elementales
desechar saco viteline mds 2 ml,

de Bovarnick con 2% de sue-
ro fetal bovino.

v
Conyelacidén a =70° C.
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FPIGURA No. 2

DIAGRAMA DE FLUJO DE LA ELABORACION DEL ANTIGENO

Macerado de 48 sacos
vitelinos en 40 ml. de solu-
cidn amortiguadora.
Reposo 24 hrs. a 4° C.
Centrifugar 500 x g - 15' - 4° C,
desechar lipidos

Centrifugar 27,000 x g ~ 30' - 4° C.

desechar Resuspender precipitado en 300 ml.
sobrenadante de solucidén amortiguadora.

Centrifugar 27,000 x g ~ 30' - 4° C.

desechar tesuspender precipitado en 400 ml.
sobrenadante de solucidn amortiguadora.

Reposo por
2 hrs. a 4° C.

Centrifugar 3%0 x g = 20' - 4° C.

desiéhar Centrifugar sobrenadante 27,000 x g
precipitado 30' a 4° C.
v
desechar Resuspender precipitado en 5 ml.
sobrenadante de agua destilada estéril.
Sonificar

T AmFT 13 oy



3o

CUADRC No. 1

RESULTADOS DE LAS MEDICIONES DEL GROSOR DE
LOS PARPADOS DE LOS CORDEROS CON Q.C.I.0.

No. de 0Ojo Signos de Medicién Medicidn Interpretacidn
Arete Q.C.I.0. previa a la a las de la
inoculacién {mm) 72 Hrs. prueba

5524 Der. + 2.1 2.2

1zq. b 2.1 2,2 Negativo

Der. + 2.2 2.1

I1z29. - 2.2 2.1 Negativo
5528 Der. - 2.2 2.2

I2q. h 2.2 2.2 Negativo
5331 Der. * 2.2 2.2

1zq. + 2.2 2.2 Negativo
3560 Der. -+ 2.1 2.2

lzg. - 2.2 2.2 Negativo
5582 Der., - 2.2 2.2

12g. + 2.2 2.2 Negativo
5625 Der., + 2.2 2.2

$29. - 2.1 2.2 Negativo
3706 Der. - 2.2 2.2

I2g. - 2.2 2.3 Negativo
57T€ Der. - 201 2.2

Izq. + 2,1 2.2 Negative
3792 pDer. - 2.1 2.1

lzg. + 2.1 2.2 Negative
5779 Der., - 2.2 2.2

129, - 2.2 2.2 Negativo
578% Der. - 2.2 2.2

1zq. - £.2 2.2 Negative
5803 Der. K 2.2 2.2

Izq. ha 2.1 2.2 Negative
5§37 Der. = Y o1 wes

129. hd 2.3 2.2 Negativo
5504 ger. - 2.1 NR

lz29. hd 2.1 NR
Der: Se tnoculd 0.1 ml. del antigeno testigo en el parpado infericr de-

recho de cada uno de los animales.

Izq: Se inoculd 0.1 ml. de antigeno de C. psittaci en el pirpado infe-

.

rior izquierdo
Presencia de sign

de cada uno de los animales,
os de Queratocenjuntivitis,

Ausencia de signos de Queratoconjuntivitis

NR No se realizd debido a la muerte del animal.
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CUADRO No. 2

RESULTADOS DE LAS MEDICIONES DEL GROSOR
DE LOS PARPADOS DE LAS BORREGAS CON ANTECEDENTES
D

Q.C.1.0.
No. de ojo medicidn medicién medicion medicidn medicidn Inter-
arete previa a la a las a las a las a las preta-
inoculacién (mm) 24 hrs. 48 hrs. 72 hrs. 36 hrs. cidn

109 Der. 3.0 1.0 3.2 J.0 3.0

12g, 3.0 2.8 2.9 3:0 2.9 negativo
930 Der. 3.0 2,8 2.9 2.9 3.0

1za. 3.0 2.8 2.8 2.9 2.8 Negativo
974 Der. 3.3 3.0 3.2 3.2 3.0

1zg. 3.0 3.0 3.0 3.1 3.0 Negativo
975 Der. 370 3.2 3.1 3.2 32

[zg. 3.0 3.0 3.2 3.2 3.2 Negativo
1201 Der. 2.8 3.0 3.0 2.8 3.0

1zg. 3.0 3.0 2.8 2.8 2.9 tiegativo
1699 Der. 3.0 2,8 3.0 3.0 2.8

f2g. 3.2 3.0 3.0 2.9 3.0 Negativo
172y Der, 3.2 3.0 2.8 2.8 3.0

129, 3.0 2.8 3.2 2.8 2.8 Negativo
1474 Der. 3.2 3.2 2.8 3.0 3.2

1zg. 3.2 2.8 3.0 3.0 3.1 Nngativo
1323 Jer. 3.0 3.2 a.b é8 3.0

Izq., 3.0 3.0 3.0 2.8 3.0 Negativo
P Der., 3.2 3.0 3.0 3.0 3.1

l2qg. 3.2 3.0 3.2 3.0 2.9 Negativo
1370 Qaer. 3,0 3.2 3.2 3.2 3.0

izg. 3.0 3.2 3.0 3.0 3.0 Negativo
FERE) Qer. 2.9 2.9 <.8 i.8 2.8

12qg. 3.0 2.8 2.8 2.8 3.1 Negativo
1005 Der. 3.0 2.9 2.8 2.8 2.9

i2q. 3.0 2.8 2.9 2.8 2.8 Negativo
4202 Der. 3.0 3.0 2.8 2.b 2.9

I2g. 2.8 2.8 2.8 3.0 2.9 Negativo
4203 Der. 3.0 2.8 3.0 2.8 3.0

1zg. 3.2 2.8 2.8 2.8 3.0 Negativo
4206. Der. 3.1 2.8 2.9 2.9 2.8

126, 1.0 2.9 2.8 2.9 2.8 Negativo
4321 Der. 2.0 2.8 2.8 2.8 2.8

i2g9. 2.8 2.9 2.8 2.9 2.8 Negativo
4451 Der., 2.9 2.8 2.6 3.0 3.0

I29. 3.0 2.8 3.0 3.2 3.1 Negativo
4655 Der. 3.0 3.0 2.8 3.0 3.0

1zg. 2.8 3.0 3.0 2.8 2.8 Negativo

Der: Se inoculd 0.1 ml. del antigeno testigo en el pdrpado inferior derecha
de cada uno de los animales.

Izq: Se inoculd 0.1 ml, de antigeno de C. psittaci en el pdrpado inferior
izquierdo de cada uno de los animales.
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CUADRO No. 3

RESULTADOS DE LAS MEDICIONES DEL GROSCR
DE LOS PARPADOS DE LAS BORREGAS SIN ANTECEDENTES

DE Q.C.I.O
No. de  Ojo Medicién medicion medicidn medicidn medicidn Inter-
arete previa a la a las a las a las a las preta-
inoculacién (mm) 24 hrs. 48 hrs. 72 hrs, 96 hrs. cidn.

1980 Der. 2.9 2.9 2.5 2.9 1.0

Iz2q. 1.0 2.8 2.5 2.8 2.8 Negativo
2045 Der. 2.8 3.0 3.0 3.0 3.0

Izg. 2.8 3.0 3.0 3.0 3.0 Neqativo
2061 Der, 3.0 3.2 3.0 20y 3.0

129, 3.2 3.2 3.0 3.2 3.2 Negativo
2215 Dex. 2.8 3.0 2.8 2.8 3.0

izq 2.8 3.0 3.0 2.8 2.8 Negativo
2219 Der. 3.0 3.0 2.8 3.0 2.8

lzqg. 1.0 3.0 3.0 3.0 3.2 Negativo
2220 Der. 3.0 3.0 2.9 3.0 3.0

I2q. 3.2 3.2 3.2 3.0 3.2 Negativo
2442 Der, 2.9 3.1 3.0 3.0 3.0

Izqg. 3.2 3.2 3.2 3.0 3.0 Negativo
2462 Dé_?. 2.8 2.8 2.8 2.9 2.9

lz2q. 2.8 2.9 2.5 2.5 2.8 Negativo
2486 Der, 2.8 2.8 3.0 3.0 3.0

l2qg. 2.8 2.8 2.8 2.8 3.0 Negativo
2496 Der, 2.8 2.3 3.0 1.0 2,48

Izq, 3.0 2.9 2.9 2.8 2.8 Negactivo
2628 Der. 3.0 1.2 3.2 3.0 3.0

Izqg. 3.2 3.2 1.4 3.1 3.2 Negativo
2629 Der. 3.0 3.0 3.0 3.0 2.9

Izq. 3.0 2.8 3.0 3.0 3.1 Negqativo
2630 Der. 2.9 3.0 300 3.2 302

lzqg. 2.9 3.0 3.2 3.0 i.o0 Negativo
2667 Der. 3,2 3.0 2.9 3.1 2.9

Izg. 3.5 1.0 3.2 2.8 3,0 Negativo
2738 Der, 3.2 2.8 2.9 3.0 3.0

Izg. 3.0 3.0 3.0 3.0 1.0 Negativo
2768 Der. 3.2 2.9 3.2 3.0 2.9

Iz2g. 3.0 1.2 .0 3.0 3.0 Negativo
2780 Der. 3.0 2.9 2.8 3.1 3.7

lzg, 2.8 3.0 3.0 3.0 2.9  Negativo
2788 Der. 3.0 3.2 3.0 P 3.1

1zqg. 2.8 2.9 1.0 3.0 3.1 Negativo
2880 Der. 3.0 2.8 3.0 2.9 2.8

1zg. 2.8 2.9 3.0 2.8 2.8 Negativo
2909 Der. 2.3 2.9 2.9 3.1 3.0

I1z2q. 3.0 2.9 1.0 3.0 2.9 Negativo

Der: Se inoculd 0.1 ml. del antigeno testigo en el pirpado inferior derechao
de cada uno de los animales,

I1zq: Se inoculd 0.1 ml. de antigeno de C. psittaci en el pdrpado inferior
i{zquierdo de cada uno de los animales.
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