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RESUMEN

Rivera Flores Alejandro. Determinacion de infecciones subclinicas
intestinales por Chlamydia psittaci en ovinos adultos (bajo la asesoria
de M.V.Z. Cristina Escalante Ochoa).

Se realizo un estudio en dos diferentes hatos ovinos, con la finalidad de
poder determinar si existen infecciones subclinicas persistentes por
Chlamydia psittaci en hembras adultas. Fucron analizadas 94 muestras
de heces procedentes del rancho C.E.P.LE.R. de ta UN.AM. (39
muestras), y del rancho San Isidro (55 muestras) de un productor
particular, para intentar el aislamiento bacteriano.. El total de muestras
fueron procesadas e inoculadas, previa dilucion al 50% con Sucrosa-
Fosfato-Glutamina (SPG), sobre monoestratos celulares utilizando
fibroblastos de ratén L-929 a una concentracion de 0.9 x 10° cel/ml,
una vez infectados ¢ incubados por 48 hs se fijaron y tificron con la
técnica de Giemsa por un tiempo de 1:30 hs de coloracion con 4 seg. de
decoloracion. Los monoestratos se observaron en microscopio optico
con el objetivo de 40x para poder detectar las inclusiones
intracitoplasmaticas caracteristicas dc la bacteria. De las 94 muestras
analizadas, se¢ encontrd un 93.62% (88 muestras) positivas al
aislamiento de C. psittaci, y un 6.38% (6 muestras) negativas, Con base
en los resultados obtenidos se determina que no hay difcreﬁcia"
significativa en cuanto a los aislamientos por rancho, lo cual ‘fue

analizado por la elaboracion de una prucba de XiZ.



INTRODUCCION

El género Chlamydia consiste en organismos procaridticos
intracelulares obligados, Gram negativos carentes de peptidoglicano
que parasitan a células ecucaridticas y que presentan un ciclo de
desarrollo con formas infecciosa y reproductiva morfologicamente
diferentes, el Cuerpo Elemental (CE) y el Cuerpo Reticular (CR) (7).

El CE es pequefio, denso y de forma esférica, aproximadamente de 200
a8 300 nm de didmetro. Esta ¢s la forma infecciosa del microorganismo,
responsable de la adhesion a la célula blanco y la promocién de su
internalizaciéon. Es altamentc resistente al medio ambiente ya que
resiste la accién de enzimas proteoliticas (26, 32).

El CR es la particula intracelular metabolicamente activa, responsable
de la multiplicacién del microorganismo por fisién binaria. Este es mis
grande que ¢l CE, midiendo aproximadamente de 800 a 1000 nm de
didmetro y es osmoticamente frigil (26, 32).

Las clamidias son bacterias de caracteristicas particulares por las
cuales durante mucho tiempo se les considero virus. Al igual que el
resto de las bacterias ticnen pared celular, poscen ADN y ARN, se
multiplican por fision binaria y son sensibles a los antibiéticos como la
penicilina y 1a tetraciclina (1, 7, 24). Sin embargo; como los virus, las
clamidias Gnicamente pueden multiplicarse dentro de la célula huésped
viva y muestran un ciclo unico de desarrollo en fases alternas
intracelulares y extracelulares, asociadas con los dos tipos de
particulas mencionadas anteriormente. (1)



El ciclo de la infeccion clamidial se inicia cuando el cuerpo elemental
(CE) sc adhiere a 1a membrana de la célula huésped y es introducida
hacia el citoplasma por un proceso al parecer semejante a la endocitosis
mediada por receptores. En la célula, el CE metabolicamente inerte se
transforma en CR metabélicamente activo que se multiplica
activamente mediante fision binaria (1, 24). Las bases moleculares de
este proceso de diferenciacion no han sido completamente clucidadas;
sin embargo, coinciden con la reduccion de los enlaces disulfuro que
entrelazan a la proteina principal de la membrana cxterna (PPME) y a
otras tres proteinas menos abundantes de Ja membrana externa que son
ricas en cisteina (24).

Después de varios ciclos de fision binaria, los CRs se reorganizan
nuevamente en la nucva progenie de CEs y la progenie infecciosa es
liberada durante la lisis de la célula huésped para continuar el ciclo de
infeccion (1, 24, 32).

Como resultado del parasitismo obligado y su capacidad de infectar a
los seres humanos y otros animales, estos agentes causan un gran
nimero de enfermedades en una amplia diversidad de individuos. En
los animales domésticos, Chlamydiac puede ocasionar
queratoconjuntivitis, infecciones placentarias y fetales, aborto,
vesiculitis seminal, infertilidad, mastitis, neumonias y artritis, entre

otros.

So6lo se conocen 3 especies de Chlamydia: C. trachomatis la cual, con
excepcion del biovar causante de la neumonitis del ratén, es patogena.’
exclusivamente para los seres humanos, con afinidad por el tejido

ocular y urogenital (16, 19); C. pneumoniae que es patégena para el



humano provocando problemas de tipo respiratorio (19) y por altimo,
C. psittaci la cual afecta & aves y mamiferos tanto domésticos como
silvestres, asi como también a anfibios y reptiles e incluso al hombre
(1). Recientemente, se ha propuesto una cuarta especie C. pecorum, la

cual afecta a bovinos y ovinos (13).

E! diagnéstico de clamidias se puede llevar a cabo por medio del
sislamiento de la bacteria, frotis con tinciones de Giemsa, Giménez,
Machiavello, Wright o Zichl-Neelsen modificado y por medio de
- pruebas serolégicas (1, 3, 4, 21, 28).

El aislamiento se lleva a cabo en medios biolégicos como son:
a) Cultivo celular

b) Inoculacién de embriones de pollo via saco vitelino

¢) Inoculacion de animales de laboratorio como ratén y cuye.

Los métodos de cultivos celulares establecidos utilizan lineas, tales
como células McCoy (fibroblastos de raton), una sublinea de células
Hela (Hela 229 de cérvix humano) y células L (clones 929 y 56
fibroblastos de raton), entre otras (3, 4, 9, 16, 17, 21, 22).

La demostracion de las inclusiones citoplasmdticas caracteristicas se
lleva a cabo por medio de la tincion de improntas directas a partir de
organos, tejidos o secreciones infectadas, asi como de monoestratos
celulares infectados, usando la tinciéon de Giemsa donde las inclusiones
se ven basofilas, o la tincion de Giménez modificada o Machiavello
donde se observan de color rojo. Para la observacion directa de los

cuerpos clementales se utiliza la tincion de Giménez, Wright o Zich!-



Neelsen modificado con los que los cuerpos elcmentales se observan
como estructuras cocoides muy pequefias de color rojo (21).

Dentro de las pruebas serologicas se encuentran la Fijacion del
Complemento, la cual es mis usada para el diagnéstico,
Inmunofluorescencia, Radioinmunoensayo y ELISA (4, 9, 16, 21, 22,
23, 29, 30).

La aplicacion de prucbas tales como Inmunofluorescencia, ELISA o
Radioinmunoensayo han significado un perfeccionamiento en el
diagnostico de infecciones en humanos, aves y animales de laboratorio
(23).

La técnica de Inmunofluorescencia indirecta ha sido utilizada para
diferenciar antigénicamente los diversos tipos de Chlamydia, asi como
para diferenciar cepas abortivas de entéricas (12).

Los agentes clamidiales pueden ser transmitidos por ingestion,
inhalacion, monta natural o inseminacion artificial (1, 3, 21, 22).

Cepas de C. psittaci aisladas de bovinos y ovinos trabajadas por
prucbas de reducciéon de placas manifiestan que los antigenos
especificos pudieran ser factores de wvirulencia especificos de
enfermedad. Con este método, las diferentes cepas fueron subdivididas
en dos amplios inmunotipos. El inmunotipo 1 incluyo a cepas asociadas
con abortos, enteritis ¢ infecciones intestinales subclinicas en ambas
especies. El inmunotipo 2 fue representado por cepas asociadas a
conjuntivitis, poliartritis y encefalomielitis, también en ambas espccies
(24).



En los rumiantes, e! intestino parece ser un habitat natural para algunas
cepas, desarrollandose asi infecciones subclinicas persistentes comunes
en bovinos, ovinos y caprinos (1, 31). En algunas ocasiones llegan a

_causar diarrcas en animales jévenes, asi como a iniciar eventos de
patogenicidad cn diferentes érganos dando origen posiblemente a otras
afecciones clamidiales como el aborto enzodtico ovino y el aborto
epizodtico bovino (8, 9, 18, 31).

Los primeros signos de una infeccion intestinal son enteritis y diarrea,
los cuales fueron estudiados en ganado recién nacido. Las clamidias
fueron aisladas de mucosa de abomaso, duodeno, yeyuno, ileon, cicgo y
colon. Dentro de las lesiones causadas por clamidias en el tracto
digestivo se encuentran: las hemorragias de las serosas duodenal y
cecal, 1a congestion y las petequias de la mucosa del intestino delgado,
la distension por el edema del yeyuno, la congestion con numerosas
petequias de la vélvula ileocecal y la hiperemia de Ia mucosa cecal. Los
nodulos linféticos mesentéricos se¢ encuentran agrandados y edematosos

1),

Estudios con anticuerpos fluorescentes revelaron que las células
epiteliales de las puntas de las vellosidades del intestino y de las zonas
entre las mismas, asi como de algunas células de las criptas de

Liecberkithn y las zonas de transicién estaban infectadas (31).

El aborto enzodtico ovino (AEO) causado por Chlamydia psittaci es la
enfermedad mas comunmente diagnosticada en borregas como causante
de aborto en Inglaterra. La enfermedad es reportada de muchas arcas de
Inglaterra y Gales; desdc las tierras bajas criadoras de ovcjas en
Escocia (2) y en muchas otras areas de Europa y Norteamérica (1). Esta



enfermedad es causante de grandes pérdidas economicas. Es de gran
preocupacion en la industria de las ovejas, asi como para un dueito
independiente, no solo por la importancia econémica y las dificultades
en su diagnostico y control, sino porque el microorganismo (C.
psittaci) puede causar infecciones en humanos (zoonosis) siendo

especialmente peligroso para las mujeres embarazadas (2).

A partir de examenes de material de campo y de un estudio cronolégico
de ovejas gestantes, experimentalmente infectadas, queda claro que fa
placentitis es el componente patologico mas importante y tipico del
aborto enzoético ovino (AEO) (1, 6, 24). Las membranas fetales de
fetos abortados y corderos prematuros y débiles revelan cambios
importantes, principalmente decoloracion y necrosis de parte de los
cotiledones, edema o engrosamiento del tejido intercotiledonario,
aunado a un sucio exudado color de rosa que contienc escamas de

material similarmente coloreado.

La lesion mas importante se registra en el placentoma vascular, la
oposicion intima del carinculo endometrial con ¢l cotiledon corionico,
que es la unidad anatomica y fisiolégica para la transferencia de
oxigeno y nutrientes de la madre al feto. Las clamidias que llegan al
placentoma en la circulaciéon materna infectan y se reproducen dentro -
de las células epiteliales trofoblisticas de las vellosidades cor‘i‘(micas :
en las que producen inclusiones clamidiales citoplasmaticas, L;x
infeccion placentomal también induce la infiltracion iocal dé
macrofagos, neutrofilos y linfocitos. La caracteristica patologica-
principal es la infeccion y destruccion de las células epiteliales

coridnicas. El lado fetal del corion permanece sin afectarse.



No todos los placentomas se infectan y, en aquéllos donde sucede, el
grado y 1a extension del cambio inflamatorio y destructivo es variable.
Sin embargo, la pérdida o reduccidn de la integridad funcional afccta el
intercambio materno-fetal y éste probablemente sca uno de los factores
fundamentales de la muerte del feto. En las dltimas ctapas de la
gestacion, las células epiteliales corionicas constituyen la fuente
principal de progesterona, la hormona responsable de mantener la
gestacion. Una disminucion en el nivel de progesterona que cause la
destruccion de estas células mas que la muerte fetal, puede ser un

factor desencadenante del aborto y los nacimientos prematuros,

Los cambios patoldgicos en el feto estdn confinados al desarrollo de
focos inflamatorios o necréticos dentro de los rganos parenquimatosos

y linfaticos y en los pulmones, piel y cerebro (1, 28, 31).

Las cabras y las ovejas clinicamente normales poseen agentes
clamidiales en el tracto intestinal y excretan estos organismos en
cantidades ficilmente detectables (10, 15, 18, 22, 31),

Las clamidias liberadas al medio ambiente por células de animales
infectados resisten la accion proteolitica de algunas enzimas y son
capaces dec sobrevivir en heces secas durante algunos meses (24). Sin
embargo, cl alto contenido de lipidos de su pared celular las hace
susceptibles a la accion microbicida de los detergentes, de solventes
orgénicos y otros desinfectantes de uso comiin, como el formaldehido y
el fenol (6, 24, 31).

Muchas ovejas que han sufrido un aborto o han tenido una infeccion de

placenta quedan comio portadores intestinales de clamidias por un



periodo indefinido. Un nimero variable de clamidias son excretadas
intermitentemente en las heces teniendo un potencial de infeccion
intestinal en otras ovejas, aunque el significado de la excrecion fecal
en ¢l mantenimiento y transmision del AEO no ha sido del todo
establecido. Las ovejas gestantes portadoras intestinales de clamidias
no son inmunes al AEO, mientras que las ovejas infectadas con cepas
del AEO presentan anticuerpos contra las cepas intestinales. Los
carneros pueden adquirir la infeccién intestinal y aunque las clamidias
son capaces de colonizar el tejido genital e infectar ¢l semen, no hay
evidencia de que los carneros jueguen un papel importante en la
transmision del AEO (1).

Una vez que las ovejas quedan infectadas por la ingestion o inhalacion
de C. psittaci se sugiere que en primer instancia la lesion se establece
en tonsilas, desde donde es diseminada por la sangre hacia otros
organos. En el organismo C. psittaci persiste en una forma de latencia
y eventualmente en grados bajos intermitentes ocurre la clamidiosis,
infectando a la placenta. El mecanismo por ¢l cual migran las clamidias
desde el lado materno (placenta) al feto es aun incierto (5).

En México no hay reportes de casos de Aborto Enzodtico Ovino; sin
embargo, estudios realizados por Escalante-Ochoa, C. (1988,1991) han
detectado la presencia de anticuerpos contra C. psittaci sugerentes de
infecciones ocasionadas tanto por cepas entéricas como de aborto.
Estos estudios comprenden la realizacién de pruebas de ELISA,
Inmunofluorescencia  indirecta, Fijacion ~del . complemento e

Inmunoclectrotransferencia (11, 12),
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Tomando en cuenta que los hatos ovinos de nuestro pais se han
conformado en gran parte por animales proveﬁientcs de lugares donde
la clamidiosis se ha reportado como una enfermedad enzootica y que
también las ovejas clinicamente normales pueden alojar agentes
clamidiales en el tracto intestinal y excretar estos organismos a través
de las heces, es posible identificar infecciones subclinicas por C.

psittaci en los diversos hatos ovinos mexicanos.
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OBJETIVO

Demostrar la presencia de Chlamydia psittaci en el intestino de ovinos

mediante su aislamiento en cultivo celular.

MATERIAL Y METODOS

1.- LINEA CELULAR

Se utilizé !a linea celular L-929, clonas de fibroblastos de raton’ para
¢l aislamiento de C. psittaci. Esta linea celular fue propagada a 37°C en
botellas de poliestireno de 25 y 80 ¢m? utilizando el medio de cultivo
celular Iscove's suplementado con 12.5% de suero fetal bovino, 1% de
L-glutamina, 1% de aminoacidos no esencialcs, Estreptomicina 100
mg/ml, Vancomicina 100 mg/ml y Kanamicina 100 mg/ml. Una parte de
la linea celular fue mantenida con Dimetil Sulfoxido a -196°C por si se

requeria su uso posterior.

2.- CONTROLES

Se incluycron controles positivo y negativo a lo largo de todo el
desarrollo de la investigacion, los cuales fueron tragadoé de la forma
descrita en el punto 7. Como control positivo se utilizaron
monoestratos celulares infectados con la cepa intestinal T 23 de C.

In vitro, S.A. de C.V.
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psittaci®®. Como control negativo se utilizaron monoestratos celulares

no infectados.

3.- MUESTRAS A ANALIZAR

Se analizaron 94 muestras de heces de ovinos hembras adultas, las
cuales fueron colectadas en 2 diferentes muestreos con un intervalo de
tiempo de 8 a 9 meses entre cada uno. Los muestreos se realizaron en 2

diferentes ranchos:

a) Centro de Ensefianza Practica, Investigacion y Extensiéon en
Rumiantes (C.E.P.ILE.R.) pertencciente a la FMV.Z,, UNAM,
ubicado en Topilejo, D. F., con un total de 39 muestras. El rancho

contaba con 110 vientres al momento de la coleccion.

b) Rancho San Isidro, perteneciente a un productor independiente,
ubicado en ¢l Bravo, Querétaro, con un total de $5 muestras. El rancho

contaba con 400 vientres al momento de la coleccion.

Las muestras se colocaron en frascos estériles con medio de transporte
para Chlamydia Sucrosa-Fosfato-Glutamina (SPG) (Cuadro No. 1) y se

mantuvieron a -20°C hasta su procesamiento.

4.- PREPARACION DEL INOCULO

La preparacion del indculo se llevd a cabo macerando las muestras de -
heces con SPG, en una relacién de 1 g de heces en 9 ml de SPG, El
macerado se sometié a centrifugacion a 3000 xg por 30 minutos a 4°C, .

** Donada por e} Dr. Peter Griffiths del Laboratorio Central Veterinario,
Weybridge, Inglaterra, :- B
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al término de la cual se obtuvo el sobrenadante; a éste se le agrego
nucvamente SPG en una relacion de 1:1, repitiéndose el proceso de
centrifugacion descrito hasta completar 2 ciclos. El sobrenadante final
o indculo procesado se mantuvo a -70°C hasta su utilizacion.

’5,- ESTANDARIZACION DEL INOCULO

La estandarizacion del inoculo se llevé a cabo infectando monoestratos
celulares con diferentes concentraciones de la cepa T 23 de C. psirtaci,
diluyendo ésta con SPG a fin de determinar aquella diluciéon en la cual
se observaran con mas claridad las inclusiones intracitoplasméticas

producidas por el microorganismo.

Las diluciones utilizadas fueron:
a) Neto 100 % (4 x 10* UFI® /ml)
b) 90 % (3.6 x 10° UFI/ml)

) 50 % (2 x 10* UFI/ml)
d) 10 % (4 x 107 UFl/ml).

El procedimiento de infeccion se realizd tal como se describe en el
inciso 7.1. A las 48 hs postinfeccion los monoestratos fucron teflidos
con Giemsa y observados en el microscopio de campo claro.

6.- ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE GIEMSA

Con base en que sc han reportado diversos tiempos de coloracion con
Giemsa, dc 1 a 5 horas, para la observacion de inclusiones por

Chlamydia se realizé la estandarizacion de los tiempos de coloracion y

° UPI = Unidades Pormadoras de Inclusiones.
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de decoloracién sobre monoestratos infectados con la cepa intestinal T

23 de C. psittaci.

Los tiempos de coloracion fueron de 1:00 h, 1:15 hs, 1:30 hs, 1:145 hs y
2:00 hs, mientras que los tiempos de decoloracion fucron de 2, 3,4y 5
seg. para cada tiempo de tincion mencionado.

7.- PROCEDIMIENTO DE AISLAMIENTO

7.1.- INFECCION DE MONOESTRATOS CELULARES

De las muestras a analizar se realizaron diluciones al 50% en SPG
(dilucion éptima de trabajo), las cuales fueron colocadas en
refrigeracion durante la noche anterior a la inoculacion de los

monoestratos.

Para su infeccion, la linea celular fue colocada en viales que contienen
un cubreobjetos de 13 mm de didmetro” a una concentracion celular de
0.9 x 10° cel/m! ¢ incubada a 37°C en el medio Iscove's suplementado.

Cuando se¢ observé entre un 70-80% de confluencia del monoestrato
celular, aproximadamente a las 15 hs de incubacion, se procedio a la

infeccion con los indculos y la cepa control T 23 de C. psittaci.

Previo al momento de llevarse a cabo 1a inoculacién, se retiré el medio
y se agregd medio fresco adicionado con Polietilenglicol a -una

concentracion de 7% peso/volumen (14) (1 ml/vial); ésto con el objeto

° Trac tubes, Sterilin.
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de favorecer l1a introduccion del microorganismo al facilitar la adhesion

membranal, y asi aumentar la presentacion de inclusiones.

Se infectaron 2 viales por muestra (100 ml muestra/vial), uno de los
cuales fue utilizado para la realizacion de pases ciegos, cuando éstos
fueron requeridos. En todo caso, el procedimiento a seguir fue el que se

explica a continuacion,

Una vez infectados los viales, se centrifugaron a 3500 xg por 1 hora a
25°C con el objeto de facilitar la penetracion de C. psittaci al interior
de la célula.

Posterior a la centrifugacién los viales fueron incubados por 48 hs a
37°C en una atmoésfera con 5% de CO,.

Transcurridas las 48 hs se retiro el medio de los viales y se llevo a
cabo la fijacion de los monoestratos celulares con alcohol absoluto por
5 minutos al término de los cuales, previo secado a temperatura
ambiente, se les agregé la tincion de Giemsa por 1:30 hs en agitacion,
utilizdndose un tiempo de 4 seg. de decoloracion. Las preparaciones
fueron montadas con resina sobre portaobjetos y observadas al

microscopio de campo claro, con el objetivo de 40 x.

7.2.- IDENTIFICACION DE C. psittaci

La deteccion de C. psittaci se puso de manifiesto mediante la presencia

de las inclusiones intracitoplasmaticas provocadas por la misma.
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La observacion de éstas se¢ llevo a cabo por medio de la Tincion de
Giemsa y solo en el caso de muestras so§pcchosas se utilizo la

inmunofluorescencia indirecta.

En caso de no observarse inclusiones intracitoplasmaticas, se realizaron

1 6 2 pases ciegos a partir del cultivo infectado.

Para la realizacion del pase ciego el cultivo era colocado a -20°C
durante la noche (15 hs aproximadamente) y descongelado a la mafiana
siguiente a fin de provocar lisis celular y la consecuente liberacion de
los cuerpos elementales del microorganismo. Una vez realizado ésto, se
tomaban 100 ml/vial para la infecciéon de monoestratos celulares sanos,

siguiendo 1a metodologia descrita en el punto anterior,

Una muestra se determiné como positiva si el monoestrato infectado
presentaba las inclusiones intracitoplasmaticas baséfilas caracteristicas

de C. psittaci.

Una muestra se determindé como negativa cuando no se observaron las

inclusiones intracitoplasmaticas tras la ejecucién de 2 pases ciegos.

8.- TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Se llevo a cabo la técnica de Inmunofluorescencia indirecta para la

observacion de muestras sospechosas, utilizénd suero policlonal de

ovinos infectados con C. psittaci’, y conjugado anti 1gG de ovino

marcado con fluoresceina’’.

:_Don-do por el Dr. Andersen del Departamento de Agricultura, E.U.A.
SIGMA, Co.



17

Una muestra se consideré sospechosa cuando en un segundo pase se
observaron formas similares a inclusiones citoplasmaticas sin poder

llegar a su plena confirmacion.

Se utilizaron cubreobjetos preparados -con células infectadas y se
fijaron con alcohol absoluto, retirandose éste a los 5 minutos. Una vez

secos, se les agregd 100 ml de suero por cubreobjetos.

Se incubaron a 37°C durante 15 minutos al término de los cuales se
ltevaron a cabo 2 lavados (2 minutos/lavado) con PBS (pH 7.4). Una
vez lavados los cubreobjetos se les agregé 100 ml/cubreobjeto
del conjugado (1:1000 por recomendacion del proveedor) contrastado
con azul de Evans (1:2000); tras lo cual fueron incubados y lavados en

ta forma descrita anteriormente.

Finalmente los cubreobjetos sc montaron con resina
(6 pl/cubreobjeto) sobre portaobjetos y se observaron bajo microscopio
de luz ultravioleta.

9.- ANALISIS ESTADISTICO DE LAS MUESTRAS

Se realizé una prueba de Xi? para homogeneidad y asi poder delermmar
si existe. alguna diferencia significativa cntre los alslamxen!os dc las.'
muestras de los 2 ranchos. : ’
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RESULTADOS

ESTANDARIZACION DEL INOCULO

De las diluciones del indculo se determind que la dilucion mas
adecuada para la infeccion de los monoestratos es aquélla en la cual el
inoculo y el diluente (SPG) se encontraban en una relacion 1:1, es decir

50%.

ESTANDARIZACION DE LA TINCION DE GIEMSA

Se determiné que el tiempo de coloracion de 1:30 hs y el tiempo de
decoloracion de 4 seg. son los mas indicados; ya que estos tiempos
permiten un adecuado contraste entrc célula, nicleo e inclusion,
ademas de que permite un tiempo relativamente corto para la

observacion de las preparaciones (Cuadro 2).

MUESTRAS ANALIZADAS

Los monoestratos celulares fueron preparados con una concentracion
celular de 0.9 x 10° cel/ml, lo cual permite un crecimiento en los
cubreobjetos entre 70-80% de confluencia a las 15 hs, que es el
momento de la infeccion; posteriormente esta concentracion celular
proporciona de B80-90% de confluencia al momento de fijar las
muestras, facilitando asi la visualizacion de las inclusiones

citoplasmaticas caracteristicas de C. psittaci.
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De las 94 muestras analizadas, se encontrd un 93.62% (88 muestras)
positivas a aislamientos de C. psittaci y un 6.38% (6 muestras)

negativas (Figura 1).

Particularmente, en el caso del rancho de 1a U.N.AM. (C.E.P.LE.R.),
de un total de 39 muestras se obtuvo un 92.30% (36 muestras) de
aislamientos, mientras que el restante 7.70% (3 muestras) fue de
muestras negativas. Asi misﬁo, del rancho San Isidro con 55 muestras,
los aislamientos fueron del 94.55% (52 muestras) y un 5.45% (3

muestras) fueron negativas.

En cuanto a los aislamientos por tiempo de muestreo, tenemos que en el
primero de ellos los aislamientos fueron del 95.45% (42 muestras) con
un 4.55% (2 muestras) de negativos, y en el segundo de 92% (46
muestras) con un 8% (4 muestras) de negativos (Cuadro 3).

Del total de las muestras positivas fueron identificadas 60 en una
primera infeccion (68.18%), 23 muestras al primer pase (segunda
infeccion) (26.13%) y, finalmente 5 muestras (5.68%) fueron
identificadas al segundo pase (tercera infeccion) (Figura 2).

Con base en los datos anteriores y observando los resultados obtenidos
en cada rancho, tenemos que en el caso de C.E.P.1.LE.R; con un total de
36 muestras positivas, los aislamientos en la primera"i'nfeccién fueron
de 25 (69.44%), 8 mucstras en un primer pase (22. 22%) y-3 de ella% se
identificaron en un segundo pase (8.33%). En el rancho San Isidro con
52 muestras positivas, 35 de ellas (67.30%) se delermmaron en una:
pnmem infeccion, 15 (28.84%) en un primer pase y 2 mueslras (3 84%)

en una tercera infeccion,
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ANALISIS ESTADISTICO DE LAS MUESTRAS

Una vez que se realizé 1a prucba de Xi?, ¢ resultado que se obtuvo fue
de 0.17, por lo tanto no existe diferencia significativa (P>0.05) entre
los aislamientos obtenidos a partir de las muestras de los 2 ranchos
(Cuadro 4).
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DISCUSION

Con base en los resultados obtenidos, se demuestra que un alto
porcentaje de ovejas adultas (93.62%) son portadoras de Chlamydia
psittaci. Estos aislamientos pueden ser debidos a 2 posibles causas, la
primera y més importante es que el rebafio haya adquirido a la bacteria
(C. psittaci) como causante de aborto o de cualquier otra enfermedad
clamidial, y una segunda causa puede ser debida a infecciones
intestinales subclinicas persistentes como ha sido reportado en estudios
previos (1, 20, 22, 24).

Una vez que los animales entran en contacto con el microorganismo
éste pucde permanecer en un estado de latencia y en un momento dado
resurgir cuando las condiciones se lo permitan. Asi, este evento puede
ser detectado cuando los niveles de anticucrpos son captados por
diferentes pruebas serolégicas, como son Inmunofluorescencia
Indirecta, Fijacion del Complemento ¢ Inmunoelectrotransferencia,
observando que las 3 pruebas reaccionan tanto en cepas entéricas como
abortivas (12). '

Debido a que sc estan obteniendo los aislamientos a partir de ovejas
clinicamente sanas tal como lo repona la hteratura (lO 15, 25) se _

demuestra que se encuentran bajo una mfecclon subclinica,’ ya que no .

presentan ningin tipo de sngnologia sugercme de enfermedad :como} T

podrian ser diarreas, pohartnus y conjunnvms excretando a Ia bactena i )

(C. psittaci) en cantidades facilmente detectables a través de las heces.
(31) y, por lo tanto, el cordero al nacer puede adquirir. ‘al
microorganismo por ingestion e inhalacion (20) quedando :corﬁo‘.'
portador. Particularmente en ¢l caso de las hembras, una vez quc estan’
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gestantes, la bacteria lleva a cabo su tropismo al llcgar a las células
epiteliales trofobldsticas y provoca asi la placentitis caracteristica por

la cual se lleva a cabo el aborto.

En lo que a la linea celular se refiere, este trabajo de tesis difiere de lo
reportado por Johnson er al. en 1983  (17), ya que estos autores
recomiendan una concentracion celular de 1.5 x 10° cel/ml, la cual tuvo
que ser disminuida hasta la concentracion de 0.9 x 10° cel/m! con la
que sec trabajé debido a que de esta mancra sc¢ obtuvicron mayores
facilidades para la observacion de los monoestratos, ya que esta
concentracion permite un crecimiento celular adecuado a los tiempos de
infeccién y tincion evitando sobrecrecimiento de células y, por lo
tanto, mejorando la distribucion de las mismas en los cubreobjetos.

De las muestras procesadas utilizadas para estc estudio se elaboraron
diluciones al S0% con sucrosa-fosfato-glutamina (SPG) las cualcs
fueron utilizadas como diluciones de trabajo, estc manejo de diluciones
se llevd a cabo con la finalidad de que se observaran con mas claridad
las inclusiones intracitoplasmaticas provocadas por C. psittaci, ya que
se contaba con un marco de referencia con idénticas diluciones de la
cepa control T 23 de este microorganismo. En dicho trabajo se observo
que a diluciones mayores (90 y 100%) al transcurrir el tiempo de
incubacion (48 hs) y llevar a cabo la observacion por medio de ia
tincion de Giemsa se observa una gran cantidad de cuerpos elementales
y dificilmente se encuentran inclusiones intracitoplasmaticas, en
contraparte a concentraciones menores (10%) se observan muy pocas
inclusiones aumentando la dificultad de busqueda y visualizacion de las



23

La técnica de tincion de Giemsa que sc llevo a cabo para 1a deteccion
de inclusiones intracitoplasmiticas caracteristicas de Chlamydia
psittaci, difiere a lo reportado por Schachter en 1991 (27), en lo que se
refiere a tiempos de decoloracion, ya que el tiempo de tincion
recomendado es aquel que va desde 1 hasta 5 horas y un tiempo de
decoloracion indefinido, y el utilizado para el presente trabajo fue de
1:30 hs de tincion utilizando 4 seg. de decoloracion, con lo cual se
obtenian buenos resultados ya que se mejoraba la visualizacion de las
inclusiones y a la vez se disminuia el tiempo de trabajo.

Lo mencionado anteriormente se fundamenta en ¢l trabajo realizado con
distintos tiempos de tincién (1:00, 1:15, 1:30, 1:45 y 2:00 hs) y
decoloracion (2, 3, 4 y 5 seg.), determinandose que con tiempos de | a
1:15 hs con todas las combinaciones de decoloracion se observa un mal
contraste citoplasmatico debido a una coloracion deficiente, en cuanto
a los tiempos de tincion 1:30, 1:45 y 2:00 hs con 2 y 3 seg. de
decoloracion se observa un mal contraste citoplasmatico debido esta
vez, a una coloracion excesiva;, mientras que con tiempos de tincion de
1:30, 1:45y 2:00 hs con 4 y S seg. de decoloracién, se observa un buen

contraste entre célula, nicleo e inclusion.

Ahora bien, teniendo en consideracion el tiempo de trabajo y tomando
en cuenta que se obtenian los mismos resultados en cuanto a los
“tiempos 1:30, 1:45y 2:00 hs de tincion con 4 y 5 seg. de decoloracion,
se decidio utilizar el de 1:30 hs con 4 seg., ésto con la finalidad de
disminuir el tiempo de trabajo.

Tomando en cuenta los datos arrojados por este estudio, aparentemente

las condiciones ambicentales, de mancjo y la alimentaciéon no influyen
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en la presentacion y aislamiento de C. psittaci en los ovinos de las

explotaciones analizadas.

De acuerdo con los resultados obtenidos, los animales se encuentran
con infecciones subclinicas, las cuales pueden llegar a desencadenar
alguna de las multiples enfermedades clamidiales, siendo importante
reafirmar que la contaminacién fecal juega un papel importante en la
transmision y la diseminacion de la clamidiosis en cualquier hato ovino
infectado.
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Figura No. 1. Porcentaje de aislamientos de Chlamydia psittaci
a partir de 94 muestras de heces de ovinos adultos.
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Figura No.2. Deteccion a diferentes pases de inclusiones citoplasmiticas por Chlamydis
psittaci en fibroblastos de raton (L-929) infectados a partir de muesiras de heces de ovinos
adulios clinicamente sanos.
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CUADROS

CUADRO No.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE
SUCROSA-FOSFATO-GLUTAMINA (SPG)

SUCROSA ' 7.6 g/l
KH PO 0.512 g/1
K HPO 1.237 g/t
L-ACIDO GLUTAMICO 0.721 g/t

ESTERILIZAR POR AUTOCLAVE Y AGREGAR

SFB 10%
VANCOMICINA 100 mg/m]
ESTREPTOMICINA 100 mg/m)
NISTATINA 50 mg/ml
GENTAMICINA $0 mg/m}

PUEDE SER USADO COMO MEDIO DE TRANSPORTE, DILUENTE
Y MEDIO PARA CONGELACION DE Chlamydia




CUADRO No. 2

DETERMINACION DE 1LOS TIEMPOS UTTLIZADOS EN LA TINCION DE GIEMSA
PARA LA VISUALIZACION OP'l'lMA DE LAS INCLUSIONES

INTRACITOPLASMATICAS POR
Chlamydia psittaci
FASE DE DECOLORACION
(segundos)
FASE DE COLORACION 2 3 4 s
(horas)
1:00 A A A A
1:18 A A A A
1:30 B B C C
1:48 B B C C
2:00 B B C C

A: Mal contraste del contenido citoplasmico debido a coloracion deficiente.
B: Mal contraste del contenido citoplasmico debido a coloracion excesiva.

C: Buen contraste del contenido citoplasmico.



CUADRO No. 3

AISLAMIENTOS DE C. psittaci A PARTIR DE HECES DE OVINOS
ADULTOS EN DOS MUESTREOS

PRIMER MUESTREO SEGUNDO MUESTREO

RANCHO POSITIVOS NEG. POSITIVOS NEG.

1a. Inf. 2a. Inf. 3s. Inf, l1a. Inf. 2a. Inf. 3a. Inf]

CEPIER 12 3 1

SAN ISIDRO 20 5 1

No. total de muestras; CEP.LE.R.
SAN ISIDRO

39
55
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CUADRO No. 4

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE Xi?

RANCHO SAN ISIDRO RANCHO C.E.P.LER.

Esperado; 51.48% Esperado: 36.48%
POSITIVOS

Observado: 52% Observado: 36%

Esperado: 3.51% Esperado: 2.48%
NEGATIVOS

Observado: 3% Observado: 3%

Xi’=0.17



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Introducción
	Objetivo   Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Literatura Citada
	Figuras
	Cuadros



