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RESUMEN

CORTES DORANTES, ANA BERTHA: Avances realizados de 1983 a 1993 en el
disgnostico de Chiamydia psittaci: estudio recapitulativo (bajo la direccion de MVZ.
Cristina Escalante Ochoa).

Se utilizé informacién proveniente del Banco de Informacion Veterinaria (BIVE) y de!
programa FOCUS ON del institute for Scientific Information, utilizando diferentes
discos de informacion referente a los métodos de diagnéstico para C. psittaci.
Analizéndose métodos tales como tinciones de frotis, el aisiamiento de |a bacteria en
cultivo celular y métodos seroldgicos como ELISA, inmunoelectrofransferencia,
inmunofluorescencia, inmunoperoxidasa, agiutinacion en ldtex, fijacion de
complemento también abarca una prueba intradérmica, ademas técnicas sofisticadas
como hibridacion con sonda genética con ADN y la reaccién en cadena de la
polimerasa. Observéndo que la sensibilidad y especificidad de las técnicas
disponibles para Chlamydia, depende del tipo de anticuerpo empleado y del antigeno
elegido para su identificacion. La eleccion de la técnica dependera de la
disponibilidad del material para llevarse al cabo el diagndstico veterinario.
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AVANCES REALIZADOS DE 1983 A 1993 EN EL DIAGNOSTICO
OE Chamycia pelitaci :
ESTUDIO RECAPITULATIVO.

I. INTRODUCCION:

La clamidiosis es un término que abarca 8 un sin numero de manifestaciones
clinicas y subclinicas producidas por el patégeno Chiamydia spp.

En 1893 on Paris se detectd por primera vez una infeccion transmitida de un
papagayo st hombre, causéndole sintomas de resfriado. La enfermedad se
denomind psitacosis que proviens del latin psittacus que significa papageyo (39).
Bedson y Western (1930) aislaron & Chlamydia psittaci a partir de muestras de
ave y posteriormente Simpson de muestras de hombre (15).

En Escocia en 1950, Stamp et a/. aislaron por primera vez esta bacteris a partir de
aborto ovino. Su importancia como causante de enfermedad se incrementd al
manifestarse la infeccion en personas que tuvieron contacto con animales
enfermos (121). Hasta 1988 Chlamydia se consideraba un virus y fue Moulder
quien observd que era una bacteria (Ver cuadro 1) (37,78).

Cuadro 1. CARACTERISTICAS DIFERENCIALES OE CHLAMYDIA.

CARACTERISTICAS CLAMIDIAS | VIRUS | BACTERIAS

DIAMETRO MENGR 300nm.
CRECIMIENTO EN MEDIO INERTE,
FISION BINARIA.

ADN Y ARN.
[RIBOSOMAS,

SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS.
[SENSIBILIDAD A GAMMA INTERFERON

MEMBRANA EXTERNA SIMILAR A
BACTERIAS GRAM NEGATIVAS.
ENZIMAS METABOLICAMENTE ACTIVAS.

+

L3R LR AR 2N
+r je|e]|rjrie]
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Posteriormente se les considerd dentro del grupo de Rickettsia pero al
encontrarse que a diferencia con estos organismos, la clamidia carece de sistema
de transporte de electrones, citocromos y no sintetizan ATP ni GTP se les
clasificé en un orden independiente de microorganismos bacterianos (133).

1.1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENERO Chiamydia.

Moulder et 8/. (1974) liamaron a Chlamydia parasito de energia, ya que no tiene
habilidad de sintetizar compuestos de alta energia como el ATP y GTP por lo que
wtilizan el de la célula huésped para obtener su energia (79).

Las clamidias son microorganismos procaridticos, esféricos de 0.2 ym de
diémetro, inmdviles, intraceluleres obligados que no tienen habilidad para
replicarse en células tratadas con linfocinas (32,92). Se pueden clasificar como
bacterias Gram negativas pero difieren de este grupo bacteriano en su singular
morfologia, su ciclo de desarrolio y sus grupos de sntigenos (133).

Este agente patigeno pertenece al orden: Chiamydiales, familia: Chiamydiaceae
con varias especies: C. trachomatis, C. pneumoniae, ambas como patégenos
principales del hombre, y C.psittaci que afecta una gran gama de animales e
incluso al hombre; siendo propuesta recientemente una cuarta especie, C.
pecorum (Fukushi ef a/, 1992) (42). Esta clasificacion taxonémica, sin embargo,
no es totalmente satisfactoria ya que no se consideran los reportes de clamidia
como agente infeccioso en animales invertebrados (13).

C. pecorum se aisld por primera vez en 1953 a partir de cerebro de becerro que
habia presentado encefalomielitis @sporédica bovina. Posteriormente, se aisl6 a
partir de animales con neumonia, encefalomielitis y poliartritis, y de heces de
animales sanos (42). Entre los pardmetros considerados por Fukushi et al., para
diferenciarla de C. psiftaci se encuentra la morfologia de las inclusiones. (Ver
cuadro 2).



Por inmunoelectrotransferencia de la proteina de la membrana externa se
encontaron 3 serovariedades de C. pecorum (13,42,61).

Cuadro 2. DIFERENCIAS ENTRE C. psittaci, C. pecorum Y C. trachomatis.

CARACTERISTICA C. psittaci C. perocum |C. trachomatis
—

MORFOLOGIA DE VARIABLE, OVAL, OVAL,
INCLUSION DENSA. DENSA. DIFUSA.
CONTENIDO DE
GLUCOGENO. NO. NO. S|
SUSCEPTIBILIDAD A
SULFONAMIDAS. NO 8| ]
HOSPEDADORES AVES, BOVINOS, HUMANO,
NATURALES. MAMIFEROS. OVINOS. RATON.
TINCION DE INCLUSION
CON YODO. NO NO. Sl
[ Mol % GeC. 413 393 4445

En C. psittaci se han encontrado 8 biotipos baséndose en la morfologia de las
inclusiones intracitoplasmaticas y su comportamiento en cultivos celulares (92).
Pérez-Martinez y Storz (1985) estudiaron 25 aislamientos por
microinmunofiuorescencia y encontraron 9 inmunotipos que se relacionan con los
biotipos encontrados por Spears y Storz (1979) al analizar 29 aislamientos de C.
psittaci de diferentes hospedadores como borrego, ganado bovino, ratén, conejo,
cobayo, cerdo, gato y papagayo de diferentes enfermedades tales como: aborto,
conjuntivitis, poliartritis, enteritis, vesiculitis seminal, encefalomielitis esporadica,
diarrea y de animales aparentemente sanos (37,92).

Las clamidias libres en el medio resisten la accién proteolitica de algunas
enzimas y son capaces de sobrevivir en materia fecal por algunos meses. Sin
embargo, por el alto contenido de lipidos en su pared celular son susceptibles a
los detergentes, solventes organicos, formaldehido, fenol y al calor. Las clamidias
son susceptibles ademds a algunos antibidticos como las tetraciclinas,
cloranfenicol, eritromicina y penicilina, aunque por ser de tipo intracelular su
estancia en el individuo es persistente (92).



1.2. CICLO DE DESARROLLO.

Para llevar al cabo su multiplicacion intracelular [a clamidia realiza un ciclo de
desarrollo muy particular. La particula infecciosa es el cuerpo elemental (CE) que
os circular y mide 0.3 um de diametro, conteniendo un nuclecide electrodenso
donde se encuentra la mayor parte de ADN. Los CE nunca se dividen siendo su
Unica funcion infactar células. Los cuerpos reticulares (CR) que es la forma de
replicacion, son circulares y miden 0.5-1 um, el ADN distribuido en todo el
citoplasma (11).

El ciclo inicia cuando el microorganismo penetra a la céluia, por medio de
endocitosis inducida por el CE, siendo innecesaria la presencia de ATP, al no
depender esta actividad del microorganismo. Varios estudios sugieren la
presencia de receptores especificos para las diferentes cepas de Chlamydia., Al
penetrar el CE a la célula huésped queda contenido en una vacuola, logrando
inhibir la fusién fagolisosomal par medio de un mecanismo desconocido; siendo
para esto necesario que los antigenos de superficie de clamidia estén intactos
(13,39,92).

El CE se reorganiza en unas horas en una particuia mas grande llamada CR. El
CR dentro de la vacuola unida a la membrana aumentando de tamaiio y se divide
por fisién binaria. Después de varios ciclos de fision los CR se reorganizan en CE
y la progenie infecciosa se libera por medio de {a lisis celular (13,39,92,133). (Ver
fig. 1).

E! ciclo de desarrollo requiere en promedio de 20-48 horas dependiendo de la
cepa infectante.



FIG. 1. CICLO DE DESARROLLO DE CLAMIDIA.

GLM@

=

O MUCLEOCELULAR
QO CUERFMO LEMENTAL
® CUERPO RETICULAR

1.3, ANTIGENOS CLAMIDIALES.

Todos los miembros del género Chlamydia poseen varios tipos de antigenos,
clasificandose en antigenos de grupo, antigenos especificos de especie y
antigenos espaecificos de serovariedad. La funcién bioldgica de los antigenos en
los estadios iniciales de infeccion de clamidia son: aproximacion a la célula
huésped, adherencia, sndocitosis inducida, obtencion de nutrientes celulares,
inhibicion de la fusién fagolisosomal y toxicidad (13,92). Allan y Pearce (1983)
sugirieron que la disminucion de triptofano actua como un mecanismo de defensa
por parte de la célula huésped infectada con clamidia, ademas de la intervencién
de gamma interferdn (3).

Las clamidias comparten un Ag especifico de género que es termoestable y cuya
naturaleza quimica es de glicolipido con constituyentes tipicos de LPS como,
#cido 2ceto-3desoxiocténico (KDO), D-giucosamida, acidos grasos hidroxilicos de



cadena larga y fosfato. El Ag de clamidia esta compuesto por un LPS que posee
una parte del lipido A que es similar al de entorobacterias y 3 residuos de KDO.
No se sabe la funcién biolégica del LPS clamidial, aunque por su naturaleza tal
vez sea el que permite |a existencia intracelular de |a bacteria 8l inhibir |a fusion
tagolisosomal. Este antigeno esta presente en toda las fases del ciclo evoiutivo
(92).

Schachter y Caldwell (1980) describieron un antigeno termolabil especifico del
género Chiamydia, pero ain no ha sido bien caracterizado. Los anticuerpos para
este grupo de antigenos se detectan por medio de fijacion de complemento e
inmunofluorescencia (112).

Los antigenos que confieren especificidad de especie y de serovariedad son
principalmente epitopes de una proteina principal de fa membrana externa
" (PPME) que en el caso de C. psittaci poses un peso molecular de
aproximadamente 40.5 kDa (9,31,35,114). Los antigenos especificos sdlo son
compartidos por un pequefio grupo de clamidias, pero una clamidia puede
contener varios antigenos especificos (39,61). La funcion biolégica de los
antigenos especificos de serovariedad es aun desconocida, pero parecen
repfesentar factores de virulencia que operan en las fases iniciales del proceso
infeccioso; modulando la adherencia, endocitosis inducida, inhibicién de la fusion
fagolisosomal, toxicidad y |a respuesta inmune del huésped (92).

Por medio de un analisis estructural se mostré que la PPME de C.psittaci y
C. trachomatis son antigénicamente distintas y mediante analisis con anticuerpos
monoclonales y sueros policlonales inducidos con moléculas de PPME
desnaturalizadas con duodecil sulfato de sodio, se identificaron epitopes
especificos de especie, de subespecie y de serovariedad, lo que demostré que la
PPME de Chlamydia es un antigeno de estructura compleja (11,92).

Wilis y Watson (1990) observaron por medio del analisis de electroforesis con ge!
de agarosa al 1% , teflido con bromuro de etidio, & un pldsmido clamidial diferente
al resto de plésmidos observados, siendo la presencia de éste, util para marcar la



diferencia taxonémica de C. psittaci que afecta a equinos, también se encontrd un
plasmido a partir de Chiamydia cepa aviar, cuyo peso es de 7.9kb; aunque aun no
se saben las funciones que desempefian los pldsmidos, se ha observado su
presencia durante |a infeccion celular (133,140).

1.4. METABOLISMO OE Chiamydis.

Clamidia es un microorganismo considerado como pardsito dependiente de
energia, por lo que realizar estudios sobre su metabolismo es sumamente dificil,
debido a! laborioso procedimiento de aislamiento y desarrollo en medios
biologicos (137).

El CR tiene la capacidad de sintétizar su propio ADN, ARN y proteinas (133).
Waeiss et al, (1970) observaron la conversion de glucosa en CO2 y piruvato a
partir de suspensiones de C. psitaci {(cepa de meningoencefalitis) y de C.
trachomatis (cepa TE55 LGV), posteriormente se demostrd que esto realmente
sucedia apartir de glucosa-6-fosfato y no de glucosa como tal (136).

Sdlo algunas de las enzimas que intervienen en los ciclos bioquimicos pertenecen
a la céiula huésped. Moulder et a/., encontraron las enzimas de C. psittaci que
actuaban en el ciclo de pentosa-fosfato, siendo éstas; glucosa-6-fosfato
dehidrogenasa, 6-fosfogluconato dehidrogenasa y fosfoglucosa isomerasa (4,79).
Las clamidias poseen la capacidad de llevar a cabo parte de los ciclos de
biosintesis como el del 4cido citrico, pentosa fosfato y glicolitico por poseer
algunas enzimas pero aun asi no logra la produccién de ATP (4,92) (Ver cuadro
3). Dabe existir un sistema especifico de transporte para e! paso de moléculas
como el ATP, pero este acceso es aun desconocido (5).
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Cuadro 3. PARAMETRO METABOLICO DE Chiamydis.
(Mecanismos bioquimicos caractéristicos de Chiamydia)

ADHESION DEPENDIENTE DE ENERGIA. NO
FORMACION ATP A PARTIR DE LA OXIDACION

OE GLUCOSA Y GLUTAMATO. NO
SINTESIS DE ACIOO NUCLEICO INDEPENDIENTE. Sl

SINTESIS DE PROTEINA INDEPENDIENTE. 8t

MEYABOLISMO DE CARBOHIDRATOS . Sl

POR MEDIO DE GLUCONOGENESIS. NO
POR GLICOLISIS. NO
METABOLISMO DE AMINOACIDO Y PIRUVATO

POR CICLO KREBS. 81

METABOLISMO DE LIPIDOS. (1)

A la fecha no se conocen los ciclos ni fa naturaleza de los precursores que
ocupan las clamidias para la sintesis de lipidos. Sin embargo algunos
axperimentos seftalan la presencia de precursores simples como piruvato,
glutamato, aspartato e isoleucina para la biosintésis de lipidos (4,5).

Fan y Jenkin, (1975) demostraron que el glucdgeno de las inclusiones de
C.trachomatis se obtiens por medio de enzimas especificas como glucdgeno
sintetasa que utiliza ADP-glucosa como sustrato (36).

Varios investigadores han observado fos efectos de aminoacidos en cultivos
clamidiales, determinando que existen necesidades especificas de aminoacidos
en relacién con ciertas capas clamidiales (4).

Et omitir por completo aminodcidos como, leucina, fenilalanina y valina inhibe Ja
muitiplicacion det microorganismo (5); asi como el privar de cisteina a C.
trachomatis serotipo E e causa severo retardo en la reorganizacion de CR a CE,
lo cual tiene relacién con la constitucion de la membrana externa de los CE que
s rica en cisteina e impermeable a solutos hidrofilicos (4,137)..

La habilidad de clamidia para crecer desprovista de aminoacidos esenciales
sugiere la capacidad de sintesis para ciertos aminoacidos. Treuhaft y Moulder
(1968), demostraron esta capacidad para sintetizar lisina y arginina (128).



Las clamidias incluyendo las cepas de C. trachomatis y C. psiltaci cepa 6bc son
susceptibies a sulfonamidas o que indica ia capacidad de sintesis de écido félico
(39).

1.8. ESPECIES SUSCEPTIBLES

Algunas de las enfermedades comunes en los animales producidas por clamidia
son psitacosis, ornitosis, conjuntivitis, encefalomielitis, artritis, enteritis, y aborto,
pero la infeccion con frecuencia es subclinica (61).

La mayoria de ias cepas de C. psittaci que excretan las aves y aigunas de las
cepas que excretan los mamiferos pueden causar enfermedad en humanos
principaimente en veterinarios, trabajadores de campo, duefios de explotaciones o
procesadoras de alimentos, y en ocasiones suele ser asintomatica (58,61).

Se ha reportado que la frecuencia de individuos en grupo seropositivos pero
asintoméaticos puede llegar de 20 a 80% en borregos, 25% en bovinos, 80% en
pichones, 0 al B0% en gorriones y de 50 a 75% en pavos (39).

Los pacientes con psitacosis tienen titulos de anticuerpos elevados, mismos que
persisten por meses, e incluso por aros en los portadores (39).

Algunas de las enfermedades provocadas en los animales por clamidia, se
mencionan en et cuadro 4 (27,39,133,140).
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Cuadro 4. ENFERMEDADES EN ANIMALES CAUSADAS POR Chiamydia

psittaci
ENFERMEDAD HUESPED

[ PEITACOSIS. AVES PSITACIDAS, HUMANO.
ORNITOSIS, AVES NO PSITACIDAS. ‘
QUERATOCONJUNTIVITIS. OVINOS, COBAYOS, GATOS,

KOALAS, HAMSTER.
(POLIARTRITS, BOVINOS, OVINOS_ PORCINOS, EQUINGS.
ENCEFALOMIELITIS ESPORADICA. BOVINOS, CANIDEOS,
GASTRITIS, GATOS.

ABORTO O INFERTILIDAD (ABORTO
ENZOOTICO OVINO, ABORTO EPIZOOTICO

KOALAS, CAPRINOS, OVINOS,
BOVINOS, PORCINOS.

TNEUNONTR

INFECCION INTESTINAL SUBCLINICA
PORTADORES ASINTOMATICOS

GATOS, CONEJOS, RATONES, OVINOS,
CAPRINOS, PORCINOS, EQUINOS,
CANIDEOS, BOVINOS, TORTUGAS.

BOVINOS, OVINOS, PORCINOS,
EQUINOS,CANIDEOS,

ELIMINADORES DE LA BACTERIA.
VESICULITIS SEMINAL.
HEPAT(TIS.

AVES.
BOVINOS, PORCINOS, CONEJOS, RATONES.
RANAS.

- 1.6. METODOS DE DIAGNOSTICO.

Los métodos actuaimente disponibles para el diagnéstico de clamidiosis incluyen:

tinciones, aislamiento en medios biologicos,

inmunoflucrescencia (IF),
inmunoelectrotransferencia (IET),

microinmunofiuorescencia, aglutinacién en
fijacion de complemento (FC),

pruebas seroldgicas como
|atex,
ensayos

inmunoenzimaticos como ELISA y técnicas mas reciente y sofisticadas como
reaccion en cadena de ia polimerasa (PCR) (26).

La reaccién de las clamidias con la tincion de Gram modificacién de Reed, es
variable por lo tanto es poco Util para su identificacién (93).

Una manera de detectar la presencia de C. psittaci extracelutarmente o en el
citoplasma de las células es mediante un frotis de exudados frescos o
impresiones de drganos y con ayuda del microscopio y de tinciones especificas.
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Para observar |a forma extracelular se utiliza la tincion de Giménaz, otra tincion es
ia de Macchiavello donde se tiflen de rojo los CE en contraste con el azul que
adquiers el citoplasma de la célula huésped (27,39).

Para observar ia fase intracelular de las clamidias una de las tinciones utilizadas
o8 |a de Giemsa, cbservéndoss las inclusiones intracitoplasméticas purpura y los
cuerpos reticulares de color azul (27).

Para ol aisiamiento sdlo es necesaria una pequefia porcion de tejido, colectado
asépticamente. El microorganismo se puede aislar a partir de muestras como:
raspado conjuntival, liquido sinovial, raspado traqueal, sangre heparinizada
completa (obtenida en estado febril), muestras de heces, muestras de tejidos
como placenta, pulmén, higado y bazo (13,61).

En ocasiones, al coleclar estas muestras es casi imposible evitsr sgentes
contaminantes por 10 que se recomienda utilizar solucién salina fosfatada
amortiguadora de pH 7.2, o medio de transporte sucrosa-fosfato-glutamina (SPG)
con pH 7.4 adicionado con suero fetal bovino (SFB) y antibiéticos (ATB) como
estreptomicina, vancomicina y kanamicina para controlar el crecimiento de
organismos contaminantes que impidan el crecimiento y desarrollo de clamidia
(13).

Los animales de laboratorio utilizados frecuentemente para el aislamiento de
clamidia son ratones, cobayos y embriones de pollo (EP) (27,76). Existe también
una gran variedad de lineas celulares de origsn humano y animal, que permiten el
crecimiento in vitro de clamidia. Entre las lineas adecuadas estan las células
McCoy (fibroblastos de ratén), células Hela (HeLa 229 de cérvix humano), las
células L (fibroblastos de raton clonas 929 y 5b) y GBM (Green Buffalo Monkey).
A finales de 1950 se logré establecer un cultivo de células Hela permanentemente
infectado transfieriendose e! microorganismo durante la multiplicacién celular
(69).

Para facilitar la infeccion de las células, varios autores recomiendan la
centrifugacion del CC inoculado. Otros métodos que facilitan la infeccion celular
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os @l uso de dietilamino etil dextrano (DEAE-D), asi como ciclohexamida y
sigunos inhibidores metabdlicos (92).
Para ¢! diagndstico seroldgico se requiere de la demostracion de un sumento en
ol titulo de anticuerpos de por io menos al cuadruple al analizer sueros pareados
colectados con una diferencia de 7-10 dias (92).
El antigeno de género, LPS, se utiiza ampliamente para |a deteccion de
anticuerpos anticlamidiales en el suero de los animales infectados (92). Los
anticuerpos  monocionales contra LPS de clamidia revelaron al menos tres
campos antigénicos, dos de ellos se comparten con los LPS de aigunos
microorganismos Gram negativos de vida libre y el otro es especifico de clamidia
(27). La prusba de fijacion de complemento (FC) puede emplearse con sueros de
mamiferos que han tenido la infeccion. Para aves se prefiere utilizar la prueba
' indirecta de FC ya que los sueros aviares cuando reaccionan con antigeno de
clamidia no se fijan normalmente con el complemento de cuye. La prusba FC
directa puede ser utilizada con el suero de aves si se aflade suero normal de
gallo para ayudar a fijar el complemento (27,92).
Tanto en mamiferos como en las aves los anticuerpos tardan en desarroilarse de
7 a 10 dias y el uso de ATB pueds retardar su aparicién hasta 20 6 40 dias o
incluso suprimiria (39).
Los inmunoensayos enzimaticos son de alta sensibilidad y son métodos precisos
teniendo la ventaja de poder manejar gran numero de muestras analizdndolas en
menos de 24 horas. Esta prueba es la de ELISA, pudiendo ser directa, indirecta,
tipo sandwich y competitiva (28,34).
Para un mejor diagndstico se pueden demostrar las inclusiones
intracitoplasmaticas, utilizando un conjugado fluorescente homoélogo de
anticuerpos monocionales o por anticuerpos policlonales de género especifico
(inmunofiuorescencia) (27).
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Il.- MEYODOS BACTERIOLOGICOS:

2. METODOS DE TINCION.

La observacidn con diferentes técnicas de tincibn de inclusiones
intracitopiasméticas caracteristicas en células infectadas por C. psittaci permite el
diagnostico del microorganismo.

Para la observacién de las clamidias en las diferentes etapas del ciclo de
desarrolio se utilizan tinciones diversas, como son: Giménez, Giemsa, Ziehl-
Neeisen modificada, azul de metileno, yodo, naranje de acridina, Macchiavello.
Las particulas del microorganismo adquieren diferente color segun el colorante
utilizado (8,27,93,113). (Ver cuadro 5.).

Cuadro 8. DIFERENTES TINCIONES PARA INCLUSIONES CLAMIDIALES.

TINCION CUERPO ELEMENTAL | CUERPO RETICULAR
GIEMSA ROJO AZUL
MACCHIAVELLO ROJO. AZUL
GIMENEZ MODIFICADA ROJO, VERDE.
AZUL. PURPURA.

Nayak et a/, (1982) tomaron muestras de pulmon de carnero y tifkeron los frotis
con tincién de Giemsa (TG), observandose sincitios con CE tefidos de rojo o
rosado pero sélo en algunas muestras mientras otros autores opinan que los CE
se observan solo ocasionaimente en cortes de pulmon (82).

Nicolas y Lamachére (1984) mediante el uso de técnicas de tincion sobre frotis de
placentas provenientes de pequeiios rumiantes, lograron determinar a C.psittaci
como el segundo microorganismo bacteriano involucrado en abortos, siendo el
causante de 24.9% del total de los casos diagnosticados (84).

Khanna et al., (1987) y Seaman (1985) aislaron, identificaron y caracterizaron a
clamidia a partir de muestras de aborto ovino. Inocularon estas muestras en EP
para posteriormente realizar frotis y tefirlos con Giménez, observandose
inclusiones rojas (65,115).
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Arizmendi y Grimes (1992), lograron identificar @ Chlamydia psittaci cepa de
artritis de ovino a partir de una toracocentesis realizada en un perro. El liquido se
tind con tincibn de Wright modificada y se observd las inclusiones
intracitoplasmdticas en macrofagos, posteriormente se cultivo is muesira en
cultivo celular y embrién de pollo, para confirmar el diagndstico con la tincion de
Giménez y con fijacién de complemento encontrando una elevacion de los niveles
de anticuerpos de 4 hasta 256 al noveno dia (99).

También son (tiles 1os métodos citologicos directos. En estos exdmenes se busca
la presencia de células con inclusiones y elementos no celulares. Una de las
enfermedades frecuentes es la conjuntivitis cuyo diagnodstico se realiza tomando
un raspado conjuntival, recomendéandose tomar 4 a 5 raspados por paciente para
posteriormente teflirios con TG, siendo este un exémen répido y simple (62).

" Jégou y Liotet (1991) mencionan que al trabajar con infecciones en pequefias
especies causadas por clamidias, al observar las células infectadas en los frotis
directos el numero de inclusiones es menor a 10, por lo que se debe revisar
cuidadosamente (62).

Hoover (1978) observd que las inclusiones clamidiales formadas a partir de
muestras conjuntivales de perros y gatos pueden observarse ya sea una enorme
© pocas y pequefias de didmetro o se visualizan los CR en agregados de 0.5 um
a8 1 um (59).

Debe tenerse cuidado al observar los frotis tefidos para clamidia a fin de evitar
confusiones con la observacion de: aglomeracién de cromatina, sobreposicién de
nucleos de células epiteliales o linfocitos, granulaciones de mastocitos, pigmentos
de melanina y corpusculos no especificos intracitoplasmaticos (62).
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Algunos factores que provocan falsos negativos en el diagnéstico de clamidias at

realizar tinciones son:

1. Presancia de contaminantes (Giménez, 1964).

2. Pravias terapias con antimicrobianos (2-3 semanas anteriores a la toma de las
muestras).

3. Utilizacién de medio de transporte inadecuado, aumentando asi la poblacion de
bacterias contaminantes y afectando la viabilidad de clamidia.

4. Lergo tismpo del transporte, provocando la pérdida de clamidias viables o con
menor capacidad infectante (27,44,62).

La gran desventaja de las tinciones es la falta de especificidad para clamidias, por
fo que se pueden tefiir rickettsias y ciertas bacterias intracelulares lo que pusde
ocasionar resultados falsos positivos (13).

Debido a la sensibilidad de tefir clamidias, las tinciones més utilizadas son la
tincién de Giménez modificada y Ia tincién de Giemsa, por lo que son fas que a
continuacién se describirdn con mayor detalle.

2.1. TINCION DE GIMENEZ.

Para esta tincion se utiliza un colorante primario, carbol-fucsina basica al 10%,
solucién amortiguada de fosfato de sodio, decolorante y un colorante contraste,
oxalato de verde malaquita al 0.8%.

Procedimiento:

1. Se realiza un frotis, se fija con calor.

2. Se aftade e! colorante primario junto con la solucién buffer durante 1-2 minutos.
3. Se lava con agua corriente.

4. Se decolora con acido acético durante 6-9 segundos.

5. Nuevamente se (ava y se deja secar para su observacion (93,113).



El diagnéstico presuntivo de clamidias muchas veces se basa en |a observacion
de lesiones macroscdpicas sugestivas a partir de las cuales se realizan frotis que
30 tifien con la tincién de Giménez (TGz). Sin embargo es necesaria experiencia
en la realizacién de |8 técnica de tincion y en la observacion de laminillas y ain
asi los resuitados ocasionalmente son incorrectos. Es por ello que Kirkbride
(1993) recomienda verificar 1os resultados obtenidos por medio de esta tincion,
con la prueba de IF. Mientras Nanda (1992) determind que la técnica de FC en
cortes para histopatologia de muesiras de tejido fetal bovino, es superior a Ia
TGz. Asi mismo otros autores han observado que la IF directa es mas especifica
que |a TGz modificada (66,81).

Vanrompay (1992) comparé |a sensibilidad y especificidad de la TGz modificada e
IF directa para detectar clamidias a partir de aves vivas y muertas; obteniendo
resultados satisfactorios preferentemente para TGz, ya que el 80% de resultados
positivos con Ia tincion se confirmaron con IF directa. Se utilizé TGz modificada,
diferencidndose por el lavado de los monoestratos con PBS durante 5 minutos,
para fijarse con metanol por 30 minutos y poder ser tefiidas con e! colorante
primario (diluido 1:50) por 30 minutos. Después lavar dos veces con agua
destilada, se afiade e! colorante verde malaquita al 3% durante 30 segundos, por
ultimo se realizan 3 tavados con agua destilada y se dejan secar para su
observacion (130).

2.2. TINCION DE GIEMSA.

Procedimiento:

1. Se realiza un frotis fijandose con calor o metanol absoluto durante 5-10
minutos, y se deja secar.

2. Se le aftade la tincién de Giemsa durante 1-5 horas (preparada el mismo dia).

3. Se lava répidamente con alcohol etilico al 95% y se deja secar para su
observacion (93,113),
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Dagna y Wilsmore (1990) evaluaron 3 diferentes técnicas de tincion; TG con
fondo oscuro, tincion Ziehl-Neelsen (TZN) modificado y tincion con azul de
metileno con fondo oscuro (TAM), utilizando membranas fetales de ovino
provenientes de aborto enzéotico como inbculo. Después de inocular & clamidia
on EP, se obtuvieron frotis de saco vitelino y se tifleron con TG, TZN y TAM,
siendo la mas especifica TAM ya que al utilizarse no se observaron agregados
refractarios ni CE con halos y se tifé en menor proporcion el fondo de la
observacion. Esta es una técnica muy sencilla de realizar, aunque su desventsjs
s |a necesidad de un objetivo 100x sustituible para utilizarto con fondo oscuro
(29).

Rivera y colaboradores (1995), estandarizaron la técnica de Giemsa para ser
utilizada sobre monoestratos infectados con C.psittaci cepa intestinal T23.
Baséndose en reportes que mencionan diversos tiempos de coloracion con esta
tincién, debiendo esperar de 1 a 5 horas, para la observacion de inclusiones. Los
tiempos de coloracién fueron de 1:00 hora, 1:15 horas, 1:30 horas, 1:45 horas y
2:00 horas, mientras que los tiempos de decoloracion fueron de 2, 3, 4 y 5
segundos para cada tiempo de tincion mencionado. Determinéndose que el
tiempo de coloracion de 1:30 horas y el tiempo de decoloracion de 4 segundos
son los mas indicados; ya que estos tiempos permiten un adecuado contraste
entre célula, nucleo e inclusion, ademas de que permite un tiempo relativamente
corto para la observacion de las preparaciones (100).

3. AISLAMIENTO EN CULTIVO CELULAR.

Un método para aislar a C. psittaci es la utilizacién de cultivos celulares (CC). Ei
primer paso pasa llevar @ cabo este método es obtener muestras que pudieran
contener cuerpos clamidiales y mantenerlas en un medio de transporte adecuado
y con un buen manejo (16).
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De acuerdo a io reportado por algunos investigadores, la viabilidad de las
clamidias en muestras de tejido puede conservarse indefinidamente a -20°C, 0 @
menor temperatura, debiéndose evitar la fluctuacién de temperstura entre O y -
20°C ya que pueden destruirse las clamidias por la formacion de cristales de hielo
(120). Otros autores, sin embargo, mencionan s6io haber logrado mantener
muestras de clamidia en CC, por largos periodos en congelacion a -70°C.
Pearson (1989) ha reportado que C. psittaci ha sobrevivido hasta 30 dias sin
refrigeracion y durante 34 dias a 4°C (87).

Para realizar el aislamiento de clamidias a partir de animales vivos se puede
obtener raspados de cloaca (aves), raspados de conjuntive, tréquea o heces
frescas; afladiéndose al medio de transporte, debiéndose mantener a 4°C por
poco tiempo (87).

Existen 3 tipos de medios de transporte comunmente utilizados a base de fosfato
de sucrosa en diferentes combinaciones;

1. 0.2 M sucrosa y 0.04 M fosfato.
2. 0.4 M sucrosa y 0.02 M fosfato y fosfato de sucrosa glutamato (17).
3. Infusion cerebro corazén (dextrosa y fosfato).

Spencer (1983), prob6 diferentes ingredienies en el medio de transporte para
clamidia sin variar los ATB ni sus concentraciones, (ver cuadro 6), observando
que el medio de transporte influye diractamente en la capacidad infectante de las
clamidias (120).
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Cuadro 6. DIFERENTES MEDIOS DE TRANSPORTE UTILIZADOS PARA

Chiamydia.
MEDIO MEDIO! % % % % |BICARBONATO

TRANSPORTE | 199 | SFB) GLUCOSA | SUCROSA | 88FG DE 80DIO

A * 10 10 -

8 . 10 — =

C + - - 50

D - - - 100 -

E - 2 - 100 v

4 -
SSFG= solucion sucrosa fosfato glutamato.

Spencer utilizé diferentes combinaciones de sustratos en el medio de transporte
sin variar los ATB ni su concentracion (Ver cuadro 7).

El medio de transporte D resulté ser el ideal porque permite mantener & C.psittaci
viable a temperatura ambiente hasta 36 dias mientras que en las oftras
combinaciones analizadas la infectivided de los CE disminuia dentro de las
primeras 24 horas decrementdndose hasta en 4 unidades log v a las 96 horas
llegando a perderse totalmente en el transcurso de 8 a 10 dias, o hasta los 19
dias cuando se mantenian a 4°C . Con este medio no se detectd contaminacion
por bacterias u hongos, llegandose a presentar sélo en muestras de heces (120).
Para aumentar las cualidades protectoras del medio se les puede ahadir, 1% de
albumina, 10% de suero fetal bovino (SFB), 1% de vitaminas, 1% de L-glutamato
{63,87,130).

Estos medios por ser muy enriquecidos permiten la reproduccion de cualquier
contaminante impidiendo asi el mantenimiento de clamidia. Es por ello importante
el uso de antibioticos, que ejerzan su efeclo sobre microorganismos
contaminantes pero no sobre Chlamydia. Existen diversos reportes sobre el uso
de los mismos y diferentes combinaciones utilizadas. (Ver cuadro 7).
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Cuadro 7. SUSTRATOS UTILIZADOS PARA EL MEDIO DE CRECIMENTO Y
TRANSPORTE PARA CLAMIDIAS.

(o7) | (08) | (82) | (120) | (119)

$00ug | 100ug | 200ug | 100ug | S00wQ

| 560 pp | 100pg 009 ﬁﬂ
S0pg

S0pg. 5049

800 pg_

[

DF CE BC 8C [

A.- Caldo triptosa fosfato (TPB).
B.- Bicarbonato de sodio (Puade inactivar los CE).

C.- SFB (Estable el pH).

D.- Albumina.

E.- Clortetraciclina (10 g/mi).

F.- L-Glutamina.

(") Los numeros entre parentésis corresponden a las citas bibliograficas de cada
autor.

Phillips y Clarkson (1992) a! aislar a clamidia a partir del duodeno ovino utilizaron
" clortetraciclina en e! medio de las células en una concentracion de 10ug/ml
durante 3 semanas para evitar 1a contaminacion durante su transporte (94).
Las lineas celulares adecuadas mds ulilizadas para el aislamiento de este
microorganismo comprenden, células McCoy, células Hela 229, células L (clona
929), BGM (Buffalo green monkey), BHK-21 (Baby Hamster Kidney celis) y células
Vero (87). (Ver cuadro 8). El tiempo en que se obtiene el aislamiento varia segun
ta linea celular y la cepa con la que se trabaje (130).



23

Cuadro 8. LINEAS CELULARES UTILIZADAS CON DIFERENTES CEPAS DE C.
psittaci.

LINEA CELULAR CEPA OE C. psittac/ AUTOR®
CEL. L 68C (34,52,80,100,104)
CEL.L 7 DEAE-D COBAYO, CONEJO, OVIND, D)
1 CICLOHEXAMIDA GATO, CERDO, LORO,
RATON.
CEL. MCCOY 'a CICLOHEX. AVIAR. (10,27,87)
CEL._MCCOY " CICLOWEX. AEO (03,77)
CEL. MCCOY “/ CICLOHEX. FELINA, (64,138)
L SEMETINA
CEL MCCOY /DU OVINA ()
4 CICLOHEX.
4 CITOCALA.
[CEL_ MCCOY % CICLOHEX. EQUINA (140) _
CEL. BHK ™/ 1DV OVINA [}
% CICLOMEX.
* CITOCALASINA.
CEL. BGMK KOALA 22
CEL_BGMK </ CICLOHEX. AVIAR+++ 30
CEL. MCCOY 7 CICLOREX. AVIARY 30
CEL. VERO AVIARSY 30)

{*) Los numeros entre parentésis corresponden a las citas bibliogréficas de cada
autor.

(+) Indica el nivel de sensibilidad de las células a la infeccién por clamidia
permitiando su crecimiento.

Vanrompay (1992) ha reportado que las células BGM son tan sensibles como los
embriones de pollo para el aislamiento de C. psittaci, y se logra obtener el
aislamiento en 2-3 dias aproximadamente. Mientras que el procesamiento de los
embiones de pollo tarda hasta 10 dias. (130).

Anderson menciona que las células Vero no permiten el crecimiento de clamidias
de cepas intestinales y cepas de poliartritis aungque son excelentes para clamidia
aviar'.

Johnson (1983) sugiere una forma de replicar células, utilizando células McCoy
de 4 dias en cajas de 250 ml con medio 199 (Wellcome) adicionado con 10% de
SFB,18-20 mM bicarbonato de sodio y antibidticos como vancomicina,

! Comunicacién verbal.
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estreptomicina en concentraciones de 100 ug/m! Conteniendo cads cajs 2x 10"
células. Se debe tripsinizar para resuspender las células en medio de crecimiento
y asi obtener una concentracion de 1.5 x 10° célulasiml. Para tener una
distribucién uniforme, se vuelve a centrifugar 150 g durante 15 minutos.

Se incuban estos cultivos toda la noche a 37°C y posteriormente se inoculan con
la muestra sospechosa para volverse a incubar a 37°C de 24 a 48 horas con 5%
de dioxido de carbono. La cantidad a inocutar en CC es de 100 m! de suspensién
6 1g. de muestra macerada y homogenizada (63,87).

Allan y Pierce (1978), mencionan que la centrifugacion modifica morfolégicamente
la membrana citopldsmatica y e! citoesqueleto de las células lo que permite
expresar los receptores, facilitando fa adherencia y endocitosis. Aunque otros
autores como Moulder y Levy (1981), mencionan que durante ia centrifugacion no
" se lleva a cabo la adherencia (2,80).

La maxima infectividad se obtiene a! utilizar fuerzas centrifugas lo suficientemente
grandes, como para sedimentar los CE del inéculo (1000xg) y también centrifugar
con fuerzas menores (70 g) que aumente la infectividad por clamidia (92).

Existen diferentes opiniones en las velocidades utilizadas para centrifugar los
indculos de clamidia, 1o cual puede incrementar la infeccion de CE hasta 50 veces
mas que la infeccion obtenida sin lievarla a cabo (63). (Ver cuadro 9).

Cuadro 9. FUERZAS DE CENTRIFUGACION UTILIZADAS PARA ACELERAR
LA INFECCION CLAMIDIAL.

CENTRIFUGACION |TIEMPO TEMPERATURA AUTOR*
2,500 g 1hr. 20°C (18)
2000g 1hr. 35°C (87,94,130,138)

5009 15 min. rc (52)
3009 1hr. 25C 63

(*) Los numeros entre parentésis corresponden a las citas bibliograficas de cada
autor,
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Es favorable el centrifugar antes y después de infectar lss células (Vanrompay,
1992 (130).

Existen otros procedimientos ademas de ia centrifugacion para facilitar la
infeccion celular como son el utilizar sustancias que inhiban parcialmente el
metabolismo ceiular. Entre estos se encuentran:

4.~

CICLOHEXAMIDA:

€s un ATB glutaramico que inhibe la sintésis de ARN en células eucariéticas
(Reed of &/, 1981). Aumenta ia disponibilidad de aminodcidos en el
ciloplasma celuisr al interferir con ia sintesis proteica de !a célula sucaridtica
disminuyendo la competencia, del microorganismo por éstos, y sumentando
asi el numero de inclusiones observabies. Se puede utilizar junto con
emetina como pretratamiento al CC. Se recomienda su utilizacion en 1 pug/ml
al momento de inocular las células (34,63,87,92,98).

5-YODO-2-DEOXIURIDINE (IDU):

Es un analégo de ADN que puede interactuar con las enzimas sintetizadoras
de precursores de ADN, también puede ser incorporandose a nucledtidos
en Jugar de timidina lo que produce un ADN no funcional. Se recomienda
utitizar 3 dias antes de inocular el CC en una concentracion de 80 ug/mi
(4,100).

CITOCALASINA B:

Es un metabolito fungai proveniente de Helminthosporum dematioideum que
provoca células gigantes multinucleadas por la fusién de la membrana
celular. Se utiliza 3 dias antes de inocular el CC a una concentracion de 1-5
ug/mi (6,52,119).

DIETILAMINOETIL-DEXTRAN (DEAE-D):
Es un policatién que neutraliza las cargas negativas de {a superficie de la
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céiula para aumentar la infectividad. No tiene eficacia con C. psitteci de
origen aviar. Se recomienda ulilizario antes de inocular a une
concentracion de 20 ug/ml y post-inoculacién 2 pg/m! (6,92,119).

POLIETILENGLICOL (PEG):

En una conceniracién de 35-50% PEG es utilizado para la fusibn de
linfocitos y plasmocitos para la produccién de hibridomas. Mohammed y
Hillary (1985) utilizaron un medio que contenia 35% de PEG en una solucion
buffer barbitonada, 1o que ayudo al aislamiento de clamidia. Gibson y Egerer
(1993) modificaron esta técnica utilizando PEG a menor concentracién,
obteniendo  excelentss resultados. Este  producto  aumenta
considerablemente |a cantidad de inclusiones observables y ésto depends
de la concentracion utilizada de PEG. A una concentracion de 3.5% aumenta
3 veces la deteccion de inclusiones; con 7% de concentracién, 4 veces;
10.5%, 8 veces; 14%, 15 veces y 17.5%, 16 veces. Pero en concentracionas
mayores de 10.5% es toxico, aumentando el nimero de sincitios en las
células McCoy infectadas o no infectadas. La concentraciéon idonéa
determinada por Gibson y Egerer (1993), es de 7%, obteniendo asi buenos
resultados en muestras frescas (aumentando el nimero de inclusiones de 2-
6 vaces) y en congeladas (aumentando de 3-5 veces) (43,73).

OTROS:

EMETINA: Se recomienda utilizarse 5 minutos antes de inocular el CC a una
concentracion de 1 pg/ml.

COLCHICINA: Las células expuestas a colchicina permanecen viables por 5
dias, mientras que at utilizar ciclohexamida duran 10-12 dias. Se recomienda
afadir 10 ug/ml (87).

Pérez-Martinez (1986), logré mantener células L infectadas con Chlamydia cepa
B577, pero despuds de 15 dias muchas células murieron, observandose por



27

medio de inmunofiucrescencia que las clamidias no podian replicarse. Se
mantuvieron en incubacién, repoblandose el frasco & sfiadir ciclohexamida,
permaneciendo més del 90% de células infectadas (89).

Es importante la presencia de ciertos aminoacidos essnciales para cada cepa de
C.psittaci debiendo estar a concentraciones adecuadss. La cepa clamidial de
conjuntivitis por cuerpos de inclusion en cobayo crece normaimente en células
McCoy con ciclohexamids y es necaesaria una concentracion de 8 nmo/mi de
feucina y valina, mientras que de fenilalanina aproximadamente de 8 nmoVmi
{4,5).

Al faitar metionina, tanto la cepa de conjuntivitis por cuerpos de inclusién como la
de meningonaumonitis disminuyen el tamafio de los cuerpos de inclusion pero no
el nimero de células infectadas. Sin embargo, la carencia de este aminodcidos
inhibe por completo el crecimiento de la cepa de queratoconjuntivitis felina y de la
cepa de aborto enzéotico ovino (AEO); a la primera séio es necesario afiadirle al
medio fenilalanina y a ta cepa de aborto enzdotico ovino sblo tirosina (3).

E! uso de los aminodcidos por parte de clamidias no sélo depende de su
concentracion en el medio sino también de 1a habilidad del microorganismo para
obtenerlo (Quay y Oxender, 1980}, existiendo competencia entre diferentes
aminoacidos (aminoacidos competidores) para ser transportados, ya sea al
interior de la vacuola que envuelve a la clamidia, o bien al interior de la bacteria
en si. Asi, cuando el aminoacido requerido por el microorganismo se encuentra en
menor cantidad que el aminodcido competidor, éste impide la captacion del
primero. Esta competencia se ha observado con leucina y valina en células de
mamiferos y en bacterias. Por lo tanto, la concentracion de aminoacido necesaria
para el crecimiento Optimo de clamidia dependerd de la concentracion del
aminodcido competidor (4,97).

En células McCoy infectadas con C. psittaci (nasal y conjuntival felina) si el medio
na tiene SFB es necesaria la presencia de histidina, triptofano, leucina, metionina,
fenilalanina, treonina, tirosina y valina. Pero con sélo 1 mi de SFB se reponen las



necesidades de los aminodcidos mencionados con excepcidén de histidina y
triptofano (64).

Allan y Pearce (1983) utilizaron células tratadas con ciciohexamida para disminuir
la competencia por aminodcido; por lo que no debe excluirss la posibilidad de que
ol exceso de ciertos aminodcidos puede deberse a los efectos de s
ciclohexamida (4). i

Hatch (1975) menciona |a competencia entre clamidia y células L por isoleucina,
ya que clamidia puede secuestrar el aminoécido para su biosintesis sélo cuando
la concentracion de ésta en la célula huésped es mayor al nive! requerido por la
misma para mantener su estado estacionario (52).

Buzoni-Gatel y Rodolakis (1983) observaron que la cepa abortiva en ovinos
manifestdé ser mas invasiva que Is cepa entérica ovina y de raton al aislar
C.psittaci, determinando que esta caracteristica se debe @ la virulencia de
clamidia, al poseer la capacidad de atravezar barreras de moco difundiéndose en
nédulos linfaticos, multiplicarse en el sistema reticuloendoteliat y alcanzar y
colonizar el 6rgano. Las necesidades nutricionales de la cepa abortiva puede
deberse también a su capacidad de crecer en fibroblastos de ovino (20).

La cepa entérica ZC53 de afeccién a ovinos crece mas rapido en CC, requiere
mengos tiempo para regresar de ARN a ADN durante el ciclo evolutivo y alcanza e!
tamafio mas grande de inclusion que la cepa abortiva ZC47 (105). Esta diferencia
de virulencia estd asociada a diferentes patrones de proteina (Buzoni-Gate! et
al.,1989), al largo fragmento polimérfico de ADN (Rodolakis y Souriau, 1992) o en
el gene de PPME (21,94,103,117).
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. METODOS SEROLOGICOS.

Las pruebas serologicas se clasifican en dos grandes grupos, prusbas de union

primaria que wtilizan antigenos (Ag) del paciente o bien anticuerpos (Ac) del

paciente y un Ac marcado, el marcador empleado dependera de |a prueba

utilizada. Este tipo de pruebas son altamente sensibles, por lo que sdlo es

necesario pequefias cantidades de muestra.

Existen tres tipos de marcadores comunmente empleados.

. -Fluorocromos para la técnica de inmunofiuorescencia (directa e indirecta),

2. -Enzimas para ELISA (directa, indirecta, competitiva y tipo sandwich),
inmunoelectrotransferencia o Western Blott y técnicas de inmunoperoxidasas.

3. -Radioisétopos para radioinmunoandlisis.

Aunque éste Ultimo tipo de prueba es poco utilizado en México por la necesidad

de equipo especial en los laboratorios para un buen control de los desechos

radioactivos.

-

Y las pruebas de unién secundaria que miden la interaccion del Ag-Ac in vitro, al
utilizar el Ag del paciente y el Ac del laboratoric o el Ag del laboratorio y el Ac del
paciente. Esta pruebas son mas faciles de llevar a cabo. Siendo éstas pruebas,
precipitacion, aglutinacion y fijacion de complemento (123,126,135).

El tipo de prueba a emplear para realizar un diagndstico dependera de la cantidad
de Ag o Ac que se tenga y de! tipo de resultado que se requiera; con alta
especificidad o sensibilidad. Considerando que los resuitados obtenidos por
medio de pruebas seroldgicas sélo son presuntivos, siendo la Unica prueba
exacta el aislamiento.

No es recomendable el utilizar sélo un tipo de técnica para el diagnostico de
clamidia dada la variedad de reacciones que pueden manifestar las
inmunoglobulinas, debido a la variedad antigénica que poseen las cepas de
C. psittaci. Es por ello conveniente el determinar la presencia del Ag y el Ac,
sobre todo si se trata de un individuo en contacto con el hombre (48,49).
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E! diagndstico seroldgico por medio de cualquier método puede erfrar con
muestras de animales con infeccién aguda, por no lograr ta deteccion temprana
de la respuesta inmune, es por ello necesaria ia identificacién del microorganismo
por medio de! aislamiento en CC o ELISA. Aunque también esta ultima técnica
pueden dar resultados falsos; sobre todo si se trabaja con muestras de heces o
en los casos de aves, raspados cloacales, porque la diseminacién de C. psittaci
por estas vias es intermitente (146).

La variacién de los resultados enlre las pruebas se debe a varios factores como
el diferente manejo que se ie da a |los sustratos empieados, la cantidad y calidad
de Ac o Ag utilizado y sobre todo a el procedimianto de |a técnica. Es necesario
conocer el tipo de diagndstico adecuado para cada tipo de muestra,
considerando ia especie animal; es por elio la discrepancia entre los resultados
de diferentes autores

3.1. PRUEBAS SEROLOGICAS DE UNION PRIMARIA.
3.1.1. INMUNOFLUORESCENCIA (IF).

La inmunofluorescencia es una técnica histoquimica o citoquimica para detectar y
localizar Ag en células o Acs de! paciente. Los Acs especificos se conjugan con
compuestos fluorescentes sin ocasionarie alteracién alguna, dando como
resultado un Ac marcado sensible a Ag o Ac. Existen dos variantes que son las
mas utilizadas: La directa y la indirecta, en la primera el conjugado se afade a
las células, se fija a los Ag y forma un complejo inmunitario estable. El Ac que no
se fija, se elimina al lavado. La preparacion se observa al microscopio de
fluorescencia contra fondo oscuro. Esta prueba es mas sencilla a diferencia de
ELISA, ya que requiere de menor tiempo de incubacidn. En la indirecta se
produce una reaccién Ag-Ac donde el Ag es del laboratorio y el Ac del paciente,
se incuba y se agrega el conjugado para poder detectar la reaccion (12,99).
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Existen varios fluorocromos como son: rodamina, fluoresceina, ficobiliproteinas
pero el ideal es el isotiocianato de fuoresceins, por unirse répidamente & las
proteinas en un pH alto, emitiendo un color verde caracteristico (70,144).

La elaboracién del conjugado se hace con antisuero especifico para C. paitteci,
siondo donadores diferentes especies animales, al inoculer ol Ag por vie
intravenosa o intraperitoneal y colectando el suero después de ia segunda
inoculacion, conservéndose @ -70°C. Por oira parte, se pusden utilizar
anticuerpos monacionales (ACMO) conjugados con isotiocianato de fluoresceina,
que incluso se pusden adquirir en forma comercial (108).

En io que se refiere al Ag se puede obtener por diferentes medios, ya sea por
inoculacion en embriones de polio (EP) o CC, tras lo que pueden ser sometidos o
procesos de purificacion en diferentes grados. Al inocular EP, 4.5 diss post-
infeccion se colectan ios sacos vitelinos ricos en CE, se suspenden on'unn
dilucion 1710 en solucion salina amortiguada de fosfatos (SSAF), pH 7.2, ¥y se
maceran para centrifugarse 1,000xg por 10 minutos tras Ia cust ¢l Ag se localiza
en la fase intermedia del tubo contenedor. Al utilizar ol CC, las chiulas inoculadas
deben tripsinizarse durante 3 minutos con SSAF-ripsina-EDTA, y ajusiar 8 una
suspension celular 4x10° células/mi (108).

La prueba de IF indirecta utilizada con clamidia reconoce los Ag de gnpo y
especificos de especie a partir de cualquisr cepa (35). La prusba de IF indirecta
utilizada con clamidia reconoce fos Ag de grupo y especificos de especie a partiv
de cualquier cepa (35). Mientras que la prueba de microinmunofiuorescencia se
utilizé por primera vez para la serolipificacion de C.trachomalis mostrando ser
una prusba capaz de deteclar los Ag de Qrupo y especificos de especie
(Treharne et al., 1972) (127).

Las pruebas de IF y microinmunofiuorescencia son las pruebas mas utilizadas
para el diagnostico de clamidia en pichones por su eficacia en detectar Ag
especificos de género y de especie. Aunque Salinas (1993), recomienda el uso
de IF por obtener un mayor numero de resultados pasitivos (110).
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Existen reportes donde se utilizd IF para identificar ia morfologia de inclusiones
de C. psittaci, a partir de muestras de heces de ovinos notandose la diferencia en
los aislamiento de aborto enzdotico ovino (AEO) confirmandose por medio de
neutralizacion de suero (Johnson, 1984; Escalante-Ochoa, 1991 y Griffiths et. al.,
1992) y microlF (Pérez-Martinez y Storz, 1985) (35,47,64,89).

Sin embargo Anderson (1987) mostrd que esta prueba no es capaz de detectar
variaciones antigénicas que pueden conducir a diferentes cepas de C. psifaci a
partir de muesiras de aborto ovino (Aitken et. al., 1981); por lo que ésto se debe
dejar para andlisis con mayor sensibilidad serolégica como neutralizacion o
ELISA utilizando AcMo o un andlisis molecular (1,7).

Esta prueba puede ser utilizada ademas para serotipificar a C.psiltaci de
rumiantes obteniendo 2 diferentes serotipos (1,2) donde el primero incluye cepas
abortivas y el segundo cepas no abortivas y no invasivas (Souriau y LeRouzie,
1993) (117).

Asi mismo, Eb y Orfila (1982) utilizaron la técnica de microinmunofluorescencia
para la ftipificacion de C.psiftaci de origen ovino, a partir de muestras
provenientes de aborto, poliartritis y de individuos aparentemente sanos,
logrando separar las 7 cepas en 2 grupos antigénicos. En e! primer grupo de
aislamientos se encuentran las cepas causantes de aborto y cepas provenientes
de muestras de heces de animales aparentemente sanos, entre estas cepas
existe gran similitud y manifiestan reaccién cruzada. En el segundo grupo las
cepas son causantes de paliartritis (32).

Markey (1993) por medio de IF indirecta demostrd que las cepas de C.
psittaci abortiva y entérica tienen suficientes Ag diferentes, lo que permite
establecer un parametro para definir un resultado positivo al utilizar FC o ELISA
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de tipo indirecta con sueros provenientes de hatos sin historia clinica de AEO
(71).

Posteriormente Pérez-Martinez y Storz (1985) utilizando esta técnica, logrando
obtener 9 inmunotipos de C. psittaci de diferentes cepas de mamiferos, que se
relacionan con los 8 biotipos encontrados por Spears y Storz (1979) (89,118).

Los laboratorios Imagen ha disefado un prueba para la demostracion de C.
trachomatis en mujeres, ya que el Ac también reacciona con C. psittaci en frotis
frescos y en frotis tratados con parafina y enzimas, por estar dirigida contra el Ag
comun de grupo, LPS. El Ac puede afiadirse directamente al tejido fresco en frotis
o previamente fijarlo en una solucién amortiguadora de formalina al 10% y
parafina en un s6lo paso. Posteriormente se desparafinan y se le afiade la tincién
Mayer's hematoxilina durante 5 minutos, para continuar con el uso de una
enzima, tripsina o proteasa en diferente concentracion. Finalmente se lava con
solucién salina amortiguadora de tris. De acuerdo a lo observado por Palmer
(1987), mediante esta prueba se logrd obtener excelentes resuitados y no
existiendo diferencia entre la fluorescencia detectada con e! antisuero diluido y el
no diluido, pero se obtiene mejor resultados de digestion con la utlizacion de
proteasa. Esta es una prueba répida y simple, sdlo su costo es elevado aunque al
diluir el antisuero 1:10, se obtienen también excelente resultado, lo que permite
su utilizacion en medicina veterinaria (86).

3.1.2. ELISA.

Engvall y Perlmann (1971), y Van Weemen y Schuurs (1971), en dos trabajos
diferentes describieron la técnica de ELISA (Enzyme linked immunosorbent
assay). Esta es un inmunoensayo que determina la concentracion de un Ag oun
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Ac, utilizando una fase solida y una en solucidn detectando asi el complejo Ag-Ac

mediante un marcador enzimatico, de manera que en cada pozo se produzca una

mezcla que proyecte un color; la intensidad del color es directamente proporcional

a la cantidad del Ag o Ac que se busque. Esto se puede determinar a simple vista

0 con ayuda de un espectrofotomeétro.

Existen diferentes modalidades de ELISA: directa, indirecta, tipo sandwich y

competitiva, asi como diferentes tipos de Ag (28), estos Lltimos pueden ser:

1.- MEZCLA CRUDA - Ag con contaminantes con otras proteinas del huésped.
Es necesario recurrir a ELISA tipo sandwich para capturar selectivamente el
Ag.

2.- MEZCLA RELATIVAMENTE CRUDA.- Es de microorganismos completos
mas proteinas solubles con material limitado dei huésped.

' 3.- SEMIPURIFICADAS.- Son preparaciones enriquecidas de Ag, pudiendo

utilizarse ELISA directa o indirecta.

4. ALTAMENTE PURIFICADOS.- Posiblemente se puedan usar como reactivos
puros con propiedad de adsorcidn caracterizadas. Esta purificacion se
obtiene por medio del método de azul de Coomassie G250 (28,109).

La participacion de anlicuerpos monoclonaies, faciltan la obtencion de diagnéticos
certeros, independientemente del método empleado. Kohler y Milstein (1975)
describieron 1a hibridacién de células somaticas generadoras de cantidades
ilimitadas de Ac que son quimica, fisica e inmunitariamente homogéneas, ya que
cada Ac se sintetiza de células derivadas de una sola ciona. Para que se lleve a
cabo una fusion celular de este tipo se utilizan sustancias como el polietilenglicol,
es importante que las células se encuentren en division activa; ésto es, su nicleo
estara en division mitética al mismo tiempo que el nucleo de la célula mielomatosa
y dara lugar a una poblacién de células con un solo nucleo, llamadas hibridomas
(135). La deteccién de Ac especificos puede realizarse por medio de técnicas,
radioinmunométricos y enzimoinmunométricos, hemoaglutinacion pasiva e
inmunofluorescencia. Se selecciona una célula unica y se replica para formar una
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clona. Estos hibridomas se propagan en diferentes medios 0 se inyecian a
cavidad peritoneal de ratones. Indepsndientemente de la técnica elegida, los Ac
Mo se obtienen contaminados con albumina y transferrina, es por ello importante
su purificacién para su posterior utilizacién (70,117,125,135).

ELISA tiene la capacidad de cuantificar los Ac séricos sin que sea necesario
realizar diluciones seriadas del suero problema, por lo que la tasa de Ac debe ser
el Unico factor limitante de la reaccion. Esta técnica parece ser mas apropiada
que la FC para la deteccion temprana de Ac clamidiales en suero de cabra
infectada experimentalimente. El personal sdlo requiere de un minimo
entrenamiento para la realizacién de esta técnica, ademas de utilizar pequefias
cantidades de reactivos que son duraderos por largos periodos (109).

Al tomar ia muestra para realizar el diagnéstico no importa la presencia de
bacterias contaminantes o un previo tratamiento con antibidticos, ademas las
muestras no necesitan cuidado especial de temperatura, por no ser necesaria la
presencia de clamidias vivas (88,109,116).

Sin embargo los resultados obtenidos por medio de ELISA dependeran del tipo de
muestra empleada, ademas de la sensibilidad de ELISA con respecto al
aislamiento en CC es menor en 4 al 20% (111).

Finn et al., (1983) consideraron que la cantidad dptima de proteina clamidial a
colocar por pozo en las microplacas oscila entre 1.8 a 2 ug (38).

Se logra aumentar la sensibilidad de ELISA tipo sandwich utilizando AcMo
marcados con fluoresceina, para la deteccion de C. psiltaci a partir de muestras
vaginales de ovinos y caprinos con problemas de abortos. Sélo se depositan las
muestras en solucién de NaOH 0.1% al 100%, para solubilizar 1a parte lipidica y
proteica de la membrana celular de las células que mantienen a las clamidias
(116).
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Se ha reportado que las bacterias sufren mutaciones en |a biosintesis de sus
componentes como Saimonella minnesola que posee una estructura funcionat,
RelLPS que e3 provocada al mutar el LPS. Este ReLPS tienen reaccién cruzads
con ol AG de génaro de clamidias por lo que Lema y Everaere (1986),
desarrollaron un tipo de ELISA indirecta basandose en la estructura similar entre
ol Ag de género de clamidias y o KDO de la membrana externa de bacterias
Gram nehativas. Se obtuvieron resultados satisfactorios al comparase ELISA
utilizando ReLPS, ELISA sin utilizar este tipo de A, IF con C. psittaci e IF con C.
trachomatis.. ELISA utilizando el ReLPS para la identificcion de clamidias es un
método sensible y sencillo y puede ser smpleado principaimente para diagndstico
(68).

Pépin et al. (1985), desarrollaron una ELISA tipo indirecta que utilizé como Ag la
bacteria muerta para detectar Ac clamidiales en cabras y se comparé con la
técnica de FC. Se manejaron dos grupos de muestras, en el primer grupo ambas
técnicas obtuvieron resultados similares mientras que en el segundo grupo,
ELISA mostré mayor nimero de resultados positivos, lo que pudo deberse a su
alta sensibilidad o a fa pérdida de especificidad por utilizar como Ag a a bacteria
completa, provocando una reaccion cruzada con los Ac contra ofros
microorganismos. Aunque los autores mencionan que se debe a la alta
sensibilidad de ELISA, basandose en otros estudios realizados en forma similar
pero con el Ag purificado. Esto indica que ELISA posee mayor sensibilidad que la
técnica de FC. También se menciona que ELISA es la técnica apropiada para
detectar Ac contra Chlamydia en etapas tempranas de infecciones en cabras y
ovinos (23,88).

Fukushi y Hayashi (1985), por medio de ELISA de tipo indirecta detectaron Ac
contra CE de C.psiltaci en diferentes animales como: conejos, ratones, perros y
gatos, sin poderla utilizar para el diagndstico de otros animales como bovinos y
equinos dado que sus inmunoglobulinas (igG) no aglutinan a proteina A del
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conjugado, |a cual se utilizd para la deteccion de la bacteria en esta pruebs. Esta
técnice tenia la ventaja de manejsr un Ag (CE) tratado con una solucién de Triton
X-100 de) cual se desconoce su mecanismo de accién. Es importante que el Ag
especifico de género y de especie se encueniran intactos, lograndose resultados
tan satisfactorios como el utilizar la técnica de FC (41).

Sin embargo Pérez-Martinez y Schmeer (1986), mediante ELISA tipo directa
detectaron Chiamydia spp a partir de abortos en bovinos inducidos artificiaimente
con diferentes cepas abortivas de clamidia, la inoculacion fue realizada en
distintas etapas de gestacion. Esto se logrd utilizando Ac especificos de bovinos
conjugados con peroxidasa de rdbano diluido en 1:2,000 en sueros pareados
obtenidos en el momento del aborto y 3 semanas después. Los resultadas fusron
satisfactorios conjuntamente con la técnica de IF indirecta (91).

Escalante-Ochoa (1988) utilizé un Ag pariculado que consistia en una
suspension de CE que conservaban sus propiedades antigénicas y un Ag soluble
que contenia e! LPS termoestable especifico de género, aumentando
considerablemente la sensibilidad de ELISA tipo indirecta al utilizar el Ag soluble
en la deteccion de clamidias, esto se debe a que los Ac se fijan con mayor
facilidad al LPS libre que a la Chlamydia viva (34,116).

Wills y Millard (1986), utilizaron un prueba comercial IDEIA para detectar
a C. psittaci a partir de muestras de conjuntiva ocular de gato. Este tipo de ELISA
utiliza AcMo especificos de género que puede ser utilizado también para
C.trachomatis. Perc el aislamiento en CC resulté ser mas sensible para la
deteccién de clamidia @ partir de muestras de conjuntiva en gatos natural y
arificiaimente infectados. Con CC se consideraban resultados positivos al
presentarse menos de 50 a 80 células infectadas lo cual no fue posible detectar
con IDEIA. Asi mismo, demostraron que el CC tiene mayor sensibilidad que
IDEIA, cuando las concentraciones del microorganismo son escasas cuando la
muestra proviene de casos cranicos (139).
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Mientras, Weigler y Baldfock (1988), utilizaron IDEIA para la deteccion de
C.psittaci a partir de muesiras de conjuntiva y tracto urogenital de koalas y
compararon sus resultados con el aislamiento en CC. Qbteniendo una
sensibilidad de 11% y una especificidad de 90%, considerando que (08 resultados
se tomaban como negalivos sdlo cuando coincidian en ambas pruebas.
Laboratorio IMAGEN utiliza AcMo con fluorescancia directa, por 1o que estd
prusba se considera ia mis sensible para koalas (134).

Brown (1989) ha observado que ELISA tipo indirecta es util para la identificacion
exitosa de C.trachomatis pero no ha probado ser tan sensible y especifica para
C.psittaci a partir de muestras fecales de aves; tal vez ésto se deba a la presencia
' de anzimas endogénas que afectan la viabilidad de la bacteria (19).

Los productos ldcteos de origen ovino han comenzado a ser mas populares en
diferentes paises, por lo que se ha hecho importante el determinar la presencia de
clamidias en la leche. Asi, Thomas y Davison (1990), utlizaron ELISA para
detectar C. psittaci a partir de muestras de membranas fetales y leche de ovinos
con AEO mediante una prueba comercial, "IDEIA", detectando Ag clamidiales
desde 35 unidades formadoras de inclusidn/ml, io que indica la sensibilidad de la
prueba. Esta sensibilidad se confirmdé al dar 17 resultados positivos de 19
muestras de membranas fetales de ovinos con AEQ. Sin embargo a partir de
muestras de leche sélo detectd una como positiva con ELISA a partir de 26
muestras totales; y ninguna de elias fue positiva al aislamiento en CC. Esto indica
elevada sensibilidad de IDEIA, ELISA para la detecciéon de C. psittaci . Los
resultados positivos obtenidos con ELISA con los cuales no se logré el
aislamiento en CC de clamidia, son debidos a la baja especificidad de esta
prueba, a diferencia del la elevada especificidad que posee el aislamiento en CC,
o bien a la falta de viabilidad del microorganismo. Los resultadosobtenidos por
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Thomas y Davison (1990), muestran que clamidia no se excreta por leche ain en
snimales infectados con AEO (124).

Mediante una prueba comercial (KODAK) basada en ELISA de tipo directo con
AcMo para C. trachomatis, Sanderson y Anderson (1992) lograron la deteccion
del LPS de C. psittaci ovina, a partir de muestras de placenta y raspados
vaginales.

Esta técnica se compar6 con el aislamiento en CC, obteniendose para ELISA una
sensibilidad de 95.3% y una especificidad de 94%. Varias muestras flegaron a!
laboratorio con autolisis y lesiones microscépicas muy sugestuivas de una
infeccion clamidial, estas muestras fueron positivas con ELISA y negativas con el
aislamiento en CC, por medio de pruebas inmunohistoquimicas se detecté que los
resuitados obtenidos con ELISA no eran falsos positivos (111).

Haven y Mills (1992) probaron una prueba de ELISA de tipo comercial para
clamidia, que se anunciaba para personas con conjuntivitis clamidial ademas de
sensible y de facil uso. Se prob6 en aves, siguiendo las instrucciones del
provedor y de todas las muestras obtenidas ninguna fue positiva; sin embargo, al
realizar el aislamiento en céluias McCoy si hubo resultados positivos. Se enviaron
las muestras a diferentes laboratorios para confirmar e! diagndstico mediante
pruebas de IF, aislamiento, lesiones microscopicas y se obtuvieron ambos tipos
de resultados, positivos y negativos. Entre los diferentes factores que pudieron
alterar los resultados obtenidos se encuentra el tipo de hisopos utilizados ya que
hechos de madera, afectan la viabilidad de ias clamidias, asi como las
temperaturas de incubacion y los tiempos utilizados durante el procedimiento de
aislamiento (53).

Salinas y Caro (1993) al manejar Ag semipurificados de C. psittaci en ELISA tipo
directo y comparar los resultados con inmunoftuorescencia indirecta; observaron
que la densidad éptica para una misma diluciébn de un suero positivo sobre el
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control positivo y el conirol negativo no eran diferentes ain en (a dilucion sérica
mds alta. Se observd lambién Que la curva oblenida de ios sueros negativos era
semejante a lo esperado, descartdndose la idea de que los niveles de densidad
optica fueran por uniones inespecificas (108).

Para explicar ésto se establecieron 2 hipotesis:

1.- Una antigenicidad comun entre clamidias y partes celulares por lo que los Ac
contra CE reconocen también otros Ag celulares.

2.- Donde se encontraban los sueros posilivos también habis anticuerpos
especificos contra elementos celulares que no estaban presentes en el suero
negativo, ya que algunos animales enfermos en la fase aguda con la infeccién
clamidial pueden elaborar autoanticuerpos contra Ag intracelulares por la lisis
celular masiva debido al ciclo de clamidia (108).

Vanrompay (1994) compard cinco tipos de inmunoensayos disponibles
comercialmente, IDEIA, CELISA, IMAGEN, CEL-VET if y CLEARVIEW,
probandolos con C.psittaci de pavo a partir de muestras de conjuntiva ocular y
cloaca; utilizandose diferentes tipos de Ag segun la técnica empleada. (Ver
cuadro 10). Para verificar los resultados se ulilizé aislamiento en CC con células
BGM (132).

Cuadro 10. TIPOS DE Ag UTILIZADOS EN 8§ INMUNOENSAYOS
COMERCIALES PARA LA DETECCION DE Ch/amydia psittaci.

INMUNOENSAYO ANTIGENO
EN FROTIS
CEL-VET it EN FROTIS
IDETA LPS-ACMO CLAMIDIAL
CELISA LPS-ACMO CLAMIDIAL
CLEARVIEW LPS-ACMO MARCADO

Las técnicas IDEIA y CELISA, son ELISA tipo sandwich e indirecta
respectivamente, y son especificas para C.trachomatis. En estas pruebas los
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resultados positivos se observan en color azul, y la intensidad de éste es
proporcional a la cantidad de Ag presente en |a muestra.

La prusba de IMAGEN es para C. trachomatis mientras que CEL-VET if @s para
C.psittaci Ambas prusbas se basan en la técnica de inmunofiuorescencia directa.
Mientras que la técnica de CLEARVIEW, en inmunocromatografia y esta disefiada
para C. trachomatis, y utiliza AcMo contra el Ag especifico de género. Su
resultado se expresa por medio de una linea indicando la presencia del Ag de
clamidia.

Los resultados obtenidos de sensibilidad y especificidad de todas las pruebas
utilizados para ambos tipos de muestras se establecen en el cuadro 11. Siendo
IMAGEN la técnica mas sensible y especifica para la deteccién directa de
clamidia, al obtener 100% de resuitados correctos con muestras de conjuntiva de
pavo, y 100% de sensibilidad y 96% de especificidad con muestras de cloaca. Al
comparar estos resultados con el aislamiento en CC se obtuvo una elevada
correlacidn; en contraste con la prueba CEL-VET if que s6lo manifesté 11% de
especificidad con las muestras de conjuntiva y 12% con las muestras de cloaca
(132).

IMAGEN es una técnica rapida y por su disponibilidad se le puede utilizar para el
diagnostico de clamidiosis en pavos de engorda (132).

Cuadro 11.PORCENTAJE DE SENS!BILIDAD Y ESPECIFICIDAD OBTENIDO
EN 8 INMUNOENSAYOS COMERCIALES.

INMUNOENSAYO| MUESTRA OCULAR MUESTRA CLOACAL
SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD | SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD
IMAGEN 100% 100% 100% 2%
CEL-VET It 88% 11% 933% 12%
IDEIA sandwich 0% 92.8% 266% 100%
CELISA 0% - 0% -
CLEARVIEW 0% = 53.3% 88%

Todas las técnicas utilizaron hisopos de aluminio con algodon.
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En contraste, Wilsmore y Davidson (1991) utilizaron CLEARVIEW para el
diagndstico de C. psittaci en ovinos a partir de membranas fetales de animales
afectados con aborto y se obtuvieron buenos resultados. Las ventajas que poses
esta prusba son el poder detectar el Ag clamidial a partir de muestiras dafadas,
por io que |a prusba permite su utilizacion cuando la muestra tomoé mucho tiempo
on llegar a! laboratorio, ademés de la rapidez en la que se obtienen resultados y
No necesitar equipo sofisticado ni experiencia del personal (143).

Es importante considerar que al aumentar la sensibilidad de una prusba
serdlogica disminuye su especificidad. Es por elio que ante las necesidades
actuales del pais, los estudios diagndsticos y epidemiolégicos de Chlamydia,
resulta conveniente obtener un mayor grado de especificidad en una prueba
inmunoenzimatica a pesar de que e! nive! de sensibilidad disminuya (34).

3.1.3. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET).

La inmunoelectrotransferencia es una técnica que combina el alto poder de
resolucion de la electroforesis con geles de poliacrilamida y la alta sensibilidad de
ELISA para obtener una herramienta de trabajo con alto poder cualitativo para el
estudio de Ag-Ac y poder diferenciar entre una cepa y otra, al detectar diferentes
proteinas inmunogénicas (126,129).

Esta es una prueba de tres etapas, ia primera se basa en la electroforesis de una
mezcia de proteinas en gel para que cada componente se tenga en una banda
Unica. La segunda etapa es la transferencia de esta proteina, sin perder
resolucién. Poniendo el gel donde esta ia proteina en contacto con una membrana
de nitocelulosa en un medio con una solucion amortiguadora, en un soporte para
posteriormente pasar una corriente eléctrica para acelerar la transferencia. La
Ultima etapa la visualizacion de los Ag transferidos por medio de un marcador
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como enzimas O is6lopos. Siendo cada linea una AQ especifico que ha sido
reconocido por un Ac (126).

IET permite la evaluacion de inmunidad por macromoléculas clamidiales puras
como las proteinas de membrana utilizadas como inmunégenos. Se han realizado
muchos esfuerzos para la identificacion de proteinas de la membrana de
microorganismos; principaimente la membrana de los CE, que son la parte
medular de la patogénesis de Ia infeccion por clamidias y el punto de interaccion
con |a célula huésped (112).

IET detecta los Ag de género, especificos de especie y algunos determinantes
especificos de serovariedades no lograron detectar componentes no proteicos
como LPS por medio de esta prueba pero si con prusbas como FC (83).

Batteiger y Roger (1987) utilizaron esta prueba describiendo ia reaccion de IgA en
secreciones vaginales causadas por C. psittaci; estas inmunoglobulinas actian
contra PPME y LPS. Alcanzando a detectar IgA hasta el dia 13 postinfeccion
primaria mientras que IgG se monitored hasta el dia 813 postinfeccion primaria;
indicando que estos Acs se encuentran en el individuo hasta 2 afios después de la
infeccion inicial (14).

Los titulos de 190G e IgM pueden mostrar el grado de infeccion, como se ha
demostrado con C. trachomatis donde la persistencia de Acs puede relacionarse
con la severidad, el tiempo de infeccion y |a recurrencia de ta misma (33,88).

Griffiths et. al, (1992), analizaron genéticamente a C. psiltaci de rumiantes
mediante IET y encontraron 2 serotipos; el primero contiene cepas invasivas, y el
segundo las cepas no invasivas, donde ademas se observaron 7 genes diferentes
para PPME, lo que sugiere la posibilidad de subtipos de este segundo grupo (47).

Souriau y Le Rouzie (1993) mencionan que esta prueba puede ser empleada para
identificar el potencial antigénico, su cinética y especificidad antigénica de los Ac
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dados como respuesta a una infeccion genital con C. psittaci cepa conjuntivitis por
cuerpos de inclusion de cobayo (117).

Pérez-Martinez y Storz (1985) aislaron C. psiftaci de rumiantes clasificéndola en
serotipo 1 y 2, mediante IF. Y al utilizar IET a apartir de muestras pertenecientes al
serolipo 2 se enconliraron cepas no abortivas causantes de enfermedades como,
artritis, neumonia y conjuntivitis (Souriau ef. a/., 1993) (89,117).

Girjes y Ellis (1983), compararon diferentes métodos para detectar la presencia de
C. psittaci en koalas,a partir de muestras oculares y de tracto genital, obteniendo
excelentes resultados con inmunoelectrotransferencia al detectsr LPS. Esta
técnica posee una alta sensibilidad que varia de 52.1% a 73.1% dependiendo dei

tipo de procedimiento y de! tipo de muestras a analizar y su especificidad es de 84
a 100%. Ademis tiene |a ventaja de ser de procedimiento sencillo que se lleva a
cabo aproximadamente en 16 horas y econdmico (45,46).

3.1.4. INMUNOPEROXIDASA:

Esta prueba es similar a la técnica de IF s6io que el marcador empleado son
enzimas que se pueden obtener directamente de la peroxidasa de radbano por
medio del método de Wilson y Nakane (1978), y se utiliza sin purificacion, en una
ditucidn 1:10 (glicercl), conservandose a -20°C, otras enzimas de primera eleccion
son la fosfatasa alacalina y |a galactosidasa f§ (12,25,141).

La prueba de inmunoperoxidasa puede ser de tipo directa e indirecta:

La prueba de tipo directa es cuando al tejido se le ahade el Ac marcado con
enzimas para posteriormente afiadir el sustrato adecuado para la enzima y poder
observar la unién Ag-Ac. Y la técnica indirecta detecta la reaccién Ag-Ac mediante
el conjugado que contiene el anti-Ac de acuerdo al método de Chasey (1980). El
resultado se examina con microscopio de fuz convencional observandose el
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campo brilloso por la deteccion de CE, siendo raro ver regiones de citoplasma
teflidas., 8i 8 negativo ¢! monoestrato no hay tincion alguna y las células son
escasamente perceptibles.

Este método se compara con IF directa al utitizar células L-829 por su alta
especificidad al mostrar |a tipica morfolégia de las inclusiones clamidiales (25).

Chasey et a/, (19681) demostraron |a deteccion de C. psiftaci por medio de la
prusba de inmunoperoxidasa, teniendo la ventaja de no tener colorante en el
fondo de la observacion como en TAM (25).

La prueba de peroxidasa-antiperoxidasas (PAP) es un método de tres etapas
siendo el primero el cubrir el tejido con Ac de conejo (individuo donador) contra el
Ag tisular. E| segundo paso es afladir el Ag y posteriormente el anti-Ac de conejo,
siendo ¢! Ultimo paso el afadir el complejo entiperoxidasa de conejo unido a
peroxidasa, uniendose estos en los lugares libres de anti-Ac, pare detectar ia
reaccion Ag-Ac (126).

Con ésta técnica, Moore y Petrak (1985), y Moore y Marjorie (1991), compararon
diferentes método de diagnostico de clamidiosis en aves domeésticas partir de
tejidos fijados con formalina o parafina, obteniendo que la PAP es poco sensible
para clamidias ya que sdlo una muestra de 144 analizadas resulté ser positiva, asi
mismo los resuitados obtenidos con aglutinacién en Istex también manifestaron
una sensibilidad nula y pero la especificidad de PAP fue de 93% al compararse
con el aislamiento en CC.

Sin embargo esta técnica posee ventajas sobre las tinciones por ser de
interpretacion mas sencilla pero es necesario que el personal tenga experiencia
en el procesamiento de muestras por ser muy laborioso ademas de ser una
técnica costosa (74,75,76).



46

3.2. PRUEBAS SEROLOGICAS DE UNION SECUNDARIA
3.2.1. AGLUTINACION.

La aglutinacidon une quimicamente Ag solubles a particulas como eritrocitos,
bacterias o alguna particula inorganica (latex); asi los Ac especificos liegan a las
particulas cubiertas y forman agregados visibles o aglutinados. Las mejores
particulas transportadoras son los eritrocitos y a estas pruebas se les llama
hemoaglutinacion pasiva (126,135).

Las técnicas de aglutinacion sélo son semicuantitativas, siendo su ventajs su aita
. sensibilidad y capacidad para valorar los puntos finales visuaimente. De acuerdo a

Coombs existen 3 requisitos para la prueba de aglutinacion, mismos que son:

1. - Disponibilidad de una suspension estable de células o particulas.

2. - Presencia de uno o mas Ag de superficie.

3. - Bl conocimiento de poder detectar Ac incompletos los cuales no aglutinan
(10).

Existen 3 tipos de técnicas:

1) AGLUTINACION DIRECTA.- Util para detectar Ac especificos. Se realiza por
titulacién de antisueros en dilucion doble seriada en presencia de una cantidad
constante de Ag. El resultado se expresa en la dilucion mas elevada a la cual
se presenta aglutinacion.

2) AGLUTINACION INDIRECTA O PASWA.- Es la aglutinacion de Ag en
eritrocitos o soportes de latex o bentonita (solubles) que son acarreadores
pasivos, se acoplan espontdneamente y forman reactivos estables para la
deteccion de Ac especificos (123).
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3) INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION.- Este tipo de hemoaglutinacion
mantiene constante la cantidad de microorganismo titulado que se agregan a
cada tubo, mientras el suero problema se diluye en forma seriada. Se mezcla el
Ag vy el Ac para posteriormente agregar la suspension de eritrocitos lavados. E
titulo de Ia inhibicién de hemoagliutinacién del suero se obtiene muitiplicando la
més aita de las diluciones de! suero que inhibe 1a hemoaglutinacién, por el
numero de unidades hemoaglutinantes de microorganismo que participaron
(126).

Grimes (1985) analiz6 sueros de ave para identificar la estabitidad de los titulos de

Ac. Obtuvo resultados similares entre la prueba de aglutinacién en létex y la

prueba de fijacion de complemento directa. Siendo la mas sensible y especifica

para la deteccién de Ch/amydia ia prueba de aglutinacion en latex (48).

Thornley et al, (1985) desarrollaron una prueba de hemoaglutinacién pasiva
inversa (HP1) para detectar el Ag de clamidia acoplado con un AcMo contra Ag de
eritrocitos de ovino tratados con enzima. Al analizar la prueba de HPI con
muestras obtenidas de diferentes animales se mostro la capacidad de detectar a
C. psittaci en una dilucién 1.20 x 10% La prusba de HPI| es menos sensible que e!
aislamiento en CC para detectar el desarrolio de clamidia, pero a pesar de esto las
muestras clinicas obtenidas no dieron resultados contradictorios entre ambas
pruebas. La capacidad de HP! para detectar el Ag de microorganismos muertos
permiten su utilizacion para exdmenes veterinarios ya que frecuentemente las
muestras tardan en llegar al laboratorio, pudiendo ocasionar pérdida en fa
viabilidad de las clamidias (125).

Tomando en cuenta que las pruebas de aislamiento consumen un minimo de 2-4
dias a partir de muestras de rumiantes y en aves de 3 a 10 dias este examen es
recomendabie por su rapidez, principalmente cuando la historia clinica sugiere
clamidiosis. HPI puede utilizarse para corroborar los hallazgos clinicos y ayudar al
médico veterinario para iniciar un tratamiento. Otra ventaja es no necesitar equipo
caro y ser de facil lectura (24,131).



Las ventajas y desventajas de la técnica de aglutinacion en iétex se muestran en
ol cuadro 12 (49).

Cuadro 12. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA PRUEBA DE AGLUTINACION.

VENTAJAS DESVENTAJAS
€S SENCILLA Y RAPIDA, POR LO QUE/EL Ag NECESARIO NO ESTA
PUEDE SER UTILIZADA POR DIFERENTES] DISPONIBLE COMERCIALMENTE.

LABORATORIOS.

LOGRA DETECTAR IgM, POR SU ALT.
ESPECIFICIDAD.

NO ES LA TECNICA ADECUADA PA|
CIERTAS ESPECIES DE AVES COMO
DESPUES DEL TRATAMIENTO DEBEN LOS INSEPARABLES.

BAJAR LOS NIVELES DE Ac.

3.2.2. FIJACION DE COMPLEMENTO (FC).

La activacién de la via cldsica del complemento se debe a la combinacién del Ag y
Ac, por lo que se emplea para identificar la presencia de un Ac particular en un
suero. Esta reaccion no es visible por lo que es necesario la presencia de un
indicador el cual consiste en eritrocitos recubiertos con Ac antieritrocitos
(126,135).

La prueba de fijacién de complemento depende de un sistema de reaccion en dos
etapas. En la primera etapa, reacciona el Ac y el Ag con una cantidad constante y
conocida de complemento; en la segunda etapa se mide ta actividad hemolitica del
complemento expresandose un resultado positivo por la ausencia de lisis de los
eritrocitos, y el negativo se manifiesta con hemélisis (123,126,135).

Esta técnica primero se utilizo por Stamp et. al., (1952) para e! diagnodstico de
AEOQ. Por lo que fue la primera eleccidn en los laboratorios para e! diagndstico de
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clamidia y conjuntamente con otras pruebas se ha utilizado para Ia investigacion
sobre |8 infeccion clamidial (Fuensalida-Draper y Rodolskis, 1978; Pérez-
Martinez, 1985; Dawson ef al, 1986). Asi mismo, es una prueba utilizeda en Gran
Bretafia pars ol disgnéatico de AEQ a nivel de hato (30,35,40,90,122).

La FC se ha utilizado pars detectar Ac clamidiales especificos de Qrupo en suero,
por 10 que NO 38 pusde utilizar para diferenciar antigénicamente @ Chlamydis; mis
a0n es insensible en muesiras de moco provenientes de problemas de
queratoconjuntivitis, enteritis @ infecciones genitales las cuales provocsn una
respuesta inmune localizada (35).

Pero la técnica de FC tisne un sin numero de desventasjas, incluyendo |a falta de
sensibilidad y especificidad (Rodolakis, 1988). En investigaciones realizedas por
Pretisjohn (1988) utilizando FC frecuentements se encontrd el problema de bajo
grado de seroconversion en hatos cerrados sin evidencia de enfermedad o
vacunados (98,102).

Brodie et a/.(1983) sélo encontraron 65% de animales con AEO al utilizar FC,
observando que cuando |la enfermedad no es causada por C. psilteci sbortiva se
pueden detectar niveles bejos de Ac con FC, lo cual corrobora estudios anteriores
resalizados por Mendiowski of &/, en 1960; Storz y Thornley, en 1966 y
Stephenson et 8/, on 1974 (18).

Markey (1993) trabajé con 44 sueros negativos para C. psittaci ovina con FC a una
dilucion 1/8 y se probaron nuevamente con IF indirecta y ELISA utilizando Ag 1074
(cepa abortiva) y N.LE1 (cepa intestinal) obteniendo 33 sueros positivos con
fluorescencia a dilucion de 1/500 y 4 sueros positivos a dilucién 175,000, indicando
est0 ta falta de sensibilidad de FC. Al comparar la FC con IF indirecta y ELISA se
observd que ninguna tiene dificultad de identificacion de sueros fuertemente
positivos 0 negativos. Los protlemas se presentaron cuando el suero daba titulos
cefcanos @ positivos principaimente con FC, manifestandose 50% de diferencia en
los resultados entre ELISA y FC, al tener resultados diferentes en 35 sueros de 62
sueros probados (71).
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Al analizar los hallazgos obtenidos de esta comparacion, dicho investigador
observo 3 tipos de posibles resultados.

o NEGATIVA O FUERTE POSITIVA.- En ia comparacion de respuestas entre FC
y ELISA, ambas coinciden con excepcion de dos resuitados en los que con FC
dan positivos y con ELISA dan negalivos. Se tiene un coeficiente de correlacion
de 0.93 entre ambas prusbas.

o EN EL LIMITE DE SER POSITIVA.- Poco coinciden ambas prusbas,
sproximadamente 63.4%, teniendo un coeficiente de cofrelacion de 0.62.

o CON SUERO PRE Y POST VACUNAL: Con suero prevacunal se observd entre
FC y ELISA un coeficiente de correlacién es de 0.41. Con suero postvacunal
disminuye hasta 74%, siendo su coeficiente de correlacién de 0.31 (71).

Escalante-Ochoa (1991) en su estudio sobre la infeccion clamidial en México,
encontré que los ovinos muestreados probablemente estuvieron expuastos a
clamidia intestinal, ya que no hubo manifestaciones de aborto pero los resuitados
obtenidos mediante FC mostraron un titulo elevado de Ac contra clamidia entérica,
poniendo en evidencia la presencia de la infeccion con clamidia de tipo subclinico,
debido a la diseminacion de la bacteria por heces de los animales infectados. Es
probable que aproximadamente el 70% de los animales que diseminan el
microorganismo no muestren titulos elevados de Ac (35,68).

Olioy et al, (1994) realizaron un estudio epidemiolégico de las principales
enfermedades abortivas en bovinos del Congo, mediante la utilizacion de FC a fin
de evaluar enfermedades como clamidiosis y fiebre Q, también se utilizé FC mas
rosa de Bengala para evaluar brucelosis. Se determiné que ta variaciones en la
prevalencia de una y otra prueba van de acuerdo a la especie, edad y sexo. Pero
para el caso de clamidiosis las dos ultimas no resultaron significativas (85).

Grimes y Phalen (1993), por medio de la técnica de aglutinacion en latex lograron

detectar a Chlamydia, observando una alta sensibilidad para la deteccién de Ac de
aves psitacidas. Utilizaron cromatografia de columna para la separacion de las
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inmunogiobulinas en e suero de las aves. Observa que 'a IgM reacciond con
ia prueba de aglutinacion en iatex pero no fue asi a) comparar los resultados con
la prusba de FC, mientras la IgG reacciond en lmblr pruesbas. (Ver cuadro 13) La
reaccién de las inmunoglobulinas en las prusbas que contenian latex se debio a
su avidez y afinidad para las esferas de latex (50). |

|
Girjes y Eliis (1993) mencionan que los titulos de igG o IgM pueden mostrar el
grado de infeccion ya, que la persistoncia de Ac"l puede relacionarse con la
severidad, el tiempo de infeccién y la recurrencia de la misma. Es por ello
importante saber que técnica detecta que inmuno‘globulim para elegir la mas
adecuada, segun la etapa de fa enfermedad (Ver cuajdro 13) (45.51).

I

Cuadro 13. INMUNOGLOBULINA DETECTADA POR 2 PRUEBAS
SEROLOGICAS. 1
[ AGLUTINACION FC

IgM +
WG 3
FC= Técnica de fijacion de complemgnto.

Se recomienda a los clinicos tener cuidado al oblenér resultados positivos a partir
de aves aparentemente sanas, es por ello importante realizar una segunda prueba
8 los 6 meses si el ave se mantiene sana pero si méniﬁesla algun signo, se debe
hacer el examen inmediatamente (50).
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IV. PRUEBA INTRADERMICA (HIPERSENSIBILIDAD TiPO 4).

Esta prueba se basa en la deteccion de linfocitos T4 sensibilizados, obteniendo
respuesta si el individuo previamente ha tenido contacto con e! Ag. Dicha
respuesia se manifissta como inflamacién en el drea donde se realizé la prueba.
Tiene mayor utilidad con infecciones cronicas por Ia persistencia de Ac. Se debe
de considerar que los animales a probar no deben recibir antibiéticos,
corticosteroides o vacunas dentro de las 72 horas previas al examen, para evitar
inmunosupresion; notificar si esta gestante, ya que en este estado fisiolégico
existe una supresion de Ac, y verificar la edad por el retraso funcional de la
produccion de Ac que presentan los individuos a temprana edad (37).

" Se ha ulilizado una prueba de sensibilidad en la piel de ovinos con AEOQ,
concluyendo que la diferencia en la reaccién cutdnea entre los animales
infectados y los controles positivos es muy pequefia para tener valor diagnostico.
Sin embargo Rodolakis, Dufrenoy y Souriau (1977) al utilizar esta misma prueba
de hipersensibilidad en piel en cabras afectadas por clamidia obtuvieron
resultados satisfactorios. Los titulos de Ac bajan a niveles de preinfeccién durante
un periodo latente hasta manifestarse la infeccion con aborto (101).

Wilsmore y Abduljalil (1984), detectaron la presencia de ia cepa de aborto C.
psittaci A22 en corderos de 83-134 dias de edad y ovinos Dorset de 2 afos de
edad que se expusieron al Ag en forma natural y artificial, se realizé 1a prueba
intradérmica utilizando 0.1 mi en ambos parpados inferiores de 28 individuos. Se
midi6 el espesor de |a piel previamente y postinoculacién, realizandose lecturas a
ias 24, 48 y 72 horas; obteniéndose una mejor reaccion de piel a las 72 horas. La
prueba fue considerada como positiva al existir una inflamacion de mas de 2 mm
en os parpados. Asi 15 de los 28 ovinos presentaron reaccion positiva, ninguno
de los corderos tuvo titulos elevados de Ac durante el experimento, y sélo 4
habian presentado titulos elevados de Ac poco tiempo despues del nacimiento.
Esto se debe probablemente a las inmunoglobulinas adquiridas pasivamente a
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través del calostro. Los corderos que manifestaron una reaccion, apenas
‘sicanzaron los 2 mm de grosor, probablemente debido a la inmadurez de su
mecanismo de inmunidad celular .

Tres ovinos a los que se les realizd esta prusba tuvieron resultados negativos y
posteriorments desarroliaron AEQ. Esto puede deberse a Ia facilidad de clamidia
por replicarse, por la escasa respussta inmune de estos animales principaimente
durante la gestacion (142).
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V.. HIBRIDACION CON SONDA DE ADN.

Es o) aparemiento de dos cadenas complementarias do ADN. Este apareamiento
es entre los nuciedtidos A-T, (posee 2 puentes de unién) y G-C, (posee tres
puentes de union). Ei ADN (de ia muestra) se calienta a 80°C o se somete &
soluciones alcalinas para que los puentes de hidrégeno que unen a las cadenas
se destruyan, abriendo la cadena; esto sucede principalemte en la unién A-T por
ser més frégil. Se le afade la sonda genética que es un fragmento de ADN
marcado con is6topos radiactivos, biotina o avidina, el cual es complementario del
ADN del microorganismo que deseamos identificar® .

Hewinson y Griffiths (1991), emplearon PCR y técnicas de hibridacién con el
producto de PCR para diferenciar C. psiftaci cepas no invasivas (intestinales) de
cepas invasivas o patdégenas (abortivas y queratoconjuntivitis) a aprtir de
muestras de ovinos y bovinos, utilizando un iniciador que reconoce el gene de la
PPME. Se amplificé el segmento de ADN, se tifleron los resultados y se
observaron con luz ultravioleta. Posteriormente se transfirieron estos segmentos a
filtros de nylon para proceder a la hibridacion y conocer la secuencia del ADN de
una cepa aviar. Obteniendo como resultado que la cepa patogénica hibridiz6 con
la cepa aviar, por la homologia que existe entre ambas, aunque estos resultados
fueron refutados por Herring (1991), advitiendo que las muestras trabajadas
posiblemente se encontraban contaminadas logrando asi estos resultados
(54,55,57).

? Comunicacion verbal MVZ, Sahagin,
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VI. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

El ADN es una cadena compuesta de 4 tipos de nucledtidos: adenina, timina,
guanina y citosina cuya secuencia determina la informacion genética.

Saiki (1985) publicd el desarrollo de la técnica de reaccién en cadens de |a
polimerasa (PCR) que permite sintetizar un numero ilimitado de copias de
cualquier gene. Asi a partir de una sola molécula de ADN el PCR genera 100,000
miliones de moléculas idénticas en unas cuantas horas (106).

PCR es la amplificacion de un segmento de ADN (del microorganismo de ia
muestra) el cual esta limitado en sus extremos por dos iniciadores (primers). Esta
técnica demuestra la presencia o ausencia de una secuencia genética (145).

La reaccién incluye : el ADN blanco (muestra), ia enzima Tag polimerasa que es
la que permite la sintesis de ADN, dinucledtidos y los iniciadores, que son
secuencias de ADN de 15 a 20 nucledtidos que son complementarios a los
extremos del ADN que se desea amplificar. Un protocolo general incluye 32 ciclos
de tres pasos, primero se eleva la temperatura a 90 a 94°C para abrir las cadenas
de ADN, posteriormente se disminuye !a temperatura hasta 60°C para permitir la
hibridacién de los iniciadores con el ADN blanco y el ultimo paso es elevar la
temperatura @ 72°C para permitir la sintesis del ADN por la presencia de |8
enzima Tagq polimerasa.

Al final de cada ciclo el nimero de cadenas se duplica obteniendose un
crecimiento logaritmico del segmento amplificado® El producto de PCR es
analizado por electroforesis en gel de agarosa, por hibridacion por una sonda de
ADN especifica (56,95).

Se ha desarroitado PCR para detectar a clamidia, siendo un método que se puede
realizar en un dia de trabajo y permite distinguir entre cepas ovinas intestinales y
abortivas de C. psittaci provenientes de ovinos y ganado bovino (106).

' C icacion verbal MVZ. Sah




Hewinson et al., en (1991) e imai (1983) han cbservado que a! trabajar con
muesirss contaminadas con sbio el 5% de heces disminuye la sensibilidad de
PCR, pero esto se solucions, centrifugando |a muestra a 10,000 rpm durante 5
minutos para aumentar hasta 100 veces la sensibilided (56,60).

Al utilizar esta técnica se logra obtener el resultado en un dia de trabsjo (en
promedio de 4-5 horas.), y aun con clamidia no visble se obtienen resultados
Ppositivos por su reaccion especifica y de aits sensibilidad (58).

PCR es comparsble con |a rapidez de ELISA y ia sensibilidad del aisiamiento en
CC, siendo asi mismo 200 veces mds sensible que Ia tincién de Giemsa e IF
indirecta (60). Sin embargo por su alta sensibilidad se requiere de mucho cuidado
ol manejar ias muestras para evitar ia contaminacion con otros microorganismos,
y obtener resuitados falsos positivos. Para evitar esto es necesario utilizar
durante el procedimiento un control negativo sin ADN y prepars las soluciones
para PCR en un cuarto por separado con material nuevo, usar t0do 10 necessario
para evitar contaminacion por contacto con piel del trabajador y radiar la
preparacion con rayos ultravioleta previamente al procedimiento. (145)
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