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RESUMEN 

CORTES DORANTES, ANA BERTHA: Av811Cel realiudoa de 1983 a 1993 en el 

diegnóatico de Chllmyda psittaci: eatudio rec:apitulativo (bajo I• dirección de flNZ. 

Criatlna EIQ!ante Ochoa). 

Se utilizó infonnación proveniente del Banco de Información VeteriMrie (BIVE) y del 

programa FOCUS ON del lnatitute for Scientifk: lnformation, utilinndo diferente• 

diacoa de información referente • lo• mtlodo• de diagnóatico par• C. pliltaci. 

Analiúndoae mttodoa tale• como tincionn de frotia, el •i•l8111iento de 11 bKteri• en 

cultivo celular y rn6todoa aerol6gico1 como ELISA, inmunoelectrotran1ferencia, 

inmunofluoreacencia, inmunoperoxid11•. aglutinación en 1•tex, fijación de 

complemento t8111bi6n lbarca una prueba intradérmica, 8dem•s técnicas IOfiaticadu 

como hibridación con IOfld• genética con AON y la reacción en cadena de le 

polimerau. ObHf'Vjndo que la aensibilidad y especificidad de laa técnicas 

diaponiblea par• Chlamydia, depende del tipo de anticuerpo empleado y del antlgeno 

elegido para au identificación. la elección de la técnica dependerá de la 

disponibilidad del material para llevarse al cabo el diagnóstico veterinario. 



AVANCl!8 REALIZADOS DE 1111A1111 llN EL DIAGNOITICO 
DE 0,,,.,,,,,,.. ,,.,,,_,: 

ESTUDIO RECAPITULATIVO. 

l. INTRODUCCION: 

Le cl1111idloli1 .. un l6mlino que 8blll'C8 • un 1in número de menifllt8clone• 

cllnicea y IUbcllnicu produc:ide1 por el petógeno Chlamydia spp. 

En 11193 en P•I• • deleet6 por primer• vez une infección trenamitldli de un 

pepepyo 81 hombre, ca¡úndole 1lntomH de Nlfriado. L• enfermedlld H 

denominó plit8coli1 que proviene del 1911n paittacus que 1lgnifie11 ~o (39). 

lledeol1 y WHtem (1930) •i1lerón • Chlamydia paittacl 1 pertir de muallr•• de 

..,. y po1teriormente Sll'flPIO" de muHtru de hombre (15). 

En EICOCi• en 1950, Stemp et al. •i•l•on por primera vez 11te bacterie 1 pertir de 

eborto ovino. Su imporl.nci• como C11U11nte de enfermedad .. incrementó al 

menifellarH la infecci6n en per1011111 que tuvieron contacto con enimales 

enfermos (121). H11ta 1968 Chlamydia 11 consideraba un viru1 y fue Mouldar 

quien obHN6 que ere una bacterie (Ver cuadro 1) (37, 78). 

CINldnl 1. CARACTERISTICAI DIFERENCIALES DE CHLAlllYDIA. 

CMACTIRllTICAI CLAMIDIAS VIRUS BACTERIAS 

DIAME.TRO MENOR :IOOnm. - + -
CRECIMIENTO EN MEDIO INERTE. - - + 
FISION llNARIA. + - + 
ADNYARN. + - + 
RllOSOMAS. + - + 
SUSCEPTIBILIDAD A ANTlllOTICOS. + - + 
SENSlllLIDAD A GAMMA INTERFERON + + -
MEMllRANA EXTERNA SIMILAR A + - + 
BACTERIAS GRAM NEGATIVAS. 
ENZIMAS METABOLICAMENTE ACTIVAS. + - + 
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Polteriomlenle .. In conlidlro dentro del grupo de Rlc:keltli9 pero el 

e11C111lll•• que• dfer9nci• con .. toa org111iamoa, 11 clemidi1 Cll9Cl9 de liltlml 

de trenaporte de 1!edr0ne1, citocromo1 y no 1intetizen ATP ni GTP • In 

cl11ific6 en un orden independiente de microorganismos bacterilllOs (133). 

1.1. CARACTERllTICAS GENERALl!I DEL GENERO Chlamyd/a. 

Moulder et e/. (1974) llama-an a Chlamydia per61ito de energla, ya que no tiene 

hlbilidld di lintllizs oompuetlOI de alta -rgl• como el ATP y GTP por lo que 

utilizen el de I• c61ul• huésped para obtener su energla (79). 

L11 clemidia son microorganiamos procariillicos, esféricos de 0.2 11111 de 

di6melro, lnm6vill1, intraceluler11 obligado• que no tienen hebilidad para 

replicara en c6lul11 tretedal con linfocinas (32,92). Se pueden clHificer como 

blcteriu Grem negetiv11 pero dif19ren de 11t1 grupo bacterieno en su 1ingular 

lllOlfologla, au ciclo di dllllt'fOllo y 1us grupo1 de antlgenos ( 133). 

E1t1 egent1 patógeno pert- al orden: Chlamydilles, famili1: Chl1mydiaceae 

con varias especies: C. trachomatis, C. pneumoniae, ambla como patógenos 

principales del hombre, y C.psittaci que afecta una gran gama de animales e 

incluso 11 hombre; siendo propuesta recientemente una cuarta especie, C. 

peoorum (Fukulhi et al, 1992) (42). Esta clasificación taxonómica, sin embargo, 

no es totalmente sali1factoria ya que no 18 consideran los reportes de clamidia 

como agente infeccioso en animales invertebrados (13). 

C. peoorum 18 aislo por primer• vez en 1953 a partir de cerebro de becerro que 

había presentado encefalomielitis esporidice bovina. Posteriormente, 18 aisló a 

partir de animales con neumonla, encefalomielitis y poliartritis, y de heces de 

animales sanos (42). Entre los parámetro• considerados por Fukushi et al., para 

diferenciarla de C. psittaci se encuentra la mOlfología de las inclusiones. (Ver 

cuno2). 



Por lnmunoelec:trotrentferencia de 11 proteine de 11 membrane 1xterrw 11 

ll1COlllWOn 3 -•ildedl• de C. peoorum (13,42,81 ). 

CUlllra J, DIFERENCIAi ENTRE C. pala.el, C. pecorum Y C. lnlcltomaUa. 

CMACTEIUITICA c. psttgcl c. perocum C. frachom•fl• 

MOIV'OLOGIA DE VARIAIM.E, OVAL, OVAL, 
INCLUSION DENSA. DENSA. DIFUSA. 
CONTENIDO DE 
GLUCOGENO. NO. NO. SI 
SUSCEPTIBILIDAD A 
8UU'ONAMIDAS. NO SI SI 
HOlflEDADORES AVES, IOVINOS, HUMANO, 
NATURALES. MAMIFEROS. OVINOS. RATON. 
TINCION DE INCLUSION 
CON YODO. NO NO. SI 
Mol'll>G+C. •t.3 38.3 4'-45 

En C. psittaci 11 han encontrldo 8 biotipoa bllilndose en la mO/fologla de las 

inclusiones intrlCitoplaaml\liCll y su comportamiento en cultivos celular11 (92). 

P6rez-Martfnez y Storz (1985) estudiaron 25 1islamientos por 

microinmunofluorescencia y encontraron 9 inmunotipos que 11 relacionan con los 

biotipos encontrldos por Spears y Storz (1979) al analizar 29 aislamientos de C. 

psittaci de diferentes hospedadores como borrego, ganado bovino, ratón, conejo, 

cobayo, cerdo, gato y papagayo de diferentes enfermedades tales como: aborto, 

conjuntivitis, poliartritis, enteritis, vesiculitis seminal, encefalomielitis esporádica, 

diarrea y de animales aparentemente sanos (37,92). 

Las clamidiaa libres en el medio resisten la acción proteolltica 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 orgl\nicos, fonnaldehido, fenal y al calor .. Las clamidias 

son susceptibles además a algunos antibióticos como las tetraciclinas, 

cloranfenicol, eritromicina y penicilina, aunque por ser de tipo intracelular su 

estancia en el individuo es persistente (92). 
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U. CICLO DE DESARROLLO. 

P•a llev• al cabo su multiplicación intracelular la clamidia realiza un ciclo de 

desarrollo muy particular. La partícula infecciosa es el cuerpo elemental (CE) que 

•• circul• y mide 0.3 µm de diámetro, conteniendo un nucleoide electrodenso 

donde 1e encuentra la mayor parte de AON. Los CE nunca se dividen siendo su 

única función infectar células. Los cuerpos reticulares (CR) que es la forma de 

replicación, son circulares y miden 0.5-1 µm, el ADN distribuido en todo el 

citoplasma (11 ). 

El ciclo inicia cuando el microorganismo penetra a la célula, por medio de 

endocitosi• inducida por el CE, siendo innecesaria la presencia de ATP, al no 

depender esta actividad del microorganismo. Varios estudios sugieren la 

presencia de receptores especificas para las diferentes cepas de Chlamydia .. Al 

penetrar el CE a la célula huésped queda contenido en una vacuola, logrando 

inhibir la fusión fagolisosomal por medio de un mecanismo desconocido; siendo 

para esto necesario que los antígenos de superficie de clamidia estén intactos 

(13,39,92). 

El CE se reorganiza en unas horas en una partícula más grande llamada CR. Eí 

CR dentro de la vacuola unida a la membrana aumentando de tamar'lo y se divide 

por fisión binaria. Después de varios ciclos de fisión los CR se reorganizan en CE 

y la progenie infecciosa se libera por medio de la lisis celular (13,39,92, 133). (Ver 

fig. 1). 

El ciclo de desarrollo requiere en promedio de 20-48 horas dependiendo de la 

cepa infectante. 



FIG. 1. CICLO DE DESARROLLO DE CLAMIDIA. 

Q NJCLEOCfLULM 
0 CUEAflOanENTAL 
• CUEfllPO M:ncULAA 

1.3. ANTIGENOS CLAMIDIALES. 

Todos los miembros del género Chlamydia poseen varios tipos de antlgenos, 

clasificándose en antigenos de grupo, antígenos especificas de especie y 

anllgenos específicos de serovariedad. La función biológica de los antrgenos en 

los estadios iniciales de infección de clamidia son: aproximación a la célula 

huésped, adherencia, endocitosis inducida, obtención de nutrientes celulares, 

inhibición de la fusión fagolisosomal y toxicidad (13,92). Allan y Pearce (1983) 

sugirieron que la disminución de triptofano actúa como un mecanismo de defensa 

por parte de la célula huésped infectada con clamidia, ademas de la intervención 

de gamma interferón (3). 

Las clamidias comparten un Ag especifico de género que es termoestable y cuya 

naturaleza química es de glicolipido con constituyentes típicos de LPS como, 

~ido 2ceto-3desoxioct6nico (KDO), O-<;¡lucosam1da, ácidos grasos hidroxllicos de 
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*ena larga y foafato. El Ag de clamidia esta compuesto por un LPS que po
una p811e del llpido A que es aimilar al de entorobacteria1 y 3 residuot de KDO. 

No se sabe la función biológica dal LPS clamidial, aunque por au naturaleza tlll 

vez sea el que permite la eKistencia intracelular de la baeteria al inhibir la fusi6n 

fagolisosomal. Eate antígeno eat• presente en toda laa fases del ciclo evolutivo 

(92). 

Schachter y Caldwell (1980) describieron un antlgeno termolábil especifico del 

género Chlamydia, pero aún no ha sido bien caracterizado. Los anticuerpos para 

este grupo de antigenos se Clelectan por medio de fijación de complemento e 

inmunofluorescencia ( 112). 

Los antígenos que confieren especificidad de especie y de serovariedad son 

principalmente epitopes de una proteína principal de la membrana e>dema 

(PPME) que en el caso de C. psittaci pol88 un peso molecular de 

aproximadamente 40.5 kDa (9,31,35, 114). Los antlgenos específicos sólo son 

compartidos por un pequeño grupo de clamidias, pero una clamidia puede 

contener varios antígenos especificas (39,61). La función biológica de los 

antígenos especificas de serovariedad es aún desconocida, pero parecen 

representar factores de virulencia que operan en las fases iniciales del proceso 

infeccioso; modulando la adherencia, endocitosis inducida, inhibición de la fusión 

fago\isosomal, toxicidad y la respuesta inmune del huésped (92). 

Por medio de un análisis estructural se mostró que la PPME de C.psittaci y 

C. trachomatis son antigénicamente distintas y mediante análisis con anticuerpos 

monoclonales y sueros policlonales inducidos con moléculas de PPME 

desnaluralizadas con duodecil sulfato de sodio, se identificaron epltopes 

específicos de especie, de subespecie y de serovariedad, lo que demostró que la 

PPME de Chlamydia es un antígeno de estructura compleja (11,92). 

Wills y Walson ( 1990) observaron por medio del análisis de electroforesis con gel 

de agarosa al 1 % , tellido con bromuro de etidio, a un plásmido c\amidial diferente 

al resto de plásmidos observados, siendo la presencia de éste, útil para marcar la 
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diferenci• texonómice de c. psitt.ci que efecta • equino•. tembi6n .. encontró un 

p16tmido e pertlr de Clllamydia cepe avl•, cuyo peto ••de 7. 9kb; eunque •ún no 

se 11ben IH funciones que detempellan los plásmidos, se h• obHNedo tu 

preMnCi• dur•nte l• Infección celul•r (133, 140). 

U. METABOLISMO DE Ch/amyd/a. 

Clamidia es un microorganismo consider•do como parásito dependiente de 

energia, por lo que realizar estudios sobre su metabolismo es sumamente difícil, 

debido al laborioso procedimiento de aislamiento y desarrollo en medio• 

biológicos (137). 

El CR tiene la capecidad de sintétizar su propio AON, ARN y proteín15 (133). 

Weiss el al., (1970) observaron la conversión de glucosa en C02 y piruvato a 

partir de suspensiones de C. psittaci (cepa de meningoencefalilis) y de C. 

trachomatis (cepa TE55 LGV), posteriormente se demostró que esto realmente 

sucedia apartir de glucosa-6-fosfato y no de glucosa como tal (136). 

Sólo algunas de las enzimas que intervienen en los ciclos bioquimicos pertenecen 

a la célula huésped. Moulder el al., encontraron las enzimas de C. psillacl que 

actuaban en el ciclo de pentosa-fosfato, siendo éstas; glucosa-6-fosfato 

dehidrogenasa, 6-fosfogluconato dehidrogenasa y fosfoglucosa isomera1a (4, 79). 

Las clamidias poseen la capacidad de llevar a cabo parte de los ciclos de 

bioslntesis como el del ácido citrico, pentosa fosfato y glicolítico por poseer 

algunas enzimas pero aún asi no logra la producción de ATP (4,92) (Ver cuadro 

3). Debe existir un sistema específico de transporte para el paso de moléculas 

como el ATP, pero este acceso es aún desconocido (5). 
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CuHIO 3. PARAMETRO METABOLICO DE Clll•mydl•. 
(Mecllniamos bioqulmicoa caractéristicos de Chlamydia) 

NO 

NO 
SI 
81 
SI 
NO 
NO 

SI 
SI 

A fa fecha no se conocen los ciclos ni la naturaleza de tos precursores que 

ocupan las clamidias para fa sintesis de lipidos. Sin embargo algunos 

eJCperimentos sei'lalan la presencia de precursores simples como pln.ivato, 

glutamato, aspartato e isoleucina para la biosintésis de iípidos (4,5). 

Fan y Jenkin, (1975) demostraron que el glucógeno de las inclusiones de 

C.trachomatis se obtiene por medio de enzimas especificas como glucógeno 

slntetasa que utiliza AOP-glucosa como sustrato (36). 

Varios investigadores han observado los efectos de aminoácidos en cultivos 

clamidiales, determinando que existen necesidades especificas de aminoácidos 

en relación con ciertas cepas clamidiales (4). 

El omitir por completo aminoácidos como, leucina, fenilalanina y valina inhibe la 

multiplicación del microorganismo (5); asi como el privar de cisteína a C. 

trachomatis serotipo E le causa severo retardo en la reorganización de CR a CE, 

lo cual tiene relación con la constitución de la membrana externa de los CE que 

es rica en cisteina e impermeable a sotutos hidrofilicos (4, 137) .. 

La habilidad de ctamidia para crecer desprovista de aminoácidos esenciales 

sugiere la capacidad de síntesis para ciertos aminoácidos. Treuhaft y Moulder 

(1968), demostraron esta capacidad para sintetizar lisina y arginina (128). 
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i..1 cl1midi11 Incluyendo las cepa1 de C. trachomatis y C. psittacl cepa 6bc son 

IUICejllibln a aulfonamid11 lo que indica la capacidad da 1lnta1l1 da llcldo fólico 

(39). 

1.1. ESPECIES SUSCEPTIBLES 

Algunas de las enfermedades comunes en los animales producidas por clamidia 

son p1itaco1ls, Dmitosi1, conjuntivitis, encefalomielitis, artritis, enteritis, y aborto, 

pero la Infección con frecuencia es 1ubcllnica (61 ). 

La mayorla de las cepas de C. pSittaci que excretan las aves y algunas de las 

cepas que excretan los mamíferos pueden causar enfermedad en humanos 

princlJlllmente en veterinarios, trabajador11 de campo, duel\os de explotaciones o 

procesadores de alimentos, y en ocasiones suele ser asintomática (58,61 ). 

Se ha reportado que la frecuencia de individuos en grupo seropo1itivos pero 

asintomáticos puede llegar de 20 a 80% en borregos, 25% en bovinos, 80% en 

pichones, O al 80% en gorriones y de 50 a 75% en pavos (39). 

Los pacientes con psitacosis tienen títulos de anticuerpos elevados, mismos que 

persisten por meses, e incluso por años en los portadores (39). 

Algunas de las enfermedades provocadas en los animales por clamidia, se 

mencionan en el cuadro 4(27,39,133,140). 
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Cu8Cko 4. ENFERMEDADES EN ANIMALES CAUSADAS POR Cllt•myd/a 

fMlttllel 

INFERMEDAD 

PSITACOSIS. 
ORNITOSIS. 
QUERATOCONJUNTIVITIS. 

1.t. METODOS DE DIAGNOSTICO. 

HUEIPED 

AVES PSITACIOAS HUMANO. 
AVES NO PSITACIDAS. 

OVINOS, COllAYOS, GATOS, 
KOALAS HAMSTER. 

BOVINOS OVINOS PORCINOS EQUINOS. 
BOVINOS CANIDEOS. 

GATOS. 
KOALAS, CAPRINOS, OVINOS, 

BOVINOS, PORCINOS. 

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

BOVINOS, OVINOS, PORCINOS, 
EQUINOS,CANIDEOS, 

AVES. 
BOVINOS PORCINOS, CONEJOS RATONES. 

RANAS. 

Los métodos actualmente disponibles para el diagnóstico de clamidiosis incluyen: 

linciones, aislamiento en medios biológicos, pruebas serológicas como 

inmunofluorescencia (IF), microinmunofluorescencia, aglutinación en látex, 

inmunoelectrotransferencia (IET), fijación de complemento (FC), ensayos 

inmunoenzimálicos como ELISA y técnicas más reciente y sofisticadas como 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (26). 

La reacción de las clamidias con la linción de Gram modificación de Reed, es 

variable por lo tanto es poco útil para su identificación (93). 

Una manera de detectar la presencia de C. psittaci extracelularmente o en el 

citoplasma de las células es mediante un frotis de exudados frescos o 

impresiones de órganos y con ayuda del microscopio y de tinciones específicas. 
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P•r• obHrver le forme extreceluler 18 utiliza la tinclón de Gim6nez, otre tinci6n H 

le de Mecchievello donde 18 tillen de rojo 101 CE en contrut• con el ezul que 

edqultre el citoplHlllll de la c61ula hu6aped (27,39). 

Pere obHNer la faH 1n1..-1ular de 111 elamidl11 une de la1 tinclonel utilizada 

H I• de Giemu, obHNllndoH les inclu1ione1 lntracitoplel/Mticn púrpura y loa 

cuerpea retieulern de color ezul (27). 

Pare •I ai1lamlento 1610 H neceNri• une pequella porción de tejido, colectado 

aMplieemente. El microorgeniamo .. puede •ill•r a partir de mue1tru como: 

rupedo eonjuntlval, liquido linovlel, reapedo traquee!, aengre heplrinizea 

complete (obtenida en Htado febril), mue1trH de hece1, mue1tre1 de tejido• 

como pleeente, pulmón, hlgedo y bazo (13,61). 

En ocHione1, el eolec:ter e1taa muestras es ee1i impo1ible evitar agente• 

eont1minante1 por lo que se recomienda utilizar solución saline folflllada 

emortiguedora de pH 7.2, o medio de transpone 1uerou-fo1fato-glutamina (SPG) 

eon pH 7.4 adicionado con suero fetal bovino (SFB) y antibióticos (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 origen humano y animal, que permiten el 

crecimiento in vitro de clamidia. Entre las lineas adecuadas estén 111 células 

McCoy (fibroblastos de ratón). células Hela (Hala 229 de cérvix humano), las 

células L (fibroblastos de ratón clonas 929 y Sb) y GBM (Green Buffalo Monkey). 

A finales de 1950 se logró establecer un cultivo de célulaa Hala permanentemente 

infeelado transfieriendose el microorganismo durante la multiplicación celular 

(69). 

Para facilitar la infección de las células, varios autores recomiendan la 

centrifugación del CC inoculado. Otros métodos que facilitan la infección celular 
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n el U10 de dietilamino etil dextrano (DEAE-0), eal como clclohexemide 'I 

elgunol inhibidorel metlbóliCOI (92). 

P•• el diagn61tico urol6gico H requiere de la demoltración de un aumento en 

el titulo de anticuerpo• de por lo meno• al cuadrupla al .,.uzar "*°' pareado• 

coleáadoa con una diferencia da 7-10 di•• (92). 

El antlgeno de g6nero, LPS, H utiliza ampliamente para la datacción de 

anticuerpos anticlamidiale• en el 1uero de 101 animalH infectado• (92). Loa 

anticuerpos monoclonales contra LPS de c11midia revelaron al menos trae 

campos entig6nico1, do• da ellos 11 compaltan con lo• LPS de algunos 

microorgani111101 Gram negalivoa de vida libre 'I al otro ea eapeclfico de clamidia 

(27). L• prueba de fijación de complemento (FC) puede ample11r11 con 1uero1 da 

m1mlfero1 que han tenido la infección. Para avH se prefiere utiliZlr la pruabl 

· indirecta de FC ya que los aueros 1vi1res cuando reaccionan con 1nt1119no de 

clamidia no 11 fijan normalmente con el complemento de cuya. La prueba FC 

directa puede HI' utilizada con el suero de aves si se allade auero normal de 

gallo Pira ayudar a lijar el complemento (27,92). 

Tinto en mamlfero1 como en las aves 101 anticuerpos tardan en desarrollarse de 

7 a 10 dlas y el u10 de ATB puede retardar su aparición hasta 20 ó 40 dlaa o 

lncluao auprimir1a (39). 

Los inmunoensayos enzimáticos son de alta sensibilidad y son métodos precisos 

teniendo la ventaja de poder manejar gran número de muestras enalizéndolas en 

menos de 24 horaa. Esta prueba es la de ELISA, pudiendo ser directa, indirecta, 

tipo sandwich y competitiva (28,34). 

Para un mejor diagnóstico se pueden demostrar las inclusiones 

intracitoplasmáticas, utilizando un conjugado fluorescente homólogo de 

anticuerpo• monoclonales o por anticuerpos policlonales de género eapecifico 

(inmunofluoreacencia) (27). 



11.· METODOI BACTERIOLOGICOI: 
a. METODOI DE TINCION. 

L• ObHMlclón con diferentH t6cnicas de tinclón de inclu1ionea 

intrecitoplHm6ticai1 cairecterlsticas en células infect8dH por C. psiltllCi permite el 

diegnó1tico del microorganismo. 

P•r• la observ.ción de las clamidias en las diferentes etapas del ciclo de 

deaarrollo se utilizan tincionea diversas, como IOll: Gim6nez, Giem .. , Ziehl

NMIHn modificada, uul de metiteno, yodo, naranJ• de acridina, M8cchiavello. 

La1 partlcul•• del microorganismo adquieren diferente color según •I colorante 

utilizedo (8,27,93, 113). (Ver cuadro 5.). 

Cuadro l. DIFERENTES TINCIONES PARA INCLUSIONES CLAMIDIALES. 

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

Nayak el al., (1982) tomaron muestras de pulmón de carnero y tillaron los frotis 

con Unción de Giemsa (TG), observándose sincitios con CE tellidos de rojo o 

rosado pero sólo en algunas muestras mientras otros autoras opinan que tos CE 

le observan sólo ocasionalmente en cortes de pulmón (82). 

Nicolas y Lamachére (1984) mediante el uso de técnicas de tinción sobre frotis de 

placentas provenientes de pequellos 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 111., (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 tel\irlos con Giménez, observándose 

inclusiones rojas (65, 115). 
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Arizmendi y Grimes (1992), lograron identificar a Chlamydia psittaci cepa de 

artritis de ovino a partir de una toracocentesi1 realizada en un perro. El liquido H 

tilló con tinción de Wright modificada y 18 obl8rvó 111 inclusione1 

intracitoplaamilticas en macrofago1, posteriormente 18 cultivo le mueatra en 

cultivo celular y embrión de pollo, para confirmar el diagn61tico con la tinción de 

GirllWz y con fijación de complemento encontrando una elevación de 101 niveles 

de anticuerpos de 4 haata 256 al noveno dia (99). 

También aon útiles los métodos citológicos directos. En estos exiflmenes 18 busca 

la preaencie de c61ulas con inclusione1 y elementos no celularea. Una de las 

enfermedede1 frecuentes ea la conjuntivitis cuyo diagnóstico 18 realiza tomando 

un raspado conjuntiva!, recomendándose tomar 4 a 5 raspados por paciente para 

poateriormente tellirlo1 con TG, 1iendo eate un exámen rápido y simple (62). 

J6gou y Liotet (1991) mencionan que al trabajar con infecciones en pequellas 

especies causadas por clamidias, al observar las c61ulas infectadas en los frotis 

directo• el número de inclusiones es menor a 10, por lo que 18 debe revisar 

cuidadosamente (62). 

Hoover (1978) observó que las inclusiones clamidiales formadas a partir de 

muestras conjuntivales de perros y gatos pueden observarse ya sea una enorme 

o pocas y pequel\as de diámetro o se visualizan los CR en agregados de 0.5 µm 

a 1 µm(59). 

Debe tenerse cuidado al observar los frolis tellidos para clamidia a fin de evitar 

confusiones con la observación de: aglomeración de cromatina, sobreposición de 

núcleos de células epiteliales o linfocito1, granulaciones de mastocitos, pigmentos 

de melanina y corpúsculos no especificas intracitoplasmáticos (62). 
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Alguno• flCtorH que provocan falsos negativo• en el di1gn6atico ele ctamidias al 

1981ÍZ81' tincionea son: 

1. Prnencia de contaminante• (Gim6nez, 1964). 

2. PrevilS tarapiaa con anlimicrobianoa (2-3 semanas anteriores a la toma de laa 

muestras). 

3. Utilización da medio de traneporte inadecuado, aumentando aal la población de 

bacterias contaminantes y afectando la viabilidad de clamidia. 

4. largo tiempo del transporte, provocando la pérdida de clamidilS viables o con 

manor capacidad infectente (27,44,62). 

La gran desventaja de las tinciones ea la falla de especificidad para clamidias, por 

lo que .. puedan tet'lir rickettsias y ciertlS bacterias intracelul- lo que puede 

ocasionar resultados falsos positivos (13). 

Debido a la sensibilidad de tellir clamidias, las tincione• m6• utilizadas son la 

tinción de Giménez modificada y la tinción de Giemsa, por lo que son laa que a 

continuación se describirán con mayor detalle. 

2.1. TINCION DE GIMENEZ. 

Para esta linción se utiliza un colorante primario, carbal-fucsina básica al 10%, 

solución 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 allade el colorante primario junto con la solución buffer durante 1-2 minutos. 

3. Se lava con agua corriente. 

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

5. Nuevamente se lava y se deja secar para su observación (93, 113). 
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El diegn6stico presuntivo de clemidias mucha• vece• H blH en la obHrvación 

de IHlone1 1118CrOIC6piC111 suge1tlv11 a partir de iaa cuale1 H realizan frotia que 

H tillen con la tlnción de Gim6nez (TGz). Sin embargo es neceaaria experiencia 

en la realización de la t4lcnica de tinci6n y en la observación de laminillaa y aún 

asl 101 ra1ultado1 ocasionalmente son incorrectos. E1 por ello que Kirkbride 

(1993) recomienda verificar los resultados obtenido• por medio de ••ta tinc:i6n, 

con la prueba de IF. Mientra• Nanda (1992) determinó que la t6c:nica de FC en 

cortH para hi1topatologla de muestraa de tejido fetal bovino, H superior a la 

TGz. Ali miamo otroa autores han observado que la IF direc:ta e1 mH aapacifica 

que la TGz modificada (66,81 ). 

Vanrompay (1992) comparó la aensibilidad y especificidad de la TGz modificada e 

IF directa para detectar clamidias a partir de avH viva• y muertas; obteniendo 

resultados satisfactorios preferentemente para TGz, ya que al 80% de reaullados 

po1itivos con 11 tinción ae confirmaron con IF directa. Se utilizó TGz modificada, 

diferenci6ndoae por el l1vado de los monoestratos con PBS durante 5 minuto1, 

para fijarH con metanol por 30 minutos y poder ser tellidas con el colorante 

primario (diluido 1:50) por 30 minutos. Despué1 lavar dos veces con agua 

deatilada, se allade el colorante verde malaquita al 3% durante 30 segundo1, por 

último H realizan 3 lavados con agua destilada y ae dejan secar para su 

observación (130). 

2.2. TINCION DE GIEMSA. 

Procedimiento: 

1. Se realiza un frotis fijándose con calor o metanol absoluto durante 5-10 

minutos, y se deja aecar. 

2. Se le allade la tinci6n de Giemsa durante 1-5 horas (preparada el mismo dia). 

3. Se lava r6pidamente con alcohol etilico al 95% y se deja secar para 1u 

observación (93, 113). 
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Degne y Wilamore (1990) ev1luaron 3 diferlnl• ttcnlc:u de tinci6n; TG con 

fondo OICUFO, tlnción Zlehl-NMIMl'I (TZN) modlfic.clo 'I tincl6n con ezul de 

metileno con fondo OICUfO (TAM); uliliundo membr-• fetalel de ovino 

proveni111t• de lborto lllZ6otico como inóc:ulo. Deeput1 di inoculll' • cllll'lidi1 

en EP, 11 obtuvieron froti1 de llCO vitelino y 11 tilllron con TG, TZN y TAM, 

1iendo 1111111 eepecifiCI TAM y1que11 utiliZll'll no M obl«vll'on egregldos 

l9fr1Cterio1 ni CE con 111101 y 11 tilló en menor proporción el fondo de 11 

obMrV1Ci6n. E11a •• une t6cnie1 muy eencilla de realizar, eunque IU de1ventajl 

H 11 nec11ided de un objetivo 1 OOx 1u1tituible Plf'I uliliZll'lo con fondo OICUfO 

(29). 

Rivera y cotlborldores (1995), e1t1ndlrizaron 11 ttcniCI de GiemM Plf'I Mr 

utilizldl IObre monoe1tr1tos infeetldo1 con C.psitteci cepe int•tinel T23. 

B1úndo11 en repor1e1 que mencionan diverso• tiempos di colorlci6n con Hta 

tinci6n, debiendo e1per1r de 1 a 5 horas, para 11 ob11rvaci6n de inclu1ione1. Loa 

tiempos de coloración fueron de 1 :00 hora, 1: 15 hor1s, 1 :30 hora1, 1 :45 hora• y 

2:00 hor11, miantr11 que 101 tiempos de decoloración fueron de 2, 3, 4 y 5 

segundo• pira Clda tiempo de tinci6n mencionado. DeterminindoM que el 

tiempo de coloreci6n de 1 :30 horas y el !lampo de decoloración de 4 MgUndol 

son los més indicados; y1 que estos tiempos permiten un adecuado contraste 

entre célula, núcleo e inclusión, ademés de que permite un til!'npo rel1tivamente 

corto para 11 obaarvlci6n de las preparaciones (100). 

3. AISLAMIENTO EN CULTIVO CELULAR. 

Un !Mtodo para aislar a C. psittaci es la ulilizaci6n de cultivos celulares (CC). El 

primer paso pera llever 1 cabo este método es obtener muestr11 que pudieran 

contener cuerpo1 clamidi1les y mantenerlas en un medio de transporte adecuado 

y con un buen manejo (16). 
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Degne y Will!llClre (1980) eveluaron 3 diferentH ttcniC81 de tinción; TG con 
fondo oteurO, tlnclón Zilhl-NMIMn (TZN) modlficedo y tinclón con ezul de 

metileno con fondo oac:uro (T AM); utiliundo membren111 felllle1 de ovino 

provenlentH de ebolto enz6otico como inówlo. Deepu61 de inoculer • clemidi• 

en EP ... obtuvieron frOlil de NCO vitelino y .. tilleron con TG. TZN y TAM, 

11endo 11111111 HPKfflcl TAM y1que11 utilizer11 no M oblerveron egr9g8dol 

l9fr11Ct1rio1 ni CE con 1111101 y 18 tilló en menor proporción el fondo de 11 

obMrvación. E1ta •• un. t6cnice muy Hncill1 de r111izar, eunque au de1venlajl 

•• 11 nec:e1idlld de un objetivo 1 OOx 1u1tituibte PI!'• utitiurlo con fondo oecuro 

(29). 

Rivera y col8borlldonts (1995), ••t•nderlzeron I• t6c:nica de GiemU !*• 111' 

utilizlde IObra monoH1r1to1 infactado1 con C.psittaci cepe lntHtinel T23. 

B1úndoM en reportea que mencionan diverso• tiempos de coloración con Hta 

tinci6n, debiendo esperar de 1 • 5 horas, para la obHrvación de lnclu1ione1. Loa 

tiempos de coloración fueron de 1 :00 hora, 1: 15 horas. 1 :30 horH, 1 :45 hora• y 

2:00 horas, mientras que los tiempos de decoloración fueron da 2, 3, 4 y 5 

aegundo1 para cada tiempo de tinci6n mencionado. Delermin6ndo.. que el 

tiempo de coloración de 1:30 horas y el tiempo de decoloración de 4 eegundo1 

son los més indicados; y1 que estos tiempos permiten un adeculldo contraste 

entre célula, núcleo e inclusión, ademé• de que permite un tiempo relativamente 

cono para la obeervaci6n de las preparaciones (100). 

3. AISLAMIENTO EN CULTIVO CELULAR. 

Un método para aislar a C. psittaci es la utilización de cullivo1 calularea (CC). El 

primer p1ao Pll'ª llevar a cabo este método es obtener mu11tr11 que pudieran 

contener cuerpo• clamidi1les y mantenerlas en un medio de tranlporle adeculldo 

y con un buen m1nejo (16). 
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De 8Cl.lerdo • lo repottldo por elgunoa invntigldorn, le vlebilidlld di i. 

clemidiu en muestres de tejido puede oonllel'V•rM lnd9finidernenl• • ·20'C, o • 

menor temperatura, debitndoae eviter la nuctuec16n de tempereture entre O y • 

20"C ye que pueden deatruirae 111 ciamidiu por la formeción de aiataln di hielo 

(120). Otroa autores, sin embargo, mencionan sólo haber togrmdo menteMI' 

muestras de clamidia en ce. por largos periodo• .,, congelllCión • -700C. 

Pearaon (1989) ha reportado que C. psittaci ha sobravivido hllata 30 díes ain 

refrigeración y durante 34 diH a 4ºC (87). 

Para realizar el aislamiento de clamidias a partir de enimalea vivoa 18 puede 

obtener raapedos de cloaca (aves), reapados de conjuntiva, tráquea o heces 

frescas; atladi6ndoae al medio de transporte, debitndoM mantener • 4'C por 

poco tiempo (87). 

Existen 3 tipos de medios de transporte comúnmente utilizados • base de fosfato 

de suerosa en diferentes combinaciones; 

1. 0.2 M suerosa y 0.04 M fosfato. 

2. 0.4 M suerosa y 0.02 M fosfato y fosfato de suerosa glutamato (17). 

3. Infusión cerebro corazón (dextrosa y fosfato). 

Spencer (1983), probó diferentes ingredientes en el medio de transporte para 

clamidia sin variar los ATB ni sus concentracionea, (ver cuadro 6), observando 

que el medio de transporte influye directamente en la capacidad infectanta de las 

clamidias (120). 
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Cueclro l. DIFIRINTH MEDIOS DE TRANSPORTE UTILIZADOS PARA 

CltlMtydla. 

MIDIO MIDIO ,.. ,.. ,. ,. BICMIONATO 

TMNIPOll'n 1H IFB GLUCOSA IUCROIA UFO DllODIO 
A • 10 10 10 - 10 
1 • 10 10 - - 10 
e + 10 - - 50 10 
o . 10 - - 100 -
E 20 - - 100 -

SSFG• solución suerosa fosfato glutamato. 

Spencer utilizó diferentes combinaciones de sustratos en el medio de transporte 

1in variar 101 ATB ni IU concentr8Ci6n (Ver cuadro 7). 

El medio de transporte O resultó ser el ideal porque permite mantener • C.paittacl 

viable a temperatura ambiente hasta 36 días mientras que en la1 otra• 

combinaciones analizadas la infectividad de los CE disminuis dentro da las 

primeras 24 horas decrementéndosa hasta en 4 unidades lag 'º a IH 96 horas 

llegando a perderse totalmente en el transcurso de e a 1 O di as, o hasta los 19 

dias cuando H mantenian a 4°C . Con este medio no se detectó contaminación 

por bacterias u hongos, llegándose a presentar sólo en muestras de heces (120). 

Para aumentar las cualidades protectoras del medio se les puede anadir, 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 reproducción de cualquier 

contaminante impidiendo asi el mantenimiento da clamidia. E1 por ello importante 

al uso de antibioticos, que ejerzan su afecto sobre microorganismos 

contaminantes pero no sobre Chtamydia. Existen diversos reportas sobre el uso 

de los mismos y diferentes combinaciones utilizadas. (Ver cuadro 7). 



Clllldfo 7. SUSTRATOS UTILIZADOS PARA IL MEDIO DI CltlCl•NTO Y 

TRANIPOltTE PARA CLAMIDIAI. 

AT81AUTOll 0 c•t cut Cl7t CNt Cllt C110t C111t 
200 11C1 100 11C1 IOO 11C1 100llCI 200 1111 1CIOllll IOO 1111 

100 

!iOu. 

ADICIONADOS: A 11. B e 11 e 11 e e 
A.- Caldo trlptosa fo1fato (TPB). 
B.· Bicarbonato de IOdio (Puede ill8Clivar 101 CE). 
C.- SFB (Eúbla el pH). 
D.· Albúmina. 
E.- Clortetraciclina (10 g/ml). 
F.· L-Glutamina. 
(º) Lo1 números entre parentésis corresponden a la1 citas bibliogréficas de cada 
autor. 

Phillips y Clarkson (1992) al aislar a clamidia a partir del duodeno ovino utilizaron 

· clortetraciclina en el medio de las c61ulas en una concentración de 10µg/ml 

durante 3 semanas para evitar la contaminación durante su transporte (94). 

Las lineas celulares adecuadas má1 utilizadas para el aislamiento de este 

microorganismo comprenden, células McCoy, células Hala 229, células L (clona 

929), BGM (Buffalo green monkey), BHK-21 (Baby Hamster Kidney calls) y células 

Vero (87). (Ver cuadro 8). El tiempo en que se obtiene el aislamiento varia segun 

la línea celular y la cepa con la que se trabaje (130). 
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Cu.clro l. LINEAS CELULARES UTILIZADAS CON DIFERENTES CEPAS DE C. 

paltUlcl. 

UNEA CELULAR CEPA DE C. palttacl AUTOR9 

CEL. L l8C 134.52 90 100 1041 
CEL. L '1 DEAE·D COBAYO, CONEJO, OVINO, (111) 

'1 CICLOHEXAMIDA GATO, CERDO, LORO, 
RATON. 

CEL. MCCOY '11 CICLOHEX. AVIAR. 11127171 
CEL. MCCOY '1 CICLOHEX. AEO 113 771 
CEL. MCCOY •1 CICLOHEX. FELINA. (14,131) 

•1EMETINA 
CEL. MCCOY '1 IDU OVINA (1) 

•1 CICLOHEX. 
'1CITOCALA. 

CEL. MCCOY •1 CICLOHEX. EQUINA 11401 
CEL. llHK '1 IDU OVINA (l,I) 

'1 CICLOHEX. 
'1 CITOCALASINA. 

CEL.BGMK KOALA 1221 
CEL. llGMK '/ CICLOHEX. AVIAR+++ 11301 
CEL. MCCOY 'I CICLOHEX. AVIAR+ 1130> 
CEL. VERO AVIAR++ 11301 
(º) Los numero• entre parent611s corresponden a laa c1te1 b1bhogr611ca1 de cada 
autor. 
(+) Indica el nivel de sensibilidad de las células a la infecciOn por clamldia 
permitiendo 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 dlas aproximadamente. Mientras que el procesamiento de los 

embiones de pollo tarda hasta 1 O días. ( 130). 

Anderson menciona que las células Vero no permiten el crecimiento de clamidias 

de cepas intestinales y cepas de poliartritis aunque son excelentes para clamidia 

aviar'. 

Johnson (1983) sugiere una forma de replicar células, utilizando células McCoy 

de 4 dlas en cajas de 250 mi con medio 199 (Wellcome) adicionado con 10% de 

SFB, 18·20 mM bicarbonato de sodio y antibi6ticos como vancomicina, 

1 Comunicación \'Crbal 
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estreptomicina en concentracionttl de 100 µ¡¡/mi Conteniendo cada caja 2 X 10
1 

c:jlulaa. Se debe trip1inizar para reauspender la• c:jlulu en medio de cracimianto 

y asl obtener una concentración de 1.5 x 105 células/mi. Para tener una 

distribución unifonne, ae vuelva a centrifugar 150 g durante 15 minutos. 

Se incuban esto1 cultivos toda la noche a 37ºC y posteriormente H inoculan con 

la muestra sospechosa para volverse a incubar a 37"C de 24 a 48 horaa con 5% 

de dióxido de carbono. La cantidad a inocular en CC es de 100 mi de suspensión 

ó 1g. de muestra macerada y homogenizada (63,87). 

Allan y Pierce (1978), mencionan que la centrifugación modifica morlológicamente 

la membrana citoplásmatica y el citoesqueleto de las ~lulas lo que permite 

expresar 101 receptores, facilitando la adherencia y endocito1i1. Aunque otros 

autores como Moulder y Levy (1981), mencionan que durante la centrifugación no 

se lleva a cabo la adherencia (2,80). 

La máxima inlectividad se obtiene al utilizar fuerzas centrifugas lo suficientemente 

grandes, como para sedimentar los CE del inóculo (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 

inóculos de clamidia, lo cual puede incrementar la infección de CE hasta 50 veces 

más que la infección obtenida sin llevarla a cabo (63). (Ver cuadro 9). 

Cuadro l. FUERZAS DE CENTRIFUGACION UTILIZADAS PARA ACELERAR 

LA INFECCION CLAMIDIAL. 

CENTRIFUGACION TIEMPO TEMPERATURA AUTOR" 

2,SOO n 1hr. 20'C 11111 
20000 1hr. 35'C 197 94 130 13111 
5000 15min. 37'C 1521 
300ii lhr. 25'C 1931 

(º) Los numeras entre parentés1s corresponden a las citas b1bhográf1cas de cada 
autor. 
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E1 favorable el centrifugar antes y deapué1 de infectar 111 c6lula1 (Vllrlfompay, 

1992 (130). 

Exillen otro1 procedimiento• am•• de la c:entrifllgllCión pwa facilitlll' la 

inr.cción celular como '°" el utilizar au1tanci11 que inhiban P1Wclalmente et 
metmbotiamo celular. Entre esto• M encuentran: 

1.- CICLOHEXAMIDA: 

Es un ATB glutarámico que inhibe la sinl6si1 de ARN en oélulaa eucari6ticas 

(Rlld et al., 1981). Aumenta la di1ponibilidad de aminojcidos en el 

clloplaama celular al interferir con la 1inte1i1 proteica de la ctlula eucari6tica 

disminuyendo la competencia, del microorganismo por 6stOI, y aumentando 

111 el número de incluaiones observables. Se puede utilizar junto con 
emetina como pretratamiento al ce. Se recomienda su utilización en 1 µg/ml 

al momento de inocular 111 células (34,63,87,92,98). 

2.- 5-YOD0·2·DEOXIURIDINE (IOU): 

Es un analógo de AON que puede interactuar con las enzimas sintetizadoras 

de precursores de AON, también puede ser incorporándose a nucleótldos 

en lugar de timidina lo que produce un AON no funcional. Se recomienda 

utilizar 3 dias antes de inocular el ce en una concentración de 80 µg/ml 

(4,100). 

3.- CITOCALASINA B: 

Es un melabolito fungal proveniente de Helminlhosporum dematioídeum que 

provoca células gigantes multinucleadas por la fusión de la membrana 

celular. Se utiliza 3 dias antes de inocular el CC a una concentración de 1-5 

µg/ml (6,52, 119). 

4.- OIETILAMINOETIL-DEXTRAN (OEAE-0): 

Es un policatión que neutraliza las cargas negativas de la superficie de la 



c61ul• I*• ..nent•r I• infectivldad. No tieM 8"1C11Cia con C. ptittaci de 

origen mviar. Se recomlend• utiliZ81'lo 811t81 de inocular • un• 

concentración de 20 µg.tml y post-inoculación 211g/ml (6,92, 119). 

5.- POLIETILENGLICOL (PEG): 

En un• concentración de 35-50ºA. PEG es utiliado p.1r• la fusión de 

linfocitos y plasmocitos para la producción de hibridom81. Mohammed y 

Hillary (1985) utilizaron un medio que contenia 35% de PEG en una solución 

buffer b81biton8da, lo qua ayudó al aislamiento de clmmidia. Gibson y Egerer 

(1993) modificaron ella técnica utilizando PEG • menor concentr11Ci6n, 

obteniendo excelentes resultados. Este producto 8Ull'lenta 

considerablemente la cantidad de Inclusiones obM!'Vable1 y 6sto dependa 

de la concentración utilizada de PEG. A una concentración de 3.5% aumenta 

3 veces la detección de inclusiones; con 7% de concentración, 4 veces; 

10.5%, 8 veces; 14%, 15 veces y 17.5%, 16 veces. Pero en concentraciones 

mayores de 10.5% es tóxico, aumentando el número de sincitios en las 

células McCoy infectadas o no infectadas. La concentración idonéa 

determinada por Gibson y Egerer (1993), es de 7%, obteniendo asl buenos 

resultados en muestras frescas (aumentando el número de inclusiones de 2-

6 veces) y en congeladas (aumentando de 3-5 veces) (43,73). 

6.- OTROS: 

EMETINA: Se recomienda utilizarse 5 minutos antes de inocular el CC a una 

concentración de 1 µg/ml. 

COLCHICINA: Las células expuestas a colchicina permanecen viables por 5 

días, mientras que al utilizar ciclohexamida duran 10-12 dias. Se recomienda 

alladir 10 µg/ml (87). 

P6rez-Martinez (1986), logró mantener células L infectadas con Chlamydia cepa 

8577, pero después de 15 días muchas células murieron, observéndose por 
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mediO de inmunoltuoreteenei• que I•• clamidi•• no podl81'1 r8j)liC8rH. Se 

mantuvieron en incub8Ci6n, 1'8POblindoN 8' truco 81 81\8dir ciclohex11mid8, 

permaMCiendo mis del 90% de ~lul•• infect8d•s (89). 

El importante la presencia de ciertos aminoácido• esenci•I•• par• c8dll e.pe de 

C.psilt«I debiendo est•r • concentraciones adecu1da. Lll C8P8 cl•midi•I de 

conjuntivitis por cuerpo• de inclusión en cobayo cr- norm•lm8111e en ctlulas 

McC~ con cicl0hexamid8 y e1 nec:eaaria una concentración de 8 nmol/ml de 

leucina y valina, mientrH que de fenilalanina •proximadamente de 8 nmol/ml 

(4,5). 

Al faltar melionina, tanto la cepa de conjuntivitis por cuerpos de Inclusión como la 

de meningoneumonitis disminuyen el tamallo de los cuerpos de inclusión pero no 

el número de c6tutas infectadas. Sin embargo, la carencia de este aminoácidos 

inhibe por completo el crecimiento de la cepa de queratoconjuntiviti1 felina y de la 

cepa de aborto enz6otioo ovino (AEO); a la primera sólo es necesario atladirle al 

medio fenilatanina y a la cepa de aborto enzóotico ovino sólo tirosina (3). 

El uso de tos aminoácidos por parte de clamidias no sólo depende de su 

concentración en el medio sino también de la habilidad del microorganismo para 

obtenerlo (Quay y Oxender, 1980), existiendo competencia entre diferentes 

aminoácidos (aminoácidos competidores) para ser transportados, ya sea al 

interior de la vacuola que envuelve a la ctamidia, o bien al interior de ta bacteria 

en si. Así, cuando et aminoácido requerido por el microorganismo se encuentra en 

menor cantidad que el aminoácido competidor, éste impide la captación del 

primero. Esta competencia se ha observado con leucina y valina en células de 

mamíferos y en bacterias. Por lo tanto, la concentración de aminoácido necesaria 

para et crecimiento óptimo de clamidia dependerá de la concentración del 

•minoácido competidor (4,97). 

En células McCoy infectadas con C. psittaci (nasal y conjuntival felina) si el medio 

no tiene SFB es necesaria la presencia de histidina, triptofano, leucina, metionina, 

fenilatanina, treonina, tirosina y vatina. Pero con sólo 1 mi de SFB se reponen las 
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necnic:lede• de los ami~s mencionados con excepcl6n de hiltidinll y 

triptoflllO (M). 

Allan y P ... ce (19113) utiliwon o61uln tratadas con ciclohaxamida P91'ª diemlnuif 

la competencia por aminoAcido; por lo que no debe ucluirM la polibilidad da que 

al axoaso de ciertos aminoácidos puede debarla a 101 afectos de la 

ciclohaX8111ida ( 4 ). 

Hatch (1975) menciona la compatencia entre clamidia y o6lula1 L por isoleucina, 

ya que clamidia puede secuestrar el aminoácido para su bio1intesis sólo cuando 

la concentración de 6sta an la célula hu61ped ea mayor al nivel requerido por la 

misma para mantener 1u estado estacionario (52). 

Buzoni-Gatal y Rodolaki1 (1983) obtervaron que la cep.i lbartiva an ovinos 

manifa1t6 ser més invasiva que la capa enttrica ovina y de ratón al aislar 

C.psitteci, determinando que esta característica M debe a la virulencia de 

clamidia, al poseer la capacidad de atravazar barraras de moco difundi6ndose en 

nódulos linfético1, multiplicarse en el sistema reticuloendotelial y alcanzar y 

colonizar el órgano. Las necesidades nutricionales de la cepa .t>ortiva puede 

deberse también a su capacidad de crecer en fibroblastos de ovino (20). 

La cepa entérica ZC53 de afección a ovinos crece més répido en CC, requiere 

menos tiempo para regresar de ARN a ADN durante el ciclo evolutivo y alcanza el 

tamano milis grande de inclusión que la cepa abortiva ZC47 (105). Esta diferencia 

de virulencia está asociada a diferentes patrones de protelna (Buzoni-Gatel et 
al., 1989), al largo fragmento polim6rfico de ADN (Rodolakis y Souriau, 1992) o en 

el gene de PPME (21,94,103,117). 
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111. METODOl IEROLOGICOI. 
L11 prueba• MrOlógicaa M cl11ifiC111 en doa gr.ndea grupoa, prueba• de unión 

prirMri• que utilizan entigenoa (Ag) del paciente o bien enticuerpo• (Ac) del 

peciente v un Ac mercedo, el marcador empleado depender• de le pruebe 

utilizade. Elle tipo de pruebH aon eltamente Mn1ible1, por lo que sólo es 

necesario peque/las cantidadea de muestra. 

Exiaten tres tipos de marcadores comunmente emplHdos: 

1. -Fluorocromo1 para la técnica de inmunofluorescencie (directa e indirecta); 

2. -EnzimH para ELISA (directa, indirecta, competitive y tipo undwich), 

inmunoelectrotransferencia o Weatem Blott y técnicas de inmunoperoxidasaa. 

3. -Redioill6topo1 pare redioinmunoanálisis. 

Aunque tate último tipo de pruebe ea poco utilizado en México por le neceaidad 

de equipo eapeciel en 101 laboratorios para un buen control de 101 deaechoa 

radioectivoa. 

Y las pruebas de unión secundaria que miden la interacción del Ag-Ac in vitro, al 

utilizar el Ag del paciente y el Ac del laboratorio o el Ag del laboratorio y el Ac del 

paciente. Esta pruebas son más fáciles de llevar a cabo. Siendo éstas pruebas, 

precipitación, aglutinación y fijación de complemento (123, 126, 135). 

El tipo de prueba a emplear para realizar un diagnóstico dependerá de la cantidad 

de Ag o Ac que se tenga y del tipo de resultado que se requiera; con alta 

especificidad o sensibilidad. Considerando que los resultados obtenidos por 

medio de pruebas serológicas sólo son presuntivos, siendo la única prueba 

exacta el aislamiento. 

No es recomendable el utilizar sólo un tipo de técnica para el diagnóstico de 

clamidia dada la variedad de reacciones que pueden manifestar las 

inmunoglobulinas, debido a la variedad antigénica que poseen las cepas de 

C. ps1ttac:i. 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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El diagnóstico serol6gico por medio de cualquier método puede errar con 

muestras de animales con infección aguda, por no lograr la detección temprana 

de la respuesta inmune, es por ello necesaria la identificación del microorg1ni1rno 

por medio del aislamiento en CC o ELISA. Aunque también esta última ttcnica 

pueden dar resultados falaoa; sobre todo si se trabaja con muestras de heces o 

en los casos de aves, raspados cloacales, porque la diseminación de C. psittaci 

por estas vías es intermitente (146). 

La variación de los resultados entre las pruebas se debe a varios factores como 

el diferente manejo que se le da a 101 sustratos empleados, la cantidad y calidad 

de Ac o Ag utilizado y sobre todo a el procedimiento de la técnica. Es necesario 

conocer el tipo de diagnóstico adecuado para cada tipo de muestra, 

considerando la e1pecie animal; es por ello la discrepancia entre los reaultados 

de diferentes autores 

3.1. PRUEBAS SEROLOGICAS DE UNION PRIMARIA. 

3.1.1. INMUNOFLUORESCENCIA (IF). 

La inmunofluorescencia es una técnica histoquimica o citoquímica para detectar y 

localizar Ag en células o Aes del paciente. Los Aes específicos se conjugan con 

compuestos fluorescentes sin ocasionarle alteración alguna, dando como 

resultado un Ac marcado sensible a Ag o Ac. Existen dos variantes que son las 

más utilizadas: La directa y la indirecta, en la primera el conjugado se añade 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 preparación se observa al microscopio de 

fluorescencia contra fondo oscuro. Esta prueba es más sencilla a diferencia de 

ELISA, ya que requiere de menor tiempo de incubación. En la indirecta se 

produce una reacción Ag-Ac donde el Ag es del laboratorio y el Ac del paciente, 

se incuba y se agrega el conjugado para poder detectar la reacción (12,99). 
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Existen v•ios fluorocromo1 como son: rodamine, fluore1Ceíne, fic:Gbilipraleln89 

pero el ideel es el ilOlioci-io de fuoresc:efne, por unirle r~ • la 

proteines en un pH ello, emitiendo un color verde cerec:teriltico (70, 144). 

Le eleboreción del conjugedo H hece con enti1U«o espeelfico pere C. PlilfllO, 
siendo donedores diferentes especies mnimeles, el inoc:uler el Ao por vie 

intrevenoH o inlreperitoneel 'I coledendO el suero desputl de le Mglnle 

inoculeción, conserv*'<lose e -70'C. Por Olre pene, H pueden utiliar 

entic:uecpos monoclonales (AcMo) conjugedol con llOlioclenelo de fluorftmlne, 

que incluso H pueden edquirir en forme c:omereiel (108). 

En lo que H refiere el Ag se puede obtener por diferenlel medioe, ye IN por 
inoc:uleción en embriones de pollo (EP) o CC, lre1 lo que pueden.., IOIMlidoa e 

procesos de purific:eCión en diferentes gredas. Al inocular EP, 4-5 di• poet. 

infección 1e colecten 101 NCQI vitelinoa ric:OI en CE, • IUlf*ld8n en· une 

dilución 1110 en solución Hline emortigueda de folfetOI (SSAF), pH 7.2, 'I .. 

m_,_.. p.-e centrifugerse 1 ,000•11 por 10 minutot Ir• le cuel el Ag N loceliu 
en •• , ... intermedie del tubo contenedor. Al utilizer .. ce, ... c6lul8I inoQllecMa 

deben tripsiniz•se durente 3 minutot con SSAF-tripaine-EDTA. y lljuller e une 
suspenlión celul• 4x1o' ~lulealml (109). 

Le pruebe de IF indirecte utilizede con clemidie reconoce loe Ag de grupo y 

especifico• de eapecie • pertir de cuelquier C9P8 (35). Le pruebtl de IF indncta 

utilizede con clemidie reconoce los Ag de grupo 'I eapecificoa de npecie e pertir 

de cuelquier cepa (35) Mientras que le prueba de microinmunolluorucencie • 

utilizó por primer• vez pere le serotipificeción de C.trectrometia mostrMC:to aer 

une pruebe eepaz de detectar los Ag de grupo 11 específicos de eapecie 

(Tntherne &tal, 1972)(127). 

Las pruebas de IF y microinmunofluorescencia son les pruebas m6s utifizedes 

para el diagnóstico de clamid1a en pichones por su eficecie en delecter Ag 

específicos de género 'I de especie. Aunque Selinas (1993), recomiende el uso 

de IF por obtener un mayor número de resultados positivos (110). 
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E•i1ten reportes donde se utilizó IF para identificar la morfologla de inclu1ione1 

de C. paittaci, a partir de muestras de heces de ovinos notandose la diferencia en 

lo• eislamiento de aborto enz6otico ovino (AEO) confirmandose por medio de 

neutralización de suero (Johnson, 1984; Escalante-Ochoa, 1991 y Griffith1 et. al., 

1992) y microlF (Pérez-Martlnez y Storz, 1985) (35,47,64,89). 

Sin embargo Anderson (1987) mostró que esta prueba no es capaz de detectar 

variecione1 anligénica1 que pueden conducir a diferentes cepas de C. psittaci a 

partir de muestras de aborto ovino (Aitken et. al., 1981 ); por lo que 6sto se debe 

dejar para análisis con mayor sensibilidad serológica com9 neutralización o 

EltSA utilizando AcMo o un anltili1i1 molecular (1,7). 

Esta prueba puede ser utilizada además para serotipificar a C.psittaci 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). 

Así mismo, Eb y Orfila (1982) utilizaron la técnica de microinmunofluorescencia 

para la tipificación de C.psittaci 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 el 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 reacción cruzada. En el segundo grupo las 

cepas son causantes de poliartritis (32). 

Markey (1993) por medio de IF indirecta demostró que las cepas de C. 

psiltaci abortiva y entérica tienen suficientes Ag diferentes, lo que permite 

establecer un parámetro para definir un resultado positivo al utilizar FC o ELISA 



de tipo indirect• con auero1 provenientH de Mio• 1in hl1tori• cllnic9 de AEO 

(71). 

Posteriormente Pérez-Martínez y Storz (1985) utilizando esta técnica, logrando 

obtlMI' 9 inmunotipos de C. psittaci de diferente• cepas de mamiferos, que se 

relacion•n con 101 8 biotipos encontrados por Spears y Storz ( 1979) ( 89, 118). 

Lo1 labor•torio1 Imagen ha disellado un prueba para la demostración de C. 

tracllomatis en mujeres, ya que el Ac también reacciona con C. psittaci en froti1 

fretc01 y en frotis tratm<101 con parafina y enzimH, por estar dirigida contra el Ag 

común de grupo, LPS. El At:. puede alladirse directamente al tejido frelCO en frotis 

o previamente fijarlo en una solución amortiguadora de formalina al 10% y 

parafina en un sólo paso. Posteriormenle se desparafinan y se le allade la tinci6n 

Mayer's hematoxilina durante 5 minutos, para continuar con el uso de una 

enzima, tripsina o proteasa en diferente concentración. Finalmente se lava con 

solución salina amortiguadora de tris. De acuerdo a lo observado por Palmar 

(1987), mediante esta prueba se logró obtener excelentes resultados y no 

existiendo diferencia entre la fluorescencia detectada con el antisuero diluido y el 

no diluido, pero se obtiene mejor resultados de digestión con la utlización de 

proteasa. Esta es una prueba rápida y simple, sólo su costo es elevado aunque al 

diluir el anti suero 1: 1 O, se obtienen también excelente resultado, lo que permite 

su utilización 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 concenlración da un Ag o un 
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Ac, utilizando una fase sólida y une en 1oluci6n detectando asl el complejo f!G-Ae 
mediante un marcador enzimático, de manera que en cada pozo 18 produzca una 
mezcla que proyecta un color; la intensidad del color as directamente proporcional 

e la cantidad del Ag o Ac qua se busque. Esto se pueda determinar a simple vista 

o con ayuda de un espactrofotométro. 

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

competitiva, asl como diferentes tipos da Ag (28), estos últimos pueden ser: 

1.- MEZCLA CRUDA.-Ag con contaminantes con otras proteínas del huésped. 

Es nacasario recurrir a ELISA tipo sandwich para capturar selectivamente el 

Ag. 

2.- MEZCLA RELATIVAMENTE CRUDA.- Es de microorganismos completos 

més protalnas solubles con material limitado del huésped. 

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

utilizar19 ELISA directa o indirecta. 

4.- ALTAMENTE PURIFICADOS.- Posiblemente se puedan usar como reactivos 

puros con propiedad de adsorción caracterizadas. Esta purificación se 

obtiene por medio del método de azul de Coomassie G250(28,109). 

Le participación de anticuerpos monoclonales, faciltan la obtención de diagnóticos 

certeros, independientemente del método empleado. KOhler y Milstein (1975) 

describieron la hibridación de células somáticas generadoras de cantidades 

ilimitadas de Ac que son qulmica, fisica e inmunitariamente homogéneas, ya que 

cada Ac se sintetiza de células derivadas de una sola clona. Para que se lleve a 

cabo una fusión celular de este tipo se utilizan sustancias como el polietilenglicol, 

es importante que las células se encuentren en división activa; ésto es, su núcleo 

estará en división mitótica al mismo tiempo que el núcleo de la célula mielomatosa 

y dará lugar a una población de células con un solo núcleo, llamadas hibridomas 

(135). La detección de Ac específicos puede realizarse por medio de técnicas, 

radioinmunométricos y enzimoinmunométricos, hemoaglutinación pasiva e 

inmunofluorescencia. Se selecciona una célula única y se replica para formar una 
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clone. Estos hibrid0111111 M propmg1n en diferentes medios o M inyectan a 
cavlded peritoneal de ratones. Independientemente de 11 técnica elegid•, 101 Ac 

Mo 11 obtienen contaminados con albúmina y transferrin1, e1 por ello importante 

su purificación para su posterior utilización (70, 117.125, 135). 

ELISA tiene la capacidad de cuantificar los Ac séricos sin que Ma necesario 

realizar diluciones seriadas del suero problema, por lo que la tasa de Ac debe ser 

el único factor limitante de la reacción. Esta técnica parece ser mas apropiada 

que la FC para la detección temprana de Ac clamidiales en suero de cabra 

Infectada experimentalmente. El personal sólo requiere de un mlnimo 

entrenamiento para la realización de esta técnica, además de utilizar pequenas 

cantidades de reactivos que son duraderos por largos periodos (109). 

Al tomar la muestra para realizar el diagnóstico no importa la presencia de 

bacterias contaminantes o un previo tratamiento con antibióticos, ademés las 

muestras no necesitan cuidado especial de temperatura, por no ser necesaria la 

presencia de clamidias vivas (66, 109, 116). 

Sin embargo los resultados obtenidos por medio de ELISA dependeran del tipo da 

muestra empleada, ademas de la sensibilidad de ELISA con respecto al 

aislamiento en CC es menor en 4 al 20% (111 ). 

Finn et al., (1963) consideraron que la cantidad óptima de protelna clamidial a 

colocar por pozo en las microplacas oscila entre 1.6 a 2 µg (36). 

Se logra aumentar la sensibilidad de ELISA tipo sandwich utilizando AcMo 

marcados con fluoresceina, para la detección de C. psittaci a partir de muestras 

vaginales de ovinos y caprinos con problemas de abortos. Sólo se depositan las 

muestras en solución de NaOH 0.1% al 100%, para solubilizar la parte Hpidica y 

proteica de la membrana celular de las células que mantienen a las clamidias 

(116). 
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Se ha repartido que IH bacterias sufren mutacione• en la bio1lnt11i1 de IUI 

compoi iente1 como Sltlmonel/a minnesol• que po- una e1tructura funcional, 

RelPS que •• provOClldll al mutar el LPS. E1ta ReLPS tienen reacción cruzada 

con el AG de gtnero de clamidia1 por lo que Lema y Everaere (1986), 

deurroll.an un tipo de ELISA indirecta baundo1e en la e1tructura similar entre 

el Ag de g6nlro de clamidiH y el KDO de la membrana eKterna de bacteriH 

Gram nehativ11. Se obtuvieron resultados satisfactorios al comparase ELISA 

utilizando RaLPS, ELISA 1in utilizar este tipo de Ag, IF con C. psittaci e IF con C. 

trachomatis .. ELISA utilizando et ReLPS para la ldentificción de clamidial •• un 

método 1en1ible y sencillo y puede ser empleado principalmente para diagnóstico 

(68). 

P•pln et al. (1985), desarrollaron una ELISA tipo indirecta que utilizó como Ag la 

bacteria muerta para delectar Ac clamidiales en cabras y se comparó con la 

tknica de FC. Se manejaron dos grupos de muestras, en el primer grupo ambas 

tknicas obtuvieron resultados similares mientras que en el segundo grupo, 

ELISA mostró mayor número de resultados positivos, lo que pudo deberse a su 

alta sensibilidad o a la pérdida de especificidad por utilizar como Ag a la bacteria 

completa, provocando una reacción cruzada con los Ac contra otros 

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. psittaci en diferentes animales como: conejos, ratones, perros y 

gatos, sin poderla utilizar para el diagnóstico de otros animales como bovinos y 

equinos dado que sus inmunoglobulinas (igG) no aglutinan la protelna A del 
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conjugado, la cual .. utilizó para la detección de la bacteria en eata pruebe. Ea 

t6cnica tenfa la ventaja de manejar un Ag (CE) tratado con una aolución de Triton 

X-100 del cual ae deaconoc:e au m1caniamo de acción. Ea importante que el Ag 

111pec:if1co de género y de especie 18 encuentran intactos, lograndoae retuHadoa 

tan utiafactorioa corno el utilizar le t6cnica de FC (41 ). 

Sin embargo Pérez-Martinez y Schmeer (1986), mediante ELISA tipo directa 

detectaron Chlamydia spp • partir de abortoa en bovino• Inducidos artificialmente 

con diferant111 oapaa abortiva• de clamidia, la inoculación fue realizede en 

diatintas atapaa da gestación. Eato ae logró utilizando Ac eapeclficoa de bovinoa 

conjugados con peroxidasa de rábano diluido en 1 :2,000 en sueroa pareado• 

obtenidos en el momento del aborto y 3 semana• daapuéa. Loa reauttadoa fueron 

satisfactorio• conjuntamente con la técnica de IF indirecta (91 ). 

Escalente-Ocho• (1988) utilizó un Ag particulado que consislla en una 

auapensión de CE que conservaban sus propiedades anligínicaa y un Ag soluble 

que contenfa el LPS termoestable específico de género, aumentando 

considerablemente la sensibilidad de ELISA tipo indirecta al utilizar el Ag soluble 

en la detección 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. psilfaci a partir de muestras de conjuntiva ocular de gato. Este tipo de ELISA 

utiliza AcMo específicos de género que puede ser utilizado también para 

C.trachomatis. Pero el aislamiento en ce resultó ser más sensible para la 

detección de clamidia a partir de muestras de conjuntiva en gatos natural y 

artificialmente infectados. Con CC se consideraban resultados positivos al 

presentarse menos de 50 a 80 células infectadas lo cual no fue posible detectar 

con IOEIA. Así mismo, demostraron que el CC tiene mayor sensibilidad que 

IOEIA, cuando las concentraciones del microorganismo son escasas cuando la 

muestra proviene de casos crónicos (139). 
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Mientr•s, Weigler 11 B•ldfock (1988), utilizaron IDEIA para I• det9CClón de 

C.psilt«I • P8f(ir de rnuestr•s de conjuntiva lf tracto urogenit•I de ka.In y 

c:omp8r8ron IUI reault8dol c:on al 8iSl8miento an CC. Obteniendo UNI 

1811Sibilidad de 11 % y una especificidad de 90%, considerando que los ra111n.do1 

18 tomlban como negativo• aólo cuando coincidlan an ambas pruabaa. 

L•boratorio IMAGEN utiliza AcMo con fluorescencia directa, por lo qua astá 

prueba ae considera la mi118111lble para koalas (134). 

Brown (1989) h• observado que ELISA tipo indirecta 11 útil para la identificación 

exitosa de C.t~homatis pero no ha probado ser tan sensible y específiCll para 

C.psiltaci a P8rtir de mua1tra1 fllCllles de •ves; tal vez •sto se deba a I• pr11encia 

·de enzimas endog6n11 que afectan la viabilidad de la bacteria ( 19). 

Los productos lácteos de origen ovino han comenzado a ser más populares en 

diferentes países, por lo que se ha hecho importante el determinar la presencia de 

clamidias en la leche. Asl, Thomas 11 Oavison (1990), ullizaron ELISA para 

detectar C. psiltaci • partir de muestras de membranas fetales 11 leche de ovinos 

con AEO mediante una prueba comercial, "IOEIA", detectando Ag clamidiales 

desde 35 unidades formadoras de inclusión/mi, lo que indica la sensibilidad de la 

prueba. Esta sensibilidad se confirmó al dar 17 resultados positivos de 19 

muestras de membranas fetales de ovinos con AEO. Sin embargo a partir de 

muestras de leche sólo detectó una como positiva con ELISA a partir de 26 

muestras tolales; 11 ninguna de ellas fue positiva al aislamiento en CC. Esto indica 

elevada sensibilidad de IOEIA. ELISA para la detección de C. psiltaci . Los 

resultados positivos obtenidos con ELISA con los cuales no se logró 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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Tl'lolNI y D1viaon ( 1990), mue1tr1n que cl1111ldi1 no 11 1xeret1 por leche IÚn en 

111im1le1 infeet1do1 con AEO (124). 

Mldiente un1 pruebll c:omtrei1I (KODAK) baalda en ELISA de tipo directo con 

Al:Mo PI"• C. tr.cllomalis, Sandlraon y Anderaon (1992) lograron 11 deteeción 

del LPS de C. psittaci ovina, a partir da muestras de plaeent1 y r1apldo1 

vagin1le1. 

E1t1 t6eniea 11 comparó con el 1islamiento en CC, obteniendose para ELISA un1 

11n1ibilidld de 95.3% y una especificidad de 94%. Varl11 mue1tr11 llegll'on 11 

llbor1torio con 1utoli1i1 y leaiones mierosc6piea1 muy sugeatulvH de una 

infección clamidi1I, 11t11 mueatras fueron positivas con ELISA y neg1tiv11 con el 

•i•lniento en ce, por medio de pruebas inmunohistoqulmie11 .. detectó que los 

resultados obtenidos con ELISA no eran falsos positivo• (111 ). 

Haven y Milis (1992) probaron una prueba da ELISA da tipo comercial para 

el8111idia, que 11 anunciaba para personas con conjuntivitis clamidial además de 

sensible y de fácil uso. Se probó en aves, siguiendo las Instrucciones del 

provedor y de todas las muestras obtenidas ninguna fue positiva; sin embargo, al 

realizar el aislamiento en células McCoy si hubo resultados positivos. Se enviaron 

111 muestras a diferentea laboratorios para confirmar el diagnóstico mediante 

Prueba• de IF, aisl8111iento, lesiones microscópicas y se obtuvieron ambos tipos 

de resultados, positivos y negativos. Entre los diferentes f1etor111 qua pudieron 

alterar los resultados obtenidos se encuentra el tipo de hisopos utilizados ya que 

hechos de madera, afectan la viabilidad de las clamidias, así como las 

temperaturas de incubación 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 inmunofluorescencia indirecta; observaron 

que la densidad óptica para una misma dilución de un suero positivo sobre el 
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control po1itivo y el control negativo no eran diferentn aún en la dilueión l6ricll 

"'61 •Ita. Se observó tambi«l que la cuive obtenida de loa suero• negetiVOI ere 

eemejente a lo nperado, descertiindo1e la idea de que los niveles de dentldad 

óplice fueran por uniones inespeclfica1 ( 108). 

Par• expliCllr •ato se establecieron 2 hipótesis: 

1.- Une antigenicid8d común entre clamidias y parte• celulares por lo que loa Al; 

contre CE reconocen también otro• Ag celulares. 

2.- Donde se encontraban los suero• positivos también habla anticuerpos 

e1pecíficos contra elemento• celularel que no estaban presente• en el tuero 

negativo, ya que algunos animeles enfermos en la fase aguda con la infección 

cl8111idial pueden elaborar autoanticuerpos contra Ag intracelulares por la lisis 

celular masiva debido al ciclo de clamidia (108). 

Vanrompay (1994) comparó cinco tipos de inmunoensayo1 disponibles 

comercialmente, IDEIA, CELISA, IMAGEN, CEL-VET if y CLEARVIEW, 

probándolos con C.psittaci de pavo a partir de muestras de conjuntiva ocular y 

cloaca; utilizandose difarentes tipos de Ag según la técnica empleada. (Ver 

cuadro 1 O). Para verificar los resultados se utilizó aislamiento en CC con células 

BGM (132). 

Cuadro 10. TIPOS DE Ag UTILIZADOS EN 5 INMUNOENSAYOS 

COMERCIALES PARA LA DETECCION DE Chfamydla p1/ttac/. 

INMUNOENSAYO ANTIGENO 

IMAGEN EN FROTIS 
CEL·VETll ENFROTIS 
IDEIA 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 específicas para C.trachomatis. En estas pruebas los 
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rt1ull8do1 po1itivo1 .. obaerv1n en color IZUI, y 11 inten1idld de é1t1 11 

proporeionll 1 11 Cllllidld de Ag preaent1 en 11 1111111tr1. 

L1 pNlbl di IMAGEN 11 pll'I C. tr1Chom1tis mi1ntr11 que CEL-VET if 11 Pll'I 

C.ptiltlCi Ambll prueb11 se bisan en la técnica de inmunolluore1c:enci1 direct1. 

Mientr11 que 11 técnica de CLEARVIEW, en inmunocrom1tografía y esté di .. llad1 

p1r1 C. tflchom1tis, y utiliza AcMo contr1 el Ag especifico de g6nlro. Su 

reaultldo ae exprHI por medio de una linea indicando la presenci1 del Ag de 

clamidia. 

Loa reaull1dos obtenido• de sensibilidad y especificidad de todaa 111 pruebas 

utilizados para ambos tipos de muestras se establecen en el cuadro 11. Siendo 

IMAGEN la técnica más sensible y específica para la detección directa de 

clamidia, 11 obtener 100% de resultado& 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 elevlda 

correlación; en contraste con la prueba CEL-VET if que sólo manifestó 11% de 

especificidad con las muestras de conjuntiva y 12% con las muestras de cloaca 

(132). 

IMAGEN es una técnica rápida y por su disponibilidad se le puede utilizar para el 

diagnóstico de clamidiosis en pavos de engorda (132). 

Cuadro 11.PORCENTAJE DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD OBTENIDO 

EN l INMUNOENSAYOS COMERCIALES. 

INMUNOENSAYO MUESTRA OCULAR MUESTRA CLOACAL 

IENllBILIDAD ESPECIFICIDAD IENllllLIDAD EIPECIFICIDAD 
IMAGEN 100% 100% 100% 112% 

CEL·VET 11 1111% 11% 113.3% 12% 
IOEIA sandwich 0% 112.8% 26.fl% 100% 

CELISA 0% - 0% -
CLEARVIEW 0% - 53.3% flfl% 

Todas las técnicas utilizaron hisopos de aluminio con algodón. 



En contrelle, Wil1111C1111 y DavidlOl1 ( 1991) utilizeron CLEARVIEW pmre el 

diegn61tico da C. psittaci en ovinos • partir da membrenea fetelea da llflimeln 

8fectedo1 con eborto y H obtuvieron buenos re1ultados. Les ventlljea que po

••t• pruebe aon el poder detecter el Ag ctamidiel • pertir da muntru del\8dli1, 

por lo que le pruebe permite au utilización cuendo la muestre tomó mucho tiempo 

en lleg1r 11 llboratorio, ldem61 de 11 r1pidez en 11 que H obtienen reault9do1 y 

no nece1iter equipo llOfisticedo ni experiencia del person1I (143). 

Ea import1nte conaiderer que 11 eumentar la sensibilidad de una prueba 

aerólogiCI disminuye au especificidad. Es por ello que ente lis nece1idada1 

ectuales del país, los estudios diagnósticos y epidemiológicos de Chlamydia, 

resulta conveniente obt-r un mayor grado de especificidad en une prueba 

inmunoanzim6tice a pesar de que el nivel de sensibilidad disminuya (34). 

3.1.3. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET). 

La inmunoelectrotransferencia es una técnica que combina el alto poder de 

resolución 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 

proteínas inmunogénicas (126, 129). 

Esta es una prueba de tres etapas, la primera se basa en la electroforesis de una 

mezcla de proteínas en gel para que cada componente se tenga en una banda 

única. La segunda etapa es la transferencia de esta proteína, sin perder 

resolución. Poniendo el gel donde esta la proteína en contacto con una membrana 

de nitocelulosa en un medio con una solución amortiguadora, en un soporte para 

posteriormente pasar una corriente eléctrica para acelerar la transferencia. La 

última etapa la visualización da los Ag transferidos por medio de un marcador 



como enzima• o il6topo1. Siendo C8d• líne• un• Ag e1P9Ciflco que NI 1ido 

reconocido por un k (126). 

IET permite I• evelueci6n de inmunidad por macromo16cul81 cl11111idiele1 pur81 

como l•s prottlnas de membrana utilizadas como inmunógel101. Se Nin re•lizedo 

mucho• elfutrzo1 per• I• identificación de prottln81 de I• membr- de 

mk:roorgeni111101; principelmente la membrane de 101 CE, que IOl1 le perte 

medul•r de la petogjn11i1 de la infección por clamidia1 y el punto de interKCión 

con I• o61ul• hu61P9d (112). 

tET detecta 101 Ag de género, especlficos de especie y •lguno1 determinante1 

a1peclfico1 de Hrov•riedade1 no lograron dtlect•r componente1 no protalcos 

como LPS por medio de e1ta prueba pero si con pruebll1 como FC (83). 

B•ttaigar y Roger (1987) utilizaron esta prueba describiando la reacción da lgA en 

secreciones vaginales causadas por C. psittaci; estas inmunoglobulinu ectú•n 

contra PPME y LPS. Alcanzando a detectar lgA hasta el día 13 po11infecci6n 

primaria mientras que lgG se monitoreó hasta el día 813 po1tinfecci6n primaria; 

Indicando que estos Aes se encuentran en el individuo hasta 2 arios despu6s de la 

infección inicial (14). 

los tltulos de lgG e lgM pueden mostrar el grado de infección; como se ha 

demostrado con C. trachomatis donde la persistencia de Aes puede relacionarse 

con la severidad, el tiempo de infección y la recurrencia de la misma (33,88). 

Griffiths el. al., (1992), •nalizaron gen6ticamente a C. psittaci de rumiantes 

mediante IET y encontraron 2 serotipos; el primero contiena cepas invasivas, y el 

segundo las cepas no invasivas, donde además 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 anligénica de los Ac 



dedo• como respuesta • une infección genitel con C. plilt.O cepa conjuntivilil por 

c:uerpo1 de incluaión de cobllyo (117). 

Ptrez-Mllltlnez y Storz (1985) •i•l•ron C. psittaci de rumi1ntH cte1ific6ndol• en 

Mrolipo 1 y 2, medi1nte IF. Y 81 utilizer IET • epertlr de mueltr•1 pertenecienle1 81 

MRllipo 2 ae encontraron cepe1 no abol1iv11 ceuuntu de enfermed8del como, 
111ritis, neumonia yconjunlivili1 (Souriau et. al., 1993) (89,117). 

Girje1 y Elli1 ( 1993 ), comperaron diferentes !Ñtodo1 per• delectlll" 11 preMncia de 

C. psittaci en koalu,• partir de mue1tr11 ocul•re1 y de tracto genit1I, obteniendo 

excelente• re1Ullados con inmunoelactrotranlferenci• 11 delecter LPS. Esta 

ttcnlce po- une alta aen1ibilided que varia de 52.1 % a 73.1 % dependiendo del 

tipo de procedimiento y del tipo de mueatras • enalizar y su especificidad e1 de 94 

• 100%. Ademís tiene la vent1ja de Hr de procedimiento sencillo que H lleva a 
Cllbo •proximadamente en 16 horas y económico (.C5,"'6). 

3. 1.4. INMUNOPEROXtDASA: 

E1ta prueba es similar a la técnica de IF sólo que el marcador empleado son 

enzimas que se pueden obtener directamente de la peroxidasa de rábano por 

medio del método de Wilaon y Nakane (1978), y H utiliza sin purificación, en una 

dilución 1:10 (glicercl), conservándoH • ·20"C, otras enzimas de primera elección 

aon la fosfatasa alacaline y la gelactosidasa p (12,25, 1.C1 ). 

L• prueba de inmunoperoxidasa puede aer de tipo directa e indirecta: 

La prueba de tipo directa es cuando al tejido se le ar'lade el Ar. marcado con 

enzimas para posteriormente ar'ladir el sustrato adecuado para la enzima y poder 

observar la unión Ag-Ac. Y la técnica indirecta detecta la reacción Ag-Ac mediante 

al conjugado que contiene el anti-Ac de acuerdo al método de Ch•sey (1980). El 

resultado se examina con microscopio de luz convencional observandose el 



e1mpo brilloso por le detltCCión de CE, 1iendo rero ver regionn de citoplH1ne 

tt/lide1., 1i H negelivo el monoe1trato no hey linción elgune y IH ~lulu IOll 

eaceAITMlllle perceptible1. 

E1te mttodo 11 compare con IF directe el utilizer ~rules L-929 por tu etta 

eapecificldlld el moatrer le trplce morfológia de IH inclu1lone1 clemidieles (25). 

Chuey et al., (1981) dlmostreron le detección de C. psittllCi por medio de la 

pruebe de inmunoperoxidasa, teniendo la ventaje de no tener colorente en el 

fondo de le ob11rvecl6n como en TAM (25). 

La prueba de peroxideu-anliperoxidasa1 (PAP) es un m6todo de tre1 elepel 

1iendo el primero el cubrir el tejido con Ac de conejo (individuo donador) contre el 

Ag tiauler. El 1egundo puo e1 e/ladir el Ag y posteriormente el enti-Ac de conejo, 

1iendo el último peso el elledir el complejo enliperoxideN de conejo unido e 

peroxideN, uniendose estos en los lugares libres de enli-Ac, pere detecter le 

reacción Ag-Ac (126). 

Con 6sta técnice, Moore y Petrak (1985), y Moore y Marjorie (1991), compareron 

diferente• método de diagnóstico de clamidiosis en avH doméstice1 pertir de 

tejidos fijados con formalina o parafina, obteniendo que la PAP e1 poco 11n1ible 

pare clamidies ya que sólo una muestra de 144 enalizedaa re1ull6 ser po1ltlve, e1I 

mismo 101 resultado• obtenidos con eglutinación en látex tambi6n rnenif11taron 

una sensibilidlld nula y pero la especificidad de PAP fua de 93% al compararse 

con el ei1lamiento en ce. 

Sin embargo esta técnica posee ventajas sobre las Unciones por ser de 

interpretación más Hncilla pero es necesario que el personal tenga experiencia 

en el procesamiento de muestras por ser muy laborioso edemá1 de 11r una 

técnica COStON (74,75,76). 



U. PRUEBAS IEROLOGICAS DE UNION SECUNDARIA 

U.1. AGLUTINACION. 

L• aglutinación une qulmicamente Ag solubles a partículas como eritrocitos, 

bllcteri .. o alguna partlcula inorgánica (latex); asl 101 Ar. eapeclficos llegan • las 

partlcul.. cubiertas y forman agregados visibles o aglutinado•. Las mejor•• 
partlculas traneportador1s son los eritrocitos y a estas prueba• se 111 llama 

hem0aglutinaci6n pasiva (126, 135). 

Las técnicas de aglutin1Ción sólo son semicuantitativas, siendo su ventaja su alta 

. 11111sibilidad y capacidad para valorar los puntos finale1 visualmente. Da acuerdo a 

Coombs existen 3 requisitos para la prueba de aglutinación, mi1mo1 que son: 

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

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

3. - El conocimiento de poder detectar Ac incompletos los cuale1 no aglutinan 

(10). 

Existen 3 tipos de técnicas: 

1) AGLUTINACION DIRECTA.- Util para detectar Ac específicos. Se realiza por 

titulación de antisueros en dilución doble seriada en presencia de una cantidad 

constante de Ag. El resultado se expresa en la dilución más elevada a la cual 

se presenta aglutinación. 

2) AGLUTINACION INDIRECTA O PASIVA.- Es la aglutinación de Ag en 

erilrocitos o soportes de lálex o benlonita (solubles) que son acarreadores 

pasivos, se acoplan espontáneamenle y forman reactivos estables para la 

detección de Ac especificas (123). 
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3) INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION.· Eate tipo de hemollglutineción 

m1111ti- conatante la canticad de microorganismo titullldo que ae agregan a 

cada tubo, mlantraa el auero problema se diluye en forma aeriada. Se mezcla el 

Ag y el k para posteriormente agregar la auspensión de eritrocito• lavado•. El 

titulo de la inhibición de hemoaglutinación del suero se obtiene multiplicando la 

m6s alta de las diluciones del suero que inhibe la hemoaglutinación, por el 

número da unidllda• hemoaglutinantes de microorganismo que participaron 

(126). 

Grimes (1985) analizó sueros de ave para identificar la eatabilidad de los títulos de 

Ac. Obtuvo resultados similares entre la prueba de aglutinación en 16tex y la 

prueba de fijación de complemento directa. Siendo la más sensible y especifica 

para la detección de Chlemydia la prueba de aglutinación en látex (48). 

Thornley el al., (1985) desarrollaron una prueba de hemoaglutinación pasiva 

inversa (HPI) 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 mostró la capacidad de detectar a 

C. psittaci en una dilución 1.20 x 1 O ... La prueba de HPI es menos sensible que el 

aislamiento en ce para detectar el desarrollo de clamidia, pero a pesar de esto las 

muestras clínicas obtenidas no dieron resultados contradictorios entre ambas 

pruebas. La capacidad de HPI para detectar el Ag de microorganismos muertos 

permiten su utilización para exámenes veterinarios ya que frecuentemente las 

muestras tardan en llegar al laboratorio, pudiendo ocasionar pérdida en la 

viabilidad de las clamidias (125). 

Tomando en cuenta que las pruebas de aislamiento consumen un mfnimo de 2-4 

dfas a partir de muestras de rumiantes y en aves de 3 a 10 días este examen es 

recomendable por su rapidez, principalmente cuando la historia clínica sugiere 

clamidiosis. HPt puede utilizarse para corroborar los hallazgos clínicos y ayudar al 

médico veterinario para iniciar un tratamiento. Otra ventaja es no necesitar equipo 

caro y ser de fácil lectura (24, 131 ). 



.. 
l11 ventaja• y deaventljes de la t6cnica de eglutineeión en 1611• M muntrM en 

el cuadro 12 (•9). 

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

VENTAJAS 

AYUDA EN LA DETERMINACI 
TRATAMIENTO, YA QUE AL REAL! 
DESPUES DEL TRATAMIENTO DEIEN 
llAJAR LOS NIVELES DE Ac. 

DEIVENTAJAI 

EL Ag NECESARIO NO EST 
DISPONIBLE COMERCIALMENTE. 

POCA SENSlllLIDAD. 

NO ES LA T CNICA ADECUADA PA 
Cla.TAS ESPECIES DE AVES C 
LOS INSEPARABLES. 

U.:t. FIJACION DE COMPLEMENTO (FC). 

la activación de la vla clásica del complemento M debe a la combinación del Ag y 

Ac, por lo que se emplea para identificar la presencia de un Ac particular en un 

suero. Esta reacción 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 fijación de complemento depende de un sistema de reacción 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 la actividad hemolilica del 

complemento expresándose un resultado positivo por la ausencia de lisis de los 

eritrocitos, y el negativo se manifiesta con hemólisis (123, 126, 135). 

Esta técnica primero se utilizó por Stamp et. al., (1952) para el diagnóstico de 

AEO. Por lo que fue la primera elección en los laboratorios para el diagnóstico de 
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c:i.miclill y conjuni.mente con otrH pruebas se ha utilizado pare te inve11igaci0n 

labre le infec:ci6n clemidiet (Fuenl81ide.Oreper y Rodoleki1, 1978; Ptrez
Mertlnez, 1985; Dewaon et al., 1986). Asl miamo, ea une pruebll utiliuda en Gr81'1 

Btelellll pera el diagnóstico de AEO •nivel de hato (30,35,40,90, 122). 

La FC M hll utilizedo pare detectar ~ ctemidielea espec:lfieo1 de grupo en IUefO, 

por lo que no .. puede utilizar pare diferencilt antigtnicemente • c111amya.; mU 

eún n inaensible en rnue11re1 de moco provenientH de problemas de 

quereloc:onjunliviti1, enterili1 • infecciones genitales les cueles provoc:en une 
rwspunttl illl!IUM localiude (35). 

Pero le t6cnica de FC t~ un sin número de de1ventej81, incluyendo le falte de 

.-itibilided y especif!Cided (Rodollki1, 1988). En invffligeClonn rutindft por 

PNltejohn ( 19118) IAiliZS!do FC frecuentemente .. encontró el problema de bajo 

greda de NfOCOllversi6n en hllto1 cerrado• sin evidencie de enfermedad o 

v....io.(98,102). 

llrodie et .i.,(1983) l6lo encontraron 65~ de enimele1 con AEO el utilizet FC, 

obMIVMdo que c:uendo le enfermedad no H ceul8dll por C. Plilt.cl ebolliva M 

puederl detec:t• niveles bajos de Ñ. con FC. lo cual corrol>Or• •lludios enteriOrn 
rMllzedo• por Mlndlowlki et al., en 1960; Storz y Thomley, en 1966 y 

Stephenlon et .i., en 197' (18). 

MM!ey (1993) treNjó con 4.t sueros negativos pera C. pliftacl ovina con FC •une 

dilución 118 y .. probaron nuev-rne con IF indirecta., ELISA utilizando Ag 1074 

(cepa llbortiv•) y N.l.E1 (cepa intestinal) obteniendo 33 1uero1 positivos con 

ftuoreKenCi• •dilución de 1/500 y 4 sueros positivo• a dilución 1/5,000, indicando 

esto le felte de sensibilidad de FC. Al comparar le FC con IF indirecte y ELISA M 

observó que ninguna tiene dificultad de identificación de sueros fuertemente 

positivos o negativos. Los problemas se presentaron cuando el suero daba títulos 

cercanos a positivos principalmente con FC, manifestándose 50% de diferencia en 

los resultados entre ELISA y FC, al tener resultados diferentes en 35 suero1 de 62 

sueros probados (71 ). 



Al 11nalizar 101 hallazgos obtenido• de est• com1>9r11Ción, dicho inve1tig9dor 

observó 3 tipos de posibles result•dos . 

• NEGATIVA o FUERTE POSITIVA.- En la cornp1irt1ción de respueltH entre FC 

y ELISA, •mbas coinciden con excepción de do• re1ultado1 en 101 que con FC 

dan positivos y con ELISA dan negativos. Se tiene un coeficiente de correlación 

de 0.93 entre ambH pruebas. 

• EN EL LIMITE DE SER POSITIVA.- Poco coinciden •mbas pruebas, 

aproxim9dltmente 63.4%, teniendo un coeficiente de correlación de 0.62. 

• CON SUERO PRE Y POST VACUNAL: Con suero prevacunal se observó entre 

FC y ELISA un coeficiente de correlación es de 0.41. Con suero po1tvmcun•I 

disminuye hasta 74%, siendo 1u coeficiente de correllCión de 0.31 (71). 

Eacalante-Ochoa (1991) en su estudio sobre 1• infección clamidial en México, 

encontró que los ovinos muestreados probablemente estuvieron expuestos a 

clamidia intestinal, ya que no hubo manifestaciones de aborto pero los resultados 

obtenidos mediante FC mostraron un titulo elevado de Ac contra clamidia entérica, 

poniendo en evidencia la presencia de la infección con clamidia de tipo subclinico, 

debido a la diseminación de la bacteria por heces de los animales infectados. Es 

probable que aproximadamente el 70% de 101 animales que diseminan el 

microorganismo no muestren títulos elevados de Ac (35,68). 

Olloy et al., (1994) realizaron un estudio epidemiológico de las principales 

enfermedades abortivas en bovinos del Congo, mediante la utilización de FC a fin 

de evaluar enfermedades como clamidiosis y fiebre Q, también se utilizó FC más 

rosa de Bengala para evaluar brucelosis. Se determinó que la 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 últimas no resultaron significativas (85). 

Grimas y Phalen (1993). por medio de la técnica de aglutinación en latex lograron 

detectar a Chlamydia, observando una alta sensibilidad para la detección de Ac de 

aves psitácidas. Utilizaron cromatografía de columna para la separación de las 
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inmunoglobulinH en el auero de la1 ave1. ObHrVa qua la lgM reaccionó con 

la prueba de 8glutineción en l1tex pero no fue a1I •I compar1r 101 rnullldo• con 

la prueba de FC, mientra• 11 lgG reaccionó en ambar prueba•. (Ver cuadro 13) La 

reacción de 111 inmunoglobulinH en 111 pruebas qr contenían latax ae dablo a 

IU avidez y afinidad P1ra IH alfarH de latex (50). , 
1 

Gi~H y Elli1 (1993) mencionan que los tltulo1 de lgG e lgM puedan mostrar al 
1 

grldo de infección ya, que la per1i1tencia da Ac'1 puede ralacionarae con la 

aevaridad, el tiempo da infecc:ión y la recurrenci~ de la miuna. E1 por ello 

importante saber qua ttc:nica detecta que inmun~lobulina para al8gir la mí1 
1 

adecuada, aegun la etapa de la enfermedad (Ver cu~ro 13) (45,51 ). 

Culdro 13. 

IEROLOGICAI . 

INMUNOGLOBULINA DETECT~DA POR 2 PRUEBAS 
! .. AGLUTINACION "f 

IQM • t 
lgG • t 

FC= Técnica de fiJac16n de comple~nto. 

Se recomienda a los clínicos tener cuidado al obten~r resultados positivo1 e partir 

de aves aparentemente sanas, es por ello importantJ realizar una segunda prueba 
1 

a los 6 meae1 1i el ave 18 manliene sana pero si m~nifiesta algun signo, se debe 

hacer el examen inmedialamenle (50). ' 



IV. PRUEBA INTRADERMICA (HIPERSENSIBILIDAD TIPO.,. 

Ella prueb1 N basa In la detección de linfocitos T4 sensibilizldos, obteniendo 

respuesta si el individuo previamente ha tenido contacto con el Ag. Dicha 

rupuest1 se manifiesll como inflamación en el área donde se realizó la prueba. 

Tiene 11111yor utilidad con infecciones crónicas por la persistencia de Ac. Se debe 

de considerar que los animales a probar no deben recibir antibióticos, 

oorticosteroides o vacunas dentro de las 72 horas previas al ellllmen, par• evitar 

inmunosupresión; notificar si está gestante, ya que en este estado fisiológico 

existe una supresión de Ac, y verificar la edad por el retraso funcional de la 

producción de /lle que presentan los individuos a temprana edad (37). 

· Se ha utilimdo una prueba de sensibilidad en la piel de ovinos con AEO, 

concluyendo que la diferencia en la reacción cutánea entre los animales 

infectados y los controles positivos es muy pequel'\a para tener valor diagnóstico. 

Sin embargo Rodolakis, Dufrenoy y Souriau (1977) al utilizar eata misma prueba 

de hipersensibilidad en piel en cabras afectadas por clamidia obtuvieron 

re1Ultados satisfactorios. Los titules de Ac bajan a niveles de preinfección durante 

un periodo latente hasta manifestarse la infección con aborto (101 ). 

Wilsmore y Abduljalil (1984), detectaron la presencia de la cepa de aborto C. 

psittacl A22 en corderos de 83-134 días de edad y ovinos Oorset de 2 al'los de 

edad que se expusieron al Ag en forma natural y artificial, se realizó la prueba 

intradérmica utilizando 0.1 mi en ambos párpados inferiores de 28 individuos. Se 

midió el espesor de la piel previamente y postinoculación, realizándose lecturas a 

las 24, 48 y 72 horas; obteniéndose una mejor reacción de piel a las 72 horas. La 

prueba fue considerada como positiva al existir una inflamación de más de 2 mm 

en los párpados. Asl 15 de los 28 ovinos presentaron reacción positiva, ninguno 

de los corderos tuvo títulos elevados de Ac durante el experimento, y sólo 4 

hablan presentado títulos elevados de Ac poco tiempo despues del nacimiento. 

Esto se debe probablemente a las inmunoglobulinas adquiridas pasivamente a 
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tr•v61 del C8lo1tro. Lo1 corderos que m8nife1t•on UM rucc:ión, ..-na• 
· elC8nUl'Oll lol 2 mm de groaor, prob8blemente debido • 18 i111118durez de IU 

mec8nillTIO de inmunld8d celuler . 

Tre1 ovinos • los que se les realizó esta prueb1 tuvieron reault8dol negetivo1 y 

po1tlriom!ent1 deurrott1ron AEO. Esto puede deberu • I• feeilidlld de cl.midi• 

por rep!IC8rse, por 11 81C8M respuest1 inmune de 81101 8f'lim.le1 princijllllmente 

dur8"11la1111taci6n 11•2). 



V .. HIBRIDACION CON SONDA DE ADN. 

E1 el eparemiento de dos cadenas c:omplement1ri1s de AON. Elle ..,.,..,,..lenlO 
•• entre lo1 nucleótido1 A-T, (poaee 2 puente1 de unión) y Q.C, (poaee tre1 

puentH de unión). El AON (de la mueatre) •• calienta a 90'C o ae aomel• a 

IOluciones alcalinas para que 101 puentes de hidrógeno que unen a la1 cadenal 

H de1truyan, abriendo la cadena; esto sucede principalemte en la unión A-T por 

Hr m4l1 fr41gil. Se le allade la sonda genética que es un fragmento de AON 

marcado con Isótopos radiactivo•, biotina o avidin1, el cual •• complemenlario del 

AON del microorgani1mo que deseamos identificar. 

Hewinson y Grifliths (1991), emplearon PCR y técnicas de hibrideción con el 

producto de PCR para diferenciar C. psittaci cepas no invasivas (intestinales) de 

cepas invasivas o patógenas (abortivas y queratoconjuntivitia) a aprtir da 

muestras de ovinos y bovinos, utilizando un iniciador que reconoce el gane de la 

PPME. Se amplificó el segmento de ADN, se tillaron los resultados y ae 

observaron con luz ultravioleta. Posteriormente se transfirieron estos segmentos a 

filtros de nylon para proceder a la hibridación y conocer la secuencia del ADN de 

una cepa aviar. Obteniendo como resultado que la cepa patogénica hibridizó con 

la cepa aviar, por la homologia que existe entre ambas, aunque estos ra1ultados 

fueron refutados por Herring (1991 ), advirtiendo que las muestras trabajadas 

posiblemente se encontraban contaminadas logrando así estos resultados 

(54,55,57). 

: Comunic.1ci6n \Crbal MVZ. Sahagím. 



VI. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR). 

El ADN es una cadena compuesta de 4 tipos de nucleótidos: adenina, timina, 

guanina y citosina cuya secuencia determina la información gen6tica. 

Saiki (1985) publicó el desarrollo de la técnica de reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) que permile sintetizar un número ilimitado de copiH de 

cualquier gene. Asia partir de una sola molkula de ADN el PCR genere 100,000 

millones de mol6culas id6ntica1 en unas cuantas horas (106). 

PCR •• la amplificación de un segmento de ADN (del microorganismo de la 

muestra) el cual esta limitado en sus extremos por dos iniciadores (primera). Esta 

técnica demuestra la presencie o ausencia de una secuencia gen6tica (145). 

La reacción incluye : el ADN blanco (muestra), la enzima Taq polimerasa que es 

la que permite la síntesis de ADN, dinucleótidos y 101 iniciadores, que son 

secuencias de ADN de 15 a 20 nucleótidos que ion complementarios a 101 

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 la• cadenas 

de ADN, posteriormente se disminuye la temperatura hasta 60"C para permitir la 

hibridación de los iniciadores con el ADN blanco y el último paso e1 elevar la 

temperatura a 72°C para permitir la síntesis del ADN por la presencia de la 

enzima Taq polimerasa. 

Al final de cada ciclo el número de cadenas se duplica obteniendose un 

crecimiento logarítmico del segmento amplificado' Et produe1o de PCR es 

analizado por electroforesis en gel de agarosa, por hibridación por una sonda de 

ADN específica (56,95). 

Se ha desarrollado PCR para detectar a clamidia, siendo un método que se puede 

realizar en un día de trabajo y permite distinguir entre cepas ovinas intestinales y 

abortivas de C. psiltaci provenientes de ovinos y ganado bovino (106) 

1 ComunicHción \·crbal M VZ. Sahagim 



HewinlOl'I et el., en (1891) • lmai (1993) hMI obHrv8Clo que el trlbltjer con 
muettru conlemlnlda• con 161o el 5% de hecll di1mlnuye .. Mnllbilid8d de 

PCR, pero neo .. IOluelona, centrifugllldo I• llllllllr• • 10.000 rpm durente 5 

minulOI pere eumeni. hel1a 100 vece1 la .. n1ibilidad (56,60). 

Al utiliur nta 16cnlcll • logra obtener el reaull1do en un di• de treblljo (en 
pronlldio de 4-5 hores. ), y •ún con cl1111idie no vieble .. obtienen rnultado• 

po11tlvos por 1U rHCCión •tpeClfice y de elle Mnlibilidlld (56). 

PCR e1 compereble con I• r11>idez de ELISA y 11 wn1ibilidald del 1i1l1miento en 
CC, siendo eai millmO 200 v-1 milis tenaible que le linel6n de GiemN e IF 

lndirtc:t• (60). Sin embargo por 1U alta eensibilidad .. requiere de muc:ho cuid8do 

el mlll8jllr las mue1tra1 1)8r• evitar le eontamineción con otros microorgenill'llOI, 

y obt-r resultado• faltos positivos. Para 1vitar esto e1 necealll'io utilizar 

durante el prac:edimiento un control negativo sin ADN y prel)8r• IH toluc:ione1 

para PCR en un cuarto por separado con material nuevo, UIM todo lo ~Nrio 

para evitar contaminación por contacto con piel del trabajador y rediar la 

preparación con rayos ultravioleta previamente al procedimiento. (145) 
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