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Resumen 

LILIANA SÁNCHEZ ROCHA. Presencia de Chlamydia abortus en cabras de México. 
Bajo la dirección de: Dra. Beatriz Arellano Reynoso, Dr. Efrén Díaz Aparicio y Dr. 
Rigoberto Hernández Castro 
 

Chlamydia abortus es el agente etiológico del aborto enzoótico en pequeños rumiantes 

(AEPR), una de las principales causas de aborto infeccioso en pequeños rumiantes y 

generador de grandes pérdidas económicas en la industria pecuaria a nivel mundial. 

Actualmente el AEPR es considerada una enfermedad exótica en México por lo cual los 

métodos para su diagnóstico clínico no se encuentran disponibles, no obstante, en los 

últimos años se han realizado reportes que indican su implicación en abortos de cabras 

dentro de la República Mexicana. El objetivo de este estudio fue determinar la presencia 

de C. abortus en casos de abortos en rebaños caprinos de los estados de Veracruz, 

Jalisco, Coahuila, Querétaro y Puebla. Se tomaron muestras de exudado vaginal de 

cabras de parto reciente con historial de aborto, de cabras con aborto reciente y de fetos 

abortados. Se obtuvieron 186 muestras procedentes de 49 rebaños de los estados de 

Coahuila, Jalisco, Puebla, Veracruz y Querétaro. El aislamiento bacteriano se realizó 

infectando la línea celular L929 con las muestras clínicas y utilizando C. abortus  cepa 

A.22 como cepa de referencia. Paralelamente se realizó la prueba de PCR que amplificó 

un fragmento de 342 pb correspondiente a los genes ribosomales 16S, 5S y 23S. Los 

productos de amplificación fueron secuenciados y comparados con la base de datos del 

GenBank para determinar homología y posibles cambios en la secuencia de nucleótidos.  

Mediante el aislamiento se encontró un 23.1% de muestras positivas a inclusiones 

clamidiales durante la infección en las células L929. Por otro lado la PCR mostró un 

9.6% de muestras positivas. El análisis de la secuencia de los productos de amplificación 

mostraron una homología del 99% con C. abortus cepa A.22, FAS, S26, EBA y VPG. 

Este reporte confirma la presencia de C. abortus en muestras clínicas de abortos de 

cabras en México mediante aislamiento bacteriano, PCR y secuenciación. Las técnicas 

como el aislamiento bacteriano y pruebas moleculares son una excelente combinación 

para el diagnóstico de C. abortus en nuestro país. 
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Abstract 

Chlamydia abortus is identified as the etiological agent for enzootic abortion in small 

ruminants or ovine enzootic abortion (OEA), it is one of the main causes of infectious 

abortion in small ruminants and generates great economic losses in the livestock industry 

worldwide. Currently OEA is classified as an exotic disease within the federal republic of 

Mexico, and for OEA this signifies the categorical absence of clinical diagnostic methods 

in our country. However, in recent studies, performed over the past several years, OEA 

began to be an increasingly likely culprit and a suspected contributing factor to a 

significant number of goat abortions nationwide. The aim of this study was to determine 

the presence of C. abortus in cases of abortions in goat herds in the states of Veracruz, 

Jalisco, Coahuila, Querétaro and Puebla. For the purpose of this research an 

investigation was conducted towards goats with recently known cases of abortion and 

with a history thereof; here, the vaginal swabs of such goats was sampled and tested for 

the presence of C. abortus. In total 186 samples from case studies were obtained from 49 

different goat populations in the states of Coahuila, Jalisco, Puebla, Veracruz and 

Queretaro. Bacterial isolation was performed by means of realizing the infection of 

cellular line L929 by direct exposure to the clinical samples. In these cases C. abortus 

stain A.22 was used as a reference. Parallel to induced infection, PCR testing was 

performed as a means to amplifying a fragment counting 342 bp, this genetic fragment 

corresponds to the ribosomal 16S, 23S and 5S genes. The amplified products were 

sequenced and compared to the GenBank database to determine homology and possible 

alterations in the nucleotide sequence. By means of visual isolation of the bacteria in the 

L929 cells C. abortus could be positively identified for, and was encountered in, 23.1% of 

the tested cases, furthermore the PCR showed 9.6% of positive samples. The 

sequencing analysis of the amplified products showed a 99% homology with C. abortus 

strain A.22, FAS, S26, EBA and VPG. This report successfully confirms the presence of 

C. abortus in clinical samples of goat abortions in Mexico by bacterial isolation, PCR and 

sequencing. Techniques such as bacterial isolation and molecular tests are a great 

combination for the diagnosis of C. abortus in our country.  
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1 Introducción 

1.1 Historia y evolución del Genero Chlamydia. 

     Las infecciones causadas por especies del género Chlamydia han sido descritas 

desde hace cientos de años, la primera descripción de tracoma se encuentra en el 

Papiro Ebers que data del año 1500 A.C. (1). En 1895 se describió una relación entre 

casos de neumonía en humanos que habían estado en contacto con aves psitácidas, en 

1930 se aisló el agente causal de la psitacosis y dos años después se describió por 

primera vez el ciclo de desarrollo intracelular de este agente. En 1934 Thygerson 

identificó un parecido en el ciclo de desarrollo del agente de la  psitacosis con aquel que 

causaba tracoma (2).  

Fue en 1936, en un rebaño de ovinos de Escocia, cuando Greig describió casos de 

abortos a los que les dio el nombre de Aborto Enzoótico de los ovinos (AEO) el cual se 

creía se producía a causa de carencias nutricionales (3). No obstante en 1950 Stamp 

demostró que se trataba de una enfermedad infecciosa causada por un microorganismo 

del grupo linfogranuloma venéreo psitacoso (4). Sin embargo, por varios años los 

integrantes del género Chlamydia fueron clasificados como virus debido a su 

incapacidad de crecer fuera de células vivas, posteriormente se les dio una clasificación 

intermedia entre virus y bacterias (5). 

Con la llegada de técnicas más desarrolladas y con la introducción del microscopio 

electrónico se pudieron realizar observaciones en las que se encontró que su pared 

celular semejaba a la de una bacteria Gram negativa, que poseía RNA y DNA, así mismo 

se realizaron ensayos en donde se descubrió su sensibilidad a antibióticos, de este 

modo en 1966 se les clasificó como bacteria, reconociendo dos especies; Chlamydia 

trachomatis y Chlamydia psittaci (6,7). 

En años consecutivos esta familia sufriría cambios importantes, dándose el primero en 

los años 80 a consecuencia del desarrollo de la clasificación basada en el DNA, se 

adicionaron Chlamydia pneumoniae y Chlamydia pecorum, para 1993 se reconocieron 

un total de 9 especies (C. trachomatis, C. suis, C. muridarum, C. pneumoniae, C. 

abortus, C. psittaci, C. felis, C. caviae y C. pecorum), pero en 1999 vendría otra 
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reclasificación importante por parte de Everett y colaboradores, en la cual esas nueve 

especies se agruparían en dos géneros; Chlamydia y Chlamydophila, considerando 

características de tipo morfológico, patogénicas, epidemiológicas y análisis genéticos (8). 

La clasificación no fue bien aceptada entre la comunidad científica y no fue adoptada 

uniformemente, así que en el 2011 se retomó un solo género; Chlamydia Tabla 1 (9). 

* Phylum: Chlamydiae, * Clase: Chlamydiia, * Orden: Chlamydiales, * Familia: 

Chlamydiaceae, * Género: Chlamydia,  * Especies: 9. 

 

Especies Hospedero principal Antigua clasificación 

  Chlamydia Chlamydophila 

C. trachomatis Humanos    

C. suis Porcinos    

C. muridarum Ratones    

C. psittaci Aves    

C. felis Gatos    

C.abortus Ovinos, caprinos, Bovinos    

C. caviae Cuyes    

C. pecorum Bovinos, Porcinos, Koalas    

C. pneumoniae Humanos, Koalas, caballos    

 

Tabla 1.- Clasificación actual y antigua del género Chlamydia (7). 
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1.2 Chlamydia spp. 

Chlamydia es una bacteria Gram negativa, de forma cocoide, no móvil, intracelular 

obligada ya que no es capaz de producir eficientemente compuestos de alta energía 

como el ATP, posee un genoma de entre 1.1 – 1.25 Mb (10).  

Presenta un ciclo de desarrollo multimórfico asincrónico, el cual cuenta con dos formas 

de la bacteria, denominadas cuerpo elemental (CE) y Cuerpo reticular (CR) Figura 1. 

Dentro de la célula estos cuerpos residen dentro de una vacuola a la que se le conoce 

como Inclusión (9). Ambas formas poseen lipopolisacáridos (LPS) y a diferencia de la 

pared celular bacteriana típica no posee ácido murámico, por lo que en lugar de 

peptidoglicano, la pared está constituida de proteínas de membrana externa que se 

entrelazan por puentes disulfuro confiriéndole rigidez, exhibe proyecciones de forma 

hexagonal conformadas por nueve subunidades que forman el sistema de secreción tipo 

III (9,11). 

Estructura y ciclo de desarrollo: 

El CE tiene un tamaño de entre 0.2 y 0.4 m de diámetro, es antigénico, no proliferativo, 

posee una pared trilaminar rígida que lo hace ser osmóticamente estable (12,13) y el 

ADN se encuentra altamente compactado (9). 

El CR tiene un tamaño aproximado de 0.6 y 1.2 m de diámetro, su ADN está menos 

denso, no son antigénicos, obtiene nutrientes del citoplasma de la célula y se multiplica 

por fisión binaria, posee un menor número de enlaces disulfuro entre sus proteínas de 

membrana por lo que son lábiles, osmóticamente inestables e incapaces de infectar 

otras células (12,14).  

El ciclo de desarrollo de Chlamydia puede dividirse en 5 eventos importantes: 

1) Adherencia y entrada. 2) Transformación primaria. 3) División. 4) Transformación  

secundaria. 5)  Liberación de nuevos cuerpos elementales. 
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Adherencia y entrada: 

Se desarrolla en dos sucesos: El primero se da por una interacción electrostática 

reversible, el segundo evento es irreversible al darse el reconocimiento específico 

ligando-receptor entre el CE y la célula huésped (9,15). 

Transformación primaria 

Tras la entrada de los cuerpos elementales a la membrana de la bacteria, estos forman 

poros para ser permeables al ATP del hospedador (9). Al penetrar metabolitos como 

fosfatos ricos en energía y aminoácidos, aumenta su actividad metabólica y forma 

proteínas involucradas en la translocación de moléculas, en la modificación de la 

inclusión y otras funciones desconocidas, de este modo el cuerpo elemental se 

transforma en reticular (10–12,14). 

La inclusión intercepta vesículas derivadas del aparato de Golgi, de donde obtiene 

esfingomielina y colesterol que utiliza para asemejar una vesícula exocítica, de tal modo 

que no es detectada y evade su destrucción (16,17).  

División celular 

La multiplicación de Chlamydia se da por fisión binaria de los CR, las primeras divisiones 

pueden ser observados de 8-10 horas post infección, la inclusión crece llegando a 

ocupar gran parte del citoplasma y desplazando al núcleo a la periferia, el ciclo termina 

alrededor de 40 a 72 horas después de la infección, cuando la célula hospedadora no 

puede mantener las exigencias de nutrientes de parte de las Chlamydias en división 

(9,11). 

Transformación secundaria 

Los cuerpos reticulares madurarán al reducir su tamaño y reorganizar su pared celular, 

dando la formación de cuerpos intermedios y posteriormente a los CE, la transformación 

se da de modo asincrónico por lo que se pueden encontrar mezclados diferentes 

estadios de maduración de los CR dentro de la misma inclusión en las últimas horas del 

ciclo (12,18). 
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Salida 

Se han caracterizado dos modelos independientes que ocurren aproximadamente con la 

misma frecuencia in vitro: 

1) Lisis      2)  Extrusión 

La lisis es un proceso rápido que se da la por la disgregación de la membrana de 

inclusión y de la membrana plasmática como resultado de la acción de varias proteasas, 

liberando las Chlamydias junto con restos de la célula. 

La extrusión es un proceso lento, en el cual se da el empaquetamiento de varios 

cuerpos clamidiales en vesículas provenientes de la inclusión para después ser liberadas 

envueltas en la membrana celular (19). 

El ciclo se puede detener, permanente o temporalmente en la fase de cuerpo reticular, 

denominándose entonces cuerpo persistente, estos son cuerpos reticulares más 

grandes, que se dividen lentamente. Uno de los mecanismos que induce un estado 

persistente es la presencia de interferón gamma (IFN-). Este estado críptico conlleva la 

reducción en la expresión de antígenos, cambios de la morfología y la pérdida de la 

infectividad. Esta fase puede ser temporal y luego continuarse el ciclo, los cuerpos 

persistentes podrían ser una adaptación de la bacteria al hospedador para evitar el 

sistema inmunológico, reducir una virulencia innecesaria o mantenerse viable en 

condiciones adversas (12,16). 
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Figura 1.- Ciclo de desarrollo de Chlamydia spp. Inicia con la unión de CE a la 

célula huésped formando una inclusión citoplasmática, los CE se diferencian a 

CR para replicarse, posteriormente se reorganizan en CE y salen de la célula. 

Ante altos niveles de IFN- los CR adoptan formas aberrantes que pueden revertir 

al eliminar las condiciones adversas para la bacteria. Tomado de Caro, M. et al. 

2009 (20). 
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1.3 Aborto enzoótico de los pequeños rumiantes 

 

Definición 

El aborto enzoótico de los pequeños rumiantes (AEPR) es una enfermedad infecciosa 

que causa afecciones de tipo reproductivo, como abortos, nacidos muertos o nacidos 

débiles que mueren poco después, ocurre en ovinos, caprinos y puede darse también en 

bovinos. Su agente etiológico es Chlamydia abortus, tiene una distribución mundial, ha 

sido reconocida como la principal causa de pérdidas reproductivas en cabras y borregos 

en países del norte de Europa, se ha reportado que  C. abortus ha provocado 

aproximadamente el 44% de todos los abortos infecciosos diagnosticados en el Reino 

Unido (21). 

AEPR se presenta típicamente en el último tercio de la gestación, alrededor de las 

últimas dos o tres semanas, más comúnmente como resultado de una infección 

persistente, los animales infectados resultan muy complicados de diagnosticar ya que 

usualmente no se presentan signos clínicos previos al aborto aunque en algunos 

individuos se pueden observar descargas vaginales 24 horas antes de que se dé el 

aborto (21,22). 

 El impacto económico de estos abortos es muy alto, dado que un tercio de los animales 

gestantes en un rebaño, ocasionalmente más, abortarán a la siguiente época de parición 

después de la primera exposición a C. abortus, estos niveles altos de abortos persistirán 

durante dos o tres años hasta que casi todas las hembras del rebaño hayan abortado, 

posteriormente la enfermedad adquiere un carácter cíclico en el que solo hay de 1 al 5% 

de abortos, hasta que exista un nuevo brote cuando el rebaño haya sido repoblado con 

hembras primalas (23).   

Transmisión 

El ciclo inicia con la introducción del patógeno al hospedador, el foco principal de 

infección son los abortos, membranas placentarias y fluidos vaginales, de tal modo que 

las principales rutas de transmisión son a través de contacto directo con estos 



 
14 

elementos, por ingesta de alimentos contaminados, o por inhalación de aerosoles del 

ambiente contaminado. Sucesivo a éste primer contacto se da la primera infección en 

tonsilas, donde C. abortus se multiplica para después diseminarse por sangre o linfa  

hasta llegar a colonizar órganos secundarios como el hígado, bazo y pulmones, en 

donde permanecerá indetectable (24,25).  Si estas hembras se encuentran en las últimas 

5 o 6 semanas de gestación o bien no están gestantes, desarrollarán una infección 

latente mostrándose aparentemente sanas hasta la siguiente temporada de partos (26). 

Las cabras con menos de 100 días de gestación son las más susceptibles, aunque 

pueden infectarse a cualquier edad si las condiciones de riesgo están presentes (23). 

Patogenia 

Tras la gestación de la cabra la modulación inmune libera a la bacteria de su estado de 

supresión permitiendo su multiplicación en los órganos de colonización secundarios, 

provocando una segunda bacteremia que inicia con la infección de la placenta (27,28).  

Alrededor del día 60 de la gestación, se desarrollan hematomas en los hilios de la 

interface materno-fetal de los placentomas debido a la fusión entre células binucleadas 

trofoblasto fetales y las células maternas (29), lo que resulta en un intercambio de sangre 

entre el feto y la madre, es probable que C. abortus aproveche este evento para pasar 

de la madre al feto y así se establezca en las células epiteliales del trofoblasto. 

La patología placentaria se observa a partir del día 90 de gestación, sin embargo se han 

detectado anticuerpos contra C. abortus alrededor del día 60 de la gestación, 

coincidiendo con la aparición de los hematomas (30). Una vez en la placenta, C. abortus 

crece eficientemente y se extiende fuera de la región intercotiledonaria del corion, 

ocasionando daños en el epitelio, edema e inflamación causada por la infiltración de 

neutrófilos, macrófagos linfocitos y células plasmáticas, el nivel de inflamación es 

variable, ya que no todos los placentomas se infectan (31). 

La principal característica patológica en las infecciones por C. abortus es la necrosis  del 

epitelio endometrial y del trofoblasto fetal (32). El daño causado por la inflamación 

modifica el desarrollo del corioalantoides, es por esto que se piensa que el aborto es una 

consecuencia de diversos factores en las que las funciones de la placenta son 
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interrumpidas; la función metabólica: por trombosis vascular inducida por citocinas 

compromete el intercambio de nutrientes y oxígeno que lleva a un estrés fetal; la 

disrupción del epitelio coriónico por un crecimiento descontrolado de C. abortus provoca 

la pérdida de la función endócrina en la que hormonas esenciales para el mantenimiento 

de la gestación no pueden ser producidas por la placenta, tales como la progesterona, el 

estradiol y lactógeno placentario (22,33,34). Todos estos factores pueden conllevar a 

que en los dos últimos meses, particularmente en las últimas dos semanas de la 

gestación se dé el aborto, en el cual se liberará una gran cantidad de Chlamydias. 

Las hembras que hayan abortado una vez desarrollarán inmunidad que las protegerá en 

la siguientes gestaciones y su futuro potencial reproductivo no se ve comprometido, sin 

embargo podrán seguir eliminando la bacteria en cada temporada de parición de siete a 

catorce días después del parto, se ha reportado hasta por un periodo de tres años (35).  

Signos clínicos y lesiones: 

Aunque la enfermedad cursa sin signos clínicos aparentes, pueden observarse 

descargas vaginales hasta 48 horas antes de la pérdida del producto, estas descargas 

pueden continuar por dos o tres semanas (36). 

Se pueden encontrar membranas placentarias necróticas, engrosadas de color amarillo 

rojizo con aspecto arenoso, exudado vaginal de color rosa con apariencia sucia, los fetos 

abortados usualmente están bien desarrollados y no tienen anormalidades anatómicas 

graves (22,31). En algunos casos se puede observar  cubiertos de material amarillento o 

rojizo, edema subcutáneo o difuso, no hay lesiones macroscópicas específicas, 

histológicamente afecta abomaso, hígado, bazo, pulmón, en caso de que la inflamación 

haya sido severa se puede encontrar evidencia de hipoxia en el cerebro (32). 

Zoonosis 

El control de esta enfermedad no solo es importante desde el punto de vista de la 

sanidad animal, sino que además representa un riesgo zoonótico para los grupos 

expuestos ocupacionalmente en actividades pecuarias durante el manejo y cuidado de 

animales enfermos o portadores asintomáticos. El riesgo se incrementa en sujetos 
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inmunocomprometidos y en mujeres embarazadas, ocasionando abortos espontáneos, si 

la infección ocurre en el primer trimestre puede causar mortinatos y labor prematura (5). 

Se ha aislado C. abortus en casos de abortos en mujeres de países como Francia, USA, 

Suiza, Países bajos, Italia, Reino Unido, por mencionar algunos, adicionalmente al 

aborto, pueden aparecer complicaciones, como falla renal aguda, coagulación 

intravascular diseminada o dificultades respiratorias que requieren ventilación mecánica, 

rara vez es fatal cuando se diagnostica a tiempo y se aplica terapia adecuada (30,37).  

Diagnóstico  

El diagnóstico presuntivo se puede realizar con base en el historial clínico del rebaño, el 

periodo de tiempo del aborto (últimas dos a tres semanas de la gestación) y observación 

de las lesiones en las membranas placentarias, Se debe realizar un diagnóstico 

diferencial de  otros patógenos que causan abortos al final de la gestación, tales como 

Brucella melitensis, Coxiella burnetti, Listeria monocytogenes, Leptospira interrogans, 

Toxoplasma gondii, Campilobacter fetus, Salmonella abortus, o bien con abortos no 

infecciosos, el diagnóstico se puede dar de forma directa; detectando los cuerpos 

clamidiales o bien indirectamente detectando los anticuerpos contra Chlamydia (7). 

Frotis: Se realizan a partir de las vellosidades coriónicas afectadas, para teñir se utiliza 

Machiavello modificado, Gimenez, Giemsa, Stamp o Ziehl Neelsen modificado (38) 

Serología: Una de las primeras pruebas serológicas utilizadas para el diagnóstico de 

Chlamydia fue la fijación del complemento; sin embargo, debido a su dificultar para la 

estandarización y de su falta de especificidad, se prefiere utilizar la técnica de 

inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA), ésta ha sido una de las principales 

herramientas de diagnóstico gracias a su rapidez, facilidad, por ser adecuada para el 

análisis de un gran número de muestras (39), y por tener alta sensibilidad y 

especificidad. Se basa en el reconocimiento de regiones específicas de la proteína 

mayor de la membrana externa MOMP y fragmentos de proteína recombinante de la 

familia POMP, proteína polimórfica de membrana externa (40,41). 



 
17 

Detección DNA: Tras la introducción de la PCR se aumentaron considerablemente las 

posibilidades de la detección de Chlamydia, aportando grandes ventajas como lo es la 

diferenciación de la especie, la rapidez al no tener que recurrir al cultivo celular y su alta 

sensibilidad (42). Sin embargo, hay que tomar en cuenta el riesgo de contaminación 

cruzada entre muestras y la producción de falsos negativos resultantes de las sustancias 

inhibidoras del PCR en las mismas muestras (38). 

Aislamientos: Se puede realizar a partir de cotiledones, membranas placentarias, hígado 

pulmones fetales y exudado vaginal; estas muestras deben mantenerse en el medio de 

transporte específico para Chlamydia: Sacarosa/fosfato/glutamato (SPG) para ayudar a 

preservar la viabilidad de la bacteria cuando deba ser congelada. C. abortus sólo puede 

aislarse en células vivas; por tanto, se requiere disponer de instalaciones y equipos para 

el cultivo en embriones de pollo o en cultivos celulares, con las correspondientes 

medidas en cuanto a contención de bioriesgo (43). Posterior a la infección se debe 

realizar la técnica de inmunofluorescencia para poder visualizar al agente patógeno. 
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2 Impacto del AEPR en la caprinocultura mexicana 

2.1 Caprinocultura en México 

Las cabras son uno de los pocos animales que pueden aprovechar eficientemente zonas 

áridas, semiáridas, trópico, zonas templadas y utilizar diferentes tipos de forrajes, lo cual 

da ventaja a nuestro país al tener las condiciones para la cría de caprinos en casi todo 

su territorio, las cabras pueden contribuir a la industria del país a través de la venta de 

leche, carne, venta de estiércol, cueros y subproductos lácteos, como el queso, la cajeta, 

dulces y cremas, productos que son bien pagados a causa de la alta demanda que se ha 

acrecentado en los últimos años (44). 

A pesar del enorme potencial que la caprinocultura podría tener en nuestro país, su 

situación en México ha estado marcada por grandes rezagos tecnológicos, el alto costo 

de los insumos, servicios y la ausencia de los requerimientos mínimos de material, 

instalaciones, equipo y problemas sanitarios han sido la causa de que no se haya 

logrado un desarrollo pleno en este sector; sin embargo, es importante hacer notar que a 

pesar de todos estos obstáculos en el 2010 existían alrededor de 494,000 unidades de 

producción caprina y aproximadamente 1.5 millones de mexicanos se relacionaron con 

esta actividad productiva de forma primaria o secundaria (45).  

Las cifras preliminares de la población caprina del año 2012 arrojan un número de 

8,743,949 cabezas en el país, siendo Puebla el estado con mayor cantidad 1,291,119, 

seguido por Oaxaca con 1,193,426 cabezas y en tercer lugar Coahuila con 663,349 

cabezas (46), en este mismo año se produjeron 155,636 miles de litros de leche, con un 

valor total de producción de $731,179,000, siendo Coahuila el estado que más reporto 

con una cantidad de 53,382 miles de litros de leche, seguido por Guanajuato con 31,664 

miles de litros de leche y Durango con un aporte de 30,163 miles de litros de leche, en 

cuanto a la carne en canal, se obtuvieron en este mismo año 41,492 toneladas, con un 

valor total de producción de $1,867,178, siendo nuevamente Coahuila el mejor productor 

con 5,081 toneladas, seguido de Zacatecas con 4,045 toneladas, y por Oaxaca con 

4,033 toneladas de carne en canal (47). Enfermedades de tipo reproductivo podrían 

tener repercusiones en el desarrollo de de la caprinocultura y un retroceso en los logros 

obtenidos. 
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2.2 Situación del AEPR en México 

De acuerdo a la norma oficial Mexicana NOM-046-ZOO-1995 del Sistema Nacional de 

Vigilancia Epizootiológica, la cual previene, controla y erradica plagas que afecten a la 

ganadería nacional, se han clasificado las enfermedades en tres grupos según su 

presencia o ausencia en el país y al impacto que representan, el aborto enzoótico o 

clamidiosis se encuentra clasificada en el grupo I, en el cual se consideran aquellas 

enfermedades transmisibles con gran poder de difusión que no existen en el territorio 

nacional o en parte de éste y cuya aparición tendría graves consecuencias de tipo 

sanitario, socioeconómico y de comercio nacional e internacional, por tal motivo es de 

notificación inmediata y obligatoria (48,49). 

A pesar de que en la actualidad C. abortus continúa en este grupo se tienen reportes de 

su presencia desde hace varios años, fue desde la década de los 90, cuando se empezó 

a sospechar de la participación de Chlamydia en abortos de ovinos del altiplano (50), En 

1997 se realizó el primer reporte de aislamiento de lo que en aquel momento era C. 

psittaci serotipo 1, hoy C. abortus, en cabras (51). En el 2001 se demostró la presencia 

de Chlamydia en un proceso zoonótico, en nuestro país, a partir de ganado caprino 

infectado (52), Por medio de serología y aislamiento se demostró en el 2004 la presencia 

de C. abortus en borregos del estado de México, en el 2005 y 2006 se encontró en hatos 

caprinos de Michoacán (53,54), en el 2008 en borregos de los municipio de Almoloya de 

Juárez y Xalatlaco, en el estado de México (55), en el 2011 se realizó un estudio en 

cabras de Guanajuato en donde se aisló C. abortus del 26.9% de cabras muestreadas y 

se obtuvo una seropositividad del 9.60% (56), estas  observaciones fueron corroboradas 

en una publicación del 2014 en la que por medio de ELISA recombinante y PCR se 

identificó C. abortus en rebaños lecheros de Guanajuato (57). 

En el 2013 se realizó un trabajo en el cual se detectaron anticuerpos específicos contra 

C. abortus mediante la prueba de ELISA (Kit Instituto Pourquier®, Francia) en personas 

expuestas a riesgo en explotaciones ovinas en  Xalatlaco, se mostró una baja 

prevalencia de anticuerpos, no obstante la simple presencia de sueros positivos indica 

que la bacteria ha tenido contacto con las personas en por lo menos los cinco años 

siguientes a su aislamiento en dicho municipio (37). 
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3 JUSTIFICACIÓN 

 
El aborto enzoótico de los pequeños rumiantes representa una de las principales causas 

de abortos en hatos de ovinos y caprinos a nivel mundial, lo que resulta en grandes 

pérdidas económicas en estos sectores. Debido a su relevancia, en México ha sido 

clasificada en el grupo I de enfermedades exóticas que representan riesgos de tipo 

sanitario, socioeconómico y de comercio nacional e internacional, por lo cual la 

introducción al país de los elementos necesarios para su diagnóstico, control y 

prevención se encuentra bajo estricta regulación. Actualmente se cuenta con reportes de 

abortos a causa de C. abortus en diferentes estados de la república mexicana, por lo que 

es de vital relevancia confirmar estos reportes mediante la detección y aislamiento del 

agente etiológico, C. abortus. 

La falta de disponibilidad de los métodos diagnósticos  deriva en la ausencia de control 

sobre la enfermedad y en el desconocimiento del impacto real del AEPR en nuestro país. 

Se ha reportado que en países como España y Reino Unido, Chlamydia es la causa del 

50% de todos los abortos infecciosos diagnosticados, representado pérdidas de hasta 

£20 millones anuales (58,59).  Si el AEPR permanece como una enfermedad exótica en 

nuestro país seguirán sin autorizarse el uso de pruebas diagnóstico, en la actualidad 

países europeos utilizan sistemas inmunoenzimaticos especializados que logran el 

diagnóstico rápido y preciso durante brotes de abortos.  

En nuestro país es necesario demostrar la participación de este agente patógeno en 

casos de abortos, para de este modo implementar y estandarizar pruebas de diagnóstico 

rutinarias para C. abortus.  
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4 Hipótesis 

 

 Chlamydia abortus está presente en rebaños caprinos con  problemas de aborto 

en México. 

 

5 Objetivos generales 

 

 Determinar la presencia de C. abortus en casos de abortos en rebaños caprinos 

de los estados de Veracruz, Jalisco, Coahuila, Querétaro y Puebla. 

 

6 Objetivos específicos 

 

 Aislamiento de C. abortus utilizando las muestras de exudado vaginal de cabras y 

de fetos abortados en cultivo celular de fibroblastos de ratón (L929). 

 Detección de C. abortus por medio de inmunofluorescencia directa. 

 Identificación de C. abortus por medio de la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) amplificando una región de los genes ribosomales 16S, 5S y 23S. 

 



 
22 

7 Material y Métodos 

7.1 Muestreo 

Los exudados vaginales fueron obtenidos de rebaños con problemas de abortos, 

procedentes de los estados de Veracruz en donde se obtuvieron 67 muestras (36.02%), 

Jalisco con 25 muestras (13.44%), Coahuila con 82 muestras (44.10%), Querétaro con 7 

muestras (3.76%) y Puebla con 5 muestras (2.68%) (Gráfica 1). De estos estados se 

muestrearon 14 municipios y de estos 49 rebaños, en el estado de Veracruz se 

evaluaron 18 rebaños provenientes de los municipios de Centalpan Ayahualco, 

Coacoatzintla, Cosautlán de Carvajal, Jilotepec, Teacelo, Tepletlán, Totalco. En Jalisco 

el muestreo se realizó de 3 rebaños provenientes del municipio de Monte real Tonaya, 

en Coahuila las muestras se obtuvieron de 24 rebaños originarios de Matamoros, Viesca 

y Zaragoza, en Querétaro se obtuvieron de un solo rebaño del municipio de 

Tequisquiapan, y en Puebla se evaluaron 3 rebaños de los municipios Libres y 

Tepeyahualco. En total se obtuvieron 186 muestras. 

 

Gráfica 1.- Estados de la república muestreados. 
 

Se seleccionaron cabras con aborto reciente o cabras recién paridas con historial de  

abortos, se tomaron muestras de exudado vaginal dentro de un periodo de dos a tres 

semanas después del parto o del aborto; de igual modo se obtuvieron muestras de 
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líquido abomasal de dos fetos abortados. En el caso particular de puebla los exudados 

vaginales se realizaron más de un mes después del periodo de parto o aborto, tiempo 

que ha sido referido como el momento óptimo para la detección de C. abortus (36) 

 

7.2 Transporte de muestras clínicas 

Las muestras se tomaron con hisopos estériles, y se transportaron al laboratorio en un 

tubo cónico de polipropileno de 15 ml, adicionado con 2 ml de SPG (sacarosa–fosfato 

/glutamato), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, GIBCO, EE.UU.) y 

gentamicina (Invitrogen
TM

, EE.UU) Anexo1 (42) a 4°C. En el laboratorio se congelaron a  

-20°C hasta su procesamiento. 

Los hisopos fueron esterilizados y manejados como residuos biológicos-infecciosos 

antes de ser desechados. El medio de transporte que contenía las muestras fue 

transferido a microtubos estériles identificados y conservados a -20 °C.  

Todo el manejo de la bacteria viva o de las muestras en medio SPG se realizó en 

gabinete de seguridad (Veco, BH-012). 

 

7.3 Aislamiento e identificación de Chlamydia spp en cultivo celular 

Los aislamientos y la propagación de la cepa A.22 de C. abortus, se realizaron en el 

laboratorio de bioseguridad del departamento de microbiología e inmunología de la 

FMVZ certificado ante SAGARPA. 

La cepa de referencia A.22 previamente C. psittaci A.22 fue aislada de un aborto ovino 

en Inglaterra, Proveniente del Central Veterinary  Laboratory, New Haw,  Addlestone, 

Surrey KT15 3NB United Kigndom. Donada por  Petter C.  Griffiths, en  el año 1993.  

Permiso de importación otorgado por el Departamento de Autorizaciones  Zoosanitarias.  

Dirección  General de Salud Animal NO, 0012839, agosto  23, de 1993, otorgado a la 

MVZ Cristina Escalante Ochoa. Certificado Zoosanitario de  importación No. 27491. 

Propiedad de la FMVZ-UNAM. 
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Previo a la infección con las muestras clínicas, se propagaron monoestratos celulares de 

fibroblastos L929 de ratón en botellas de poliestireno de 75 cm
2
 (NUNC

TM
). Las células 

fueron cultivadas en Medio Mínimo Esencial (MEM) de Eagle (Invitrogen
TM

, EE.UU), 

suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB), aminoácidos no esenciales 1% 

(NEAA, GIBCO, EE.UU.), L-Glutamina 1% (Invitrogen
TM

, EE.UU) en condiciones de 

humedad en incubadora (NAIRE, UN-4750) a 37°C con un 5% de CO2 (50).  

Se utilizaron placas de poliestireno (NUNC
TM

) de 24 pozos con cubreobjetos de vidrio 

estériles de 12 mm de diámetro para la identificación de cuerpos clamidiales por la 

técnica de inmunofluorescencia, en paralelo se hizo uso de placas de 24 pozos sin 

cubreobjetos para efectuar pases ciegos adicionales en caso de ser necesario. La 

concentración celular que se empleó fue de 0.9 X 10
5
 células por pozo, dejándose 

incubar 24 h hasta obtener un 80-90% de confluencia (56).  

 

7.4 Proceso de infección  

Una vez alcanzada la confluencia de 80-90% se retiró el MEM-C por completo de cada 

uno de los pozos e inmediatamente se agregaron 100 μl del inóculo/pozo. Por cada 

muestra clínica se utilizaron 2 pozos, uno por placa. Cada placa contó con una muestra 

testigo positivo y testigo negativo.  

Las placas se colocaron en incubación durante 1 h a 37°C, para facilitar la infección se 

transportaron a una incubadora orbital por 30 min más, a 37°C y 50 rpm en condiciones 

de humedad (60). Tras este tiempo se agregaron 900 μl de MEM-C, adicionado con 

gentamicina 50 μg/ml y estreptomicina 100 μg/ml (Invitrogen
TM

, EE.UU.) a cada pozo. 

Las placas se mantuvieron en incubación a 37°C con un 5% de CO2 durante 72 h.   

Al concluir el periodo de incubación, se realizó un raspado en los pozos de las placas sin 

cubreobjetos para obtener el tapete celular, las células junto con el MEM se conservaron 

en microtubos estériles identificados y se mantuvieron a -70°C.  

A las placas con cubreobjetos se les retiró por completo el MEM-C y se les realizaron 3 

lavados con Solución Salina de Fosfatos (PBS)  de 5 min cada uno. Una vez retirado por 

completo el PBS se fijaron las muestras con 1 ml de metanol puro, en algunos casos se 
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sustituyó por acetona, ambos a -20°C por pozo, las placas se conservaron a -70°C hasta 

que se realizó la inmunofluorescencia.  

 

7.5 Determinación de cuerpos de inclusión 

Para la identificación de las inclusiones intracitoplasmáticas producidas por C. abortus se 

empleó la técnica de inmunofluorescencia directa utilizando la prueba comercial 

IMAGEN
TM

 Chlamydia test (OXOID, UK).  

Esta prueba comercial detecta el lipopolisacárido (LPS) de la bacteria, mediante el uso 

de anticuerpos monoclonales específicos marcados con fluoresceína.  

Para realizar la inmunofluorescencia directa se tomaron los cubreobjetos previamente 

fijados con alcohol o acetona y conservados a -70°C, se extrajeron de las placas y se 

dejaron secar a temperatura ambiente. A cada cubreobjeto fijado se le aplicaron 25μl de 

Fluoresceína-5-isotiocianato (FITC) diluido 1/5 con PBS y se incubaron en atmosfera 

húmeda por 30 min a 37°C. Como colorante de contraste en esta dilución se utilizaron 2 

μl de Azul de Evans al 0.5%. Una vez transcurrido este tiempo se realizaron 3 lavados 

con PBS y se secaron a temperatura ambiente (56). 

Los cubreobjetos secos se montaron sobre portaobjetos limpios con el medio de montaje 

proporcionado en el Kit, fueron fijados al portaobjetos con una pequeña cantidad de 

barniz alrededor del cubreobjetos y se observaron en microscopio de luz ultravioleta 

(Olympus IX71 y Leica DM1000) con objetivos de 40x y 100x.  

En caso de no visualizar inclusiones citoplasmáticas en la primera lectura, se realizaron 

pases ciegos de los inóculos que se habían conservado a -70°C,  se realizó la infección 

de la misma forma antes descrita de nuevos monoestratos celulares.  

Una muestra fue negativa si después de la realización de 2 pases ciegos no se 

detectaron inclusiones intracitoplasmáticas (38). 
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7.6 Propagación de la cepa de referencia C. abortus A.22  

Se propagaron monoestratos celulares de fibroblasto de ratón L929 en botellas de 

poliestireno de 75 cm
2
 (NUNC

TM
). Las células fueron cultivadas en Medio Mínimo 

Esencial (MEM) de Eagle (InVitro), suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB), 

aminoácidos no esenciales 1%, L-Glutamina 1%, en condiciones de humedad en 

incubadora (NAIRE, UN-4750) a 37°C con un 5% de CO2 (50).   

Una vez que alcanzaron de 80-90% de confluencia se procedió a hacer la propagación 

preparando el inóculo para la infección en un tubo cónico de polipropileno de 50 ml 

estéril, en el que para dos cajas de 75 cm
2
 se prepararon 15 ml de DMEM, dietil-Amino-

Etil-Dextrano en una concentración de 100 g/ml (DEAE, Sigma-Aldrich, EE.UU.), y un 

aproximado de 1% de la cepa de C. abortus, en la botella donde se cultivaron las células 

se eliminó el DMEM, cuidando de no desprender el tapete celular, se aplicaron 5 ml del 

inóculo por botella (se prepararon 5 ml más del inóculo para prevenir algún imprevisto y 

tener suficiente durante la infección) y se incubaron por 1.5 hrs a 37 °C con 5% de CO2, 

después de este tiempo se trasladaron a una incubadora de agitación orbital a 37 °C, 50 

rpm durante 20 min. A continuación se adicionaron 15 ml de DMEM complementado por 

botella y se dejaron incubar bajo las mismas condiciones. A las 48 h post infección se 

detuvo la división de las células L929 al agregar 2 g/ml de cicloheximida (Sigma-aldrich) 

por botella, se continuó su incubación hasta completar 7 días. Se realizó congelación a   

-70 y descongelación a 37°C cuatro veces, hasta observar que el tapete celular se 

hubiera desprendido en su totalidad, se colectó todo el medio y se transfirió a un tubo 

cónico de polipropileno de 50 ml y se centrifugó durante 10 min a 1,788 x g (Jouan, 

Modelo CR412) a temperatura ambiente, se obtuvo todo el sobrenadante, y se desechó 

la pastilla celular en la que quedaron los detritus celulares; el sobrenadante se repartió 

en microtubos de 2 ml los cuales se centrifugaron a 16,060x g durante 30 min a 

temperatura ambiente, a continuación solo se conservó la pastilla de todos los 

microtubos y se homogeneizaron en un volumen final de 600 l del DMEM 

complementado, se conservó en un criotubo identificado a -70°C. 
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7.7 Extracción de ADN 

Las muestras de exudado vaginal y de liquido abomasal de los abortos almacenadas a   

-20°C fueron homogeneizadas y de cada una se transfirieron 500 μl a un microtubo 

estéril el cual se inactivó mediante baño María (Cole Pamer, polystot, modelo 12105-30) 

a 80°C por 20 min.  

A continuación se adicionaron 100 μl de Buffer NET (50 mM NaCl, 125 mM EDTA, 50 

mM Tris HCl pH 7.6) y 50 μl de SDS al 24% (Concentración final de 3.4%), seguido de 

una incubación a 80°C durante 10 min.  

Al terminar la incubación se agregó RNAsa (Invitrogen
TM

, EE.UU) a una concentración 

final de 75 μg/ml y se incubó por 2 h a 50°C. Transcurrido este tiempo se aplicó 

Proteinasa K (USB Corporation, Ohio, EE.UU) a una concentración final de 325 μg/ml y 

se incubó a 50°C durante 90 min.  

Posteriormente se añadió un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 25:24:1 

(Fenol: Sigma-Aldrich, EE.UU, Cloroformo: JT BAKER, Alcohol isoamílico: JT BAKER) y 

se colocaron en un agitador orbital (LabLine modelo. 4630) durante 15 min. Finalizada la 

agitación se centrifugó a 16,060 x g durante 5 min a temperatura ambiente.  

El sobrenadante fue transferido a un microtubo nuevo, al que se le añadieron 0.6 

volúmenes de isopropanol y se homogeneizó, las muestras permanecieron inmóviles por 

un periodo de 2 h tras las cuales se centrifugó a 16,060 x g durante 15 min.  

Se agregó 1 ml de etanol frio (-20°C) al 70% y se centrifugó durante 5 min a 16,060 x g, 

al final de la centrifugación se eliminó el etanol y se permitió que los restos de etanol se 

evaporaran durante toda la noche. Por último la se resuspendió la pastilla con 25 μl de 

agua libre de DNAsas y se realizó la cuantificación de nucleótidos por espectrofotometría 

con un espectofotometro NanoDrop ND-1000 (56).  
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7.8 Iniciadores 

Para la identificación de C. abortus por PCR se utilizaron iniciadores que amplifican un 

fragmento de 342 pb el cual contiene la región final de la subunidad 16S, la subunidad 

5S y una porción corta de la 23S (Figura 2). Los iniciadores fueron diseñados con el 

programa IDT SciTools Primer QuestSM, empleando la secuencia del operón ribosomal 

C. abortus A.22 depositada en el GenBank (56).  

16S Forward (5’-TGAGGCTGATGACTGGGATGAAGT-3’)  

16S Reverse (5’-GTCAATGCCAAGGCATCCACCAAT-3’) 

Figura  2.-  Mapa del operón ribosomal de C. abortus 16S. 

 

7.9 Condiciones de PCR 

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50 μl, con los siguientes 

elementos: 

1X de Buffer PCR (Thermo scientific, EE.UU), 3 mM de MgCl2, 400 μM de dNTP´s 

(Thermo scientific, EE.UU), 25 pmol de cada uno de los iniciadores, 1 U de DreamTaq 

Polimerasa (Thermo scientific, EE.UU) y 25 ng o más de ADN, dependiendo de la 

cantidad y pureza obtenida de la extracción de las muestras clínicas, como control 

positivo se utilizó C. abortus A.22 y como control negativo se usó agua libre de DNAsas. 

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador (PCR Express, Thermo 

Hybaid). El programa que se utilizó para la amplificación de C. abortus fue el siguiente:  

Después de un periodo de desnaturalización inicial de 5 min a 95°C, se realizaron 40 

ciclos de 1 min a 95°C, 30 seg a una temperatura de alineación de 63°C, luego 72°C 

durante 1 min y finalmente un paso de extensión final de 72°C por 10 min.  
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Los productos de amplificación se observaron en un gel de agarosa al 1% (Thermo 

scientific, EE.UU) teñido con bromuro de etidio (0.5 μg/ml). Para visualizar las bandas se 

utilizó un fotodocumentador (Kodak, Gel Logic200) (31). Las figuras fueron digitalizadas 

con el programa Kodak, Molecular Imaging Software v.4.0.2. (56) 

 

7.10 Secuenciación 

Las muestras que resultaron positivas a C. abortus por PCR fueron purificadas utilizando 

el sistema comercial QIAquick gel extraction, el ADN purificado fue obtenido en agua 

libre de DNAsas.  

Para la reacción de secuenciación se utilizaron de 70 a 90 ng de DNA con 10 pmol del 

iniciado delantero y otro tubo de reacción con 10 pmol del iniciador reverso en un 

volumen final de 16 l. La secuencia de nucleótidos fue determinada en ambas 

direcciones mediante el método Taq FS Dye Terminator Cycle Sequencing Fourescence-

Based Sequencing. La secuencia consenso y alineación de secuencias se realizó 

utilizando el programa de bioinformática vector NTI. La secuencia completa de 

nucleótidos fue sometida a la base de datos del GenBank para buscar homologías 

mediante el sistema Blast. La alineación se realizó con el programa ClustalW2 y el 

filograma se visualizó con el programa Tree view. La reacción de secuenciación fue 

realizada en la unidad de síntesis y secuenciación de DNA del Instituto de Biotecnología 

de la UNAM. 
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8 RESULTADOS 

8.1 Aislamientos 

Se realizó la infección de las células L929 con las muestras clínicas y posteriormente se 

efectuó la técnica de inmunofluorescencia para visualizar inclusiones clamidiales. De las 

186 muestras evaluadas se observaron inclusiones en 43 de ellas (23.11%), 13 

pertenecieron al estado de Veracruz, 7 a Jalisco, 18 a Coahuila y 5 a Querétaro (Tabla 

2). 

Estado No. De animales Positivos a aislamiento 
Porcentaje de 

 positivos por estado       
Negativos 

Veracruz 67 13 30.23% 54 

Jalisco 25 7 16.27% 18 

Coahuila 82 18 41.86% 64 

Querétaro 7 5 11.62% 2 

Puebla 5 0 0% 5 

 
186 43  143 

 
100% 23.11% 100% 76.9% 

 

Tabla 2.- Porcentaje de aislamientos bacteriológicos obtenidos de los 186 

animales muestreados. Realizados mediante cultivo celular, con células L929. 
 

De acuerdo a los aislamientos, el estado con más presencia de C. abortus en casos de 

abortos fue Coahuila con un 41.86% del total de aislamientos positivos. Tabla 2. 

 

El criterio que se utilizó para asignar un resultado positivo a las muestras fue el siguiente; 

se buscaron inclusiones redondas fluorescentes de color “verde manzana” en el 

citoplasma de las células L929, tras su identificación, la observación del mismo campo 

se realizó bajo luz blanca, para determinar que la estructura  se encontrara dentro de la 

célula y no sobre ésta. Se procuró una distribución uniforme de los elementos 

fluorescentes o inclusiones claras bajo ambas luces. Se presentaron casos en los que se 

observó puntilleo fluorescente en zonas determinadas con estructuras poco evidentes, 

estas muestras se tomaron como negativas y la fluorescencia se asoció a ruido de fondo 

(Figuras de 3-6). 
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Figura 3.-  Aislamiento positivo de exudado vaginal de cabra con aborto. Muestra 

procedente del estado de Coahuila, las flechas indican las inclusiones 

citoplasmáticas. La figura del lado derecho fue visualizada con microscopio de 

fluorescencia y la figura del lado izquierdo visualizada con luz blanca. Imágenes a 

100x. 
 

Figura 4.- Aislamientos positivos de exudados vaginales de cabras con aborto. 

Muestras procedentes de los estados de (A) Coahuila y (B) Veracruz. Las flechas 

indican inclusiones citoplasmáticas. La figura superior fue visualizada con 

microscopio de fluorescencia y la figura inferior visualizada con luz blanca. Imágenes 

a 100x. 

A 

A B 
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Figura 5.-  Aislamiento positivo de exudado vaginal de cabra con aborto. Muestra 

procedente del estado de Coahuila, las flechas indican las inclusiones 

citoplasmáticas. La figura del lado derecho fue visualizada con microscopio de 

fluorescencia y la figura del lado izquierdo visualizada con luz blanca. Imágenes a 

100x.    

Figura 6.- Aislamientos positivos de exudados vaginales de cabras con aborto. 

Muestras procedentes del estado de Veracruz. Las flechas indican inclusiones 

citoplasmáticas. La figura superior fue visualizada con microscopio de fluorescencia 

y la figura inferior visualizada con luz blanca. (A) Imagen a 100x. (B) imagen superior 

a 100x, imagen inferior a 40x. 

A 

B A 
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8.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La técnica de fenol: cloroformo: alcohol isoamílico fue realizada para la obtención de 

DNA proveniente de las 184 muestras obtenidas de exudado vaginal y de 2 muestras de 

liquido abomasal de abortos. Las PCR fueron efectuados a las 186 extracciones de ADN, 

sucesivo de una réplica, en el caso de positivos se realizó una segunda réplica.  

C. abortus fue detectada en 17 de las muestras de exudado vaginal que fueron 

obtenidas en un periodo no mayor a un mes postparto o posterior al aborto, asimismo fue 

detectada en uno de los fetos abortados provenientes de Coahuila. De los 5 estados 

muestreados únicamente Puebla no mostró resultados positivos, la toma de muestras 

para este estado a diferencia de los demás estados se realizó fuera del periodo de 

partos, periodo que ha sido referida como la etapa en la que la bacteria es eliminada y 

puede ser detectada.  

Por medio de ésta técnica se observó un 9.67% de positividad (Tabla 3), de las que se 

identificaron 2 muestras positivas de un mismo rebaño en el estado de Veracruz 

(11.11%), 5 muestras positivas de dos rebaños en Jalisco (27.77%), 5 muestras positivas  

de 5 rebaños distintos en Coahuila (27.77) y 6 muestras positivas de un solo rebaño en 

Querétaro (33.33%). 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3.- Número total de animales muestreados por estado y total de resultados 

positivos y negativos para la detección de ADN de C. abortus mediante la 

prueba de PCR. 

  

 

Estado No. De animales Positivos a PCR         
Porcentaje de  

positivos por estado 
Negativos 

Veracruz 67 2 11.11% 65 

Jalisco 25 5 27.77% 20 

Coahuila 82 5 27.77% 77 

Querétaro 7 6 33.33% 1 

Puebla 5 0 0% 5 

 
186 18  168 

 
100% 9.67% 100% 90.32% 
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Durante la visualización de los productos de amplificación de las muestras positivas se 

observó una ligera diferencia en el peso molecular entre los amplicones y el producto de 

amplificación de la cepa de referencia de C. abortus A.22 (Figuras 7 y 8). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.- Amplificación de la región del operón ribosomal de C. abortus en 

muestras de exudado vaginal de cabras que abortaron. Gel de agarosa al 1%, 

teñido con bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcador de peso molecular (Thermo 

Scientific™ 100bp). 2) Control positivo de C. abortus Cepa A.22. 3-9) Muestras 

provenientes de Querétaro. 10) Control negativo. 
 

 

Figura 8.- Amplificación de la región del operón ribosomal de C. abortus en 

muestras de líquido abomasal de fetos abortados. Gel de agarosa al 1%, teñido 

con bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcador de peso molecular 100pb. 2-3) 

Control positivo de C. abortus, Cepa A.22. 4-5) Muestras de líquido abomasal de 

fetos abortados. 6) Control negativo. 
 

   1        2        3        4         5        6        7       8        9        10    

342 pb 

342 pb 

    1      2       3      4      5      6        6 
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La región que fue amplificada por el PCR abarcó una fracción de la subunidad 16S, la 

subunidad 5S y un fragmento corto de la subunidad 23S, estas regiones son muy 

conservadas, de tal manera que 7 productos de PCR obtenidos de muestras clínicas 

junto con el producto de la cepa de referencia de C. abortus A.22, fueron secuenciadas 

en ambos sentidos. 
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8.3 Secuenciación 

Los productos de PCR positivos, así como el amplificado de la cepa control fueron 

purificados utilizando el sistema comercial Qiaquick (Qiagen) y enviados a secuenciar en 

ambos sentidos.  

Por otro lado, se analizó la secuencia de nucleótidos de la cepa de referencia A.22 en el 

programa Vector NTI y se determinó la ubicación de la región ribosomal amplificada por 

el PCR. De esta manera se precisó la zona de amplificación que incluye 70 pb de la 

subunidad 16S ribosomal, una región intergénica de 105 pb, la subunidad 5S ribosomal 

de 115 pb, otra región intergénica de solo 3 pb y 49 pb de la subunidad 23S ribosomal 

(Figura 9).  

 

                                           Subunidad 16S ribosomal 

TGAGGCTGATGACTGGGATGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCTACCGGAAGGTGGGGCTGGATCACCTCCTTTTAAG 

 

                                                    R e g i ó n    i n t e r g é n i c a 

GATAAGGATAACTGTCTTAGGACGGTTTGACTAGGTTGGGCAAGCATTTTTTAATCTTGTATTCTATTTCTTTTG 

 

                                                                                  Subunidad 5S ribosomal 

CATTGTTAAGCGTTGTTTCCAAAACAATTTTTTAAGGTTTTTTAACCGGAATTCCAAAAGGTTAATTGGTTTTAATTGGTTAAAAAATTAAAATTAATTGGGGTTAAAACCAAAAGGTTAAAAAA  

  

                                                                                SSuubbuunniiddaadd  55SS  rriibboossoommaall                                                                                                          RRII  

TTTTCCAACCAATTAATTAAAATTAAAATTAAGGAACCGGTTTTTTAAAAGGAAAATTAATTCCTTGGTTCCTTTTTTGGGGTTGGAAAAGGTTTTAAAATTTTTTGGCCAATTGGGGAATTCCAAAATTAAAATT  

 

                             Subunidad 23S ribosomal 

TTACAGACCAAGTTATTAAGAGTTATTGGTGGATGCCTTGGCATTGACA  

 

 

Figura 9.-  Secuencia de nucleótidos de la región de amplificación para el 

diagnóstico de C. abortus a través del PCR.  

1 70 

175 

290 

342 

293 
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 De los productos de amplificación purificados se secuenciaron 7 obtenidos a partir de 

muestras clínicas más el producto de la cepa de referencia C. abortus cepa A.22 (8), de 

las muestras clínicas solo se obtuvieron 6 secuencias adecuadas para su análisis (1G, 2, 

3, 4, 6, 7). De la muestra 1G (Coahuila) y 2 (Veracruz) resultaron 342 pb, de la muestra 3 

(Querétaro) se obtuvieron 148 pb, de la muestra 4 (Veracruz) se obtuvieron 265 pb, de la 

muestra 6 (Jalisco) se obtuvieron 273 pb, de la muestra 7 (Jalisco) se obtuvieron 167 pb 

y la muestra 8 correspondiente a C. abortus cepa A.22 se obtuvieron 302 pb. 

Se obtuvo la secuencia consenso utilizando el programa Bioedit y Vector NTI, la 

secuencia fue sometida a la base de datos del GenBank utilizando el programa Blast-n 

para determinar homologías. Se encontró homología del 99% con las cepas de C. 

abortus cepa A.22, FAS, S26, EBA y VPG, entre otras (Tabla 4). 

Cepa Origen Hospedador Muestra utilizada Acceso 

C. abortus cepa A22 USA Ovino 
 
Aislado de aborto 

U68444.1 

C. abortus cepa LLG Grecia Capino Aislado de aborto 
EF486856.1 

C. abortus cepa POS Grecia Ovino Aislado de aborto 
EF486857.1 

C. abortus cepa B577 USA Ovino Aislado de aborto 
U68445.1 

C. abortus cepa EBA USA Bovino Aislado de vaca 
U76710.2 

C. abortus cepa OSP USA Ovino Aislado de aborto 
U68446.1 

C. abortus cepa S26/3 Escocia Ovino Aislado de aborto 
CR848038.1 

C. abortus cepa VPG  Grecia Caprino Aislado de aborto 
EF486855.1 

C. abortus cepa FAS Grecia Ovino Aislado de aborto 
EF486853.1 

 

Tabla 4.- Cepas de C. abortus, origen, hospedadero y tipo de muestra. 
 

Las secuencias obtenidas de las muestras clínicas y de la cepa de referencia se 

alinearon por medio del programa ClustalW2 Phylogeny y fueron comparadas con las 

secuencias de las diferentes cepas homólogas encontradas en el GenBank.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1943884?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=EMUCXN7Z014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151413559?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=N31CNX4J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151413560?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=N31CNX4J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/2213647?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=N31CNX4J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4803853?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=EMUCXN7Z014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1943886?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=EMUCXN7Z014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/62147714?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EMUCXN7Z014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151413558?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EMUCXN7Z014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151413556?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=EMUCXN7Z014


 
38 

En las secuencias de las cepas de campo se observó una modificación en la base 98 del 

fragmento amplificado por PCR, correspondiente a la región intergénica entre la 

subunidad 16S ribosomal y la subunidad 5S ribosomal, en donde la base citocina que 

muestra la cepa de referencia es sustituida por una timina en las cepas de campo. Las 

secuencias de las cepas LLG y POS presentaron una diferencia en la base 151 de la 

región intergénica,  la cual exponen una citocina a diferencia de la timina mostrada en las 

demás cepas. En la cepa B577 se observó la sustitución de una guanina por una 

adenina a nivel de la base 56, correspondiente con la subunidad 16S ribosomal. 

Las cepas EBA, OSP, S26/3, VPG y FAS fueron idénticas a C. abortus cepa A.22 en la 

región de estudio (Figura10). 

Las secuencias alineadas fueron visualizadas en un filograma realizado por medio del 

programa Tree view (Page, 1996). Se pudieron observar 3 clados, el clado principal 

agrupa a las cepas VPG, FAS, S26/3, OSP, EBA y A.22, todas ellas idénticas en la 

fracción evaluada de 342 pb. Del clado principal se derivan dos ramas, en la primera de 

ellas se agrupan la mayoría de las secuencias resultantes de las muestras. La segunda 

rama comprende dos clados, uno solo con la cepa B577, única en mostrar una diferencia 

en la subunidad 16S ribosomal, y agrupadas en el otro clado las cepas LLG y POS, las 

cuales mostraron diferencia en la región intergénica, asociado a este clado se localiza la 

muestra clínica número 3, la secuencia de esta muestra abarcó 148 pb lo que la hizo 

menos específica que el resto de las muestras clínicas (Figura 11). 
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    C. abortus A22      –TGAGGCTGATGACTGGGATGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCTACCGGAAGGTGGGGCTGGATCACCTCCTTTTAAGGATAAGGATAACT 

                1 G     –TGAGGCTGATGACTGGGATGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCTACCGGAAGGTGGGGCTGGATCACCTCCTTTTAAGGATAAGGATAACT 

                  2     –TGAGGCTGATGACTGGGATGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCTACCGGAAGGTGGGGCTGGATCACCTCCTTTTAAGGATAAGGATAACT 

                  3     ----------------------------------------------------------------------------------------- 

                  4     -----------------------------------------TACCGGAAGGTGGGGCTGGATCACCTCCTTTTAAGGATAAGGATAACT 

                  6     ------------------------------------------------------GGCTGGATCACCTCCTTTTAAGGATAAGGATAACT 

                  7     ----------------------------------------------------------------------------------------- 

                  8     ------------------------------------------------AGGTGGGGCTGGATCACCTCCTTTTAAGGATAAGGATAACT 

    C. abortus LLG      –TGAGGCTGATGACTGGGATGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCTACCGGAAGGTGGGGCTGGATCACCTCCTTTTAAGGATAAGGATAACT 

    C. abortus POS      –TGAGGCTGATGACTGGGATGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCTACCGGAAGGTGGGGCTGGATCACCTCCTTTTAAGGATAAGGATAACT 

    C. abortus B577     –TGAGGCTGATGACTGGGATGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCTACCGGAAGGTGGGACTGGATCACCTCCTTTTAAGGATAAGGATAACT 

     C. abortus EBA     –TGAGGCTGATGACTGGGATGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCTACCGGAAGGTGGGGCTGGATCACCTCCTTTTAAGGATAAGGATAACT 

    C. abortus OSP      –TGAGGCTGATGACTGGGATGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCTACCGGAAGGTGGGGCTGGATCACCTCCTTTTAAGGATAAGGATAACT 

C. abortus S26/3 rc     –TGAGGCTGATGACTGGGATGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCTACCGGAAGGTGGGGCTGGATCACCTCCTTTTAAGGATAAGGATAACT 

    C. abortus VPGs     GTGAGGCTGATGACTGGGATGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCTACCGGAAGGTGGGGCTGGATCACCTCCTTTTAAGGATAAGGATAACT 

    C. aburtus FASs     GTGAGGCTGATGACTGGGATGAAGTCGTAACAAGGTAGCCCTACCGGAAGGTGGGGCTGGATCACCTCCTTTTAAGGATAAGGATAACT                        

 

                                                                        

    C. abortus A22      GTCTTAGGACGGTTTGACTAGGTTGGGCAAGCATTTTTTAATCTTGTATTCTATTTCTTTTGCATTGTTAAGCGTTGTTTCCAAAACAT 

                1 G     GTCTTAGGATGGTTTGACTAGGTTGGGCAAGCATTTTTTAATCTTGTATTCTATTTCTTTTGCATTGTTAAGCGTTGTTTCCAAAACAT 

                  2     GTCTTAGGATGGTTTGACTAGGTTGGGCAAGCATTTTTTAATCTTGTATTCTATTTCTTTTGCATTGTTAAGCGTTGTTTCCAAAACAT 

                  3     ----------------------------------------------------------------------AGCGTTGTTTCCAAAACAT 

                  4     GTCTTAGGATGGTTTGACTAGGTTGGGCAAGCATTTTTTAATCTTGTATTCTATTTCTTTTGCATTGTTAAGCGTTGTTTCCAAAACAT  

                  6     GTCTTAGGATGGTTTGACTAGGTTGGGCAAGCATTTTTTAATCTTGTATTCTATTTCTTTTGCATTGTTAAGCGTTGTTTCCAAAACAT 

                  7     ------------------------------------------------------TTCTTTTGCATTGTTAAGCGTTGTTTCCAAAACAT 

                  8     GTCTTAGGATGGTTTGACTAGGTTGGGCAAGCATTTTTTAATCTTGTATTCTATTTCTTTTGCATTGTTAAGCGTTGTTTCCAAAACAT  

    C. abortus LLG      GTCTTAGGACGGTTTGACTAGGTTGGGCAAGCATTTTTTAATCTTGTATTCTATTTCTTTTGTATTGTTAAGCGTTGTTTCCAAAACAT  

    C. abortus POS      GTCTTAGGACGGTTTGACTAGGTTGGGCAAGCATTTTTTAATCTTGTATTCTATTTCTTTTGTATTGTTAAGCGTTGTTTCCAAAACAT 

    C. abortus B577     GTCTTAGGACGGTTTGACTAGGTTGGGCAAGCATTTTTTAATCTTGTATTCTATTTCTTTTGCATTGTTAAGCGTTGTTTCCAAAACAT 

     C. abortus EBA     GTCTTAGGACGGTTTGACTAGGTTGGGCAAGCATTTTTTAATCTTGTATTCTATTTCTTTTGCATTGTTAAGCGTTGTTTCCAAAACAT 

    C. abortus OSP      GTCTTAGGACGGTTTGACTAGGTTGGGCAAGCATTTTTTAATCTTGTATTCTATTTCTTTTGCATTGTTAAGCGTTGTTTCCAAAACAT 

C. abortus S26/3 rc     GTCTTAGGACGGTTTGACTAGGTTGGGCAAGCATTTTTTAATCTTGTATTCTATTTCTTTTGCATTGTTAAGCGTTGTTTCCAAAACAT 

    C. abortus VPGs     GTCTTAGGACGGTTTGACTAGGTTGGGCAAGCATTTTTTAATCTTGTATTCTATTTCTTTTGCATTGTTAAGCGTTGTTTCCAAAACAT 

    C. aburtus FASs     GTCTTAGGACGGTTTGACTAGGTTGGGCAAGCATTTTTTAATCTTGTATTCTATTTCTTTTGCATTGTTAAGCGTTGTTTCCAAAACAT  

                            

                                             

    C. abortus A22      TTAGTTTACGATCAAGTATGTTATGTAAATAATATGGTAACAAGTAAATTCACATATAATAATAGACGTTTAAGAATATCTGTCTTTGG 

                1 G     TTAGTTTACGATCAAGTATGTTATGTAAATAATATGGTAACAAGTAAATTCACATATAATAATAGACGTTTAAGAATATCTGTCTTTGG 

                  2     TTAGTTTACGATCAAGTATGTTATGTAAATAATATGGTAACAAGTAAATTCACATATAATAATAGACGTTTAAGAATATCTGTCTTTGG 

                  3     TTAGTTTACGATCAAGTATGTTATGTAAATAATATGGTAACAAGTAAATTCACATATAATAATAGACGTTTAAGAATATCTGTCTTTGG 

                  4     TTAGTTTACGATCAAGTATGTTATGTAAATAATATGGTAACAAGTAAATTCACATATAATAATAGACGTTTAAGAATATCTGTCTTTGG 

                  6     TTAGTTTACGATCAAGTATGTTATGTAAATAATATGGTAACAAGTAAATTCACATATAATAATAGACGTTTAAGAATATCTGTCTTTGG 

                  7     TTAGTTTACGATCAAGTATGTTATGTAAATAATATGGTAACAAGTAAATTCACATATAATAATAGACGTTTAAGAATATCTGTCTTTGG 

                  8     TTAGTTTACGATCAAGTATGTTATGTAAATAATATGGTAACAAGTAAATTCACATATAATAATAGACGTTTAAGAATATCTGTCTTTGG 

    C. abortus LLG      TTAGTTTACGATCAAGTATGTTATGTAAATAATATGGTAACAAGTAAATTCACATATAATAATAGACGTTTAAGAATATCTGTCTTTGG 

    C. abortus POS      TTAGTTTACGATCAAGTATGTTATGTAAATAATATGGTAACAAGTAAATTCACATATAATAATAGACGTTTAAGAATATCTGTCTTTGG 

    C. abortus B577     TTAGTTTACGATCAAGTATGTTATGTAAATAATATGGTAACAAGTAAATTCACATATAATAATAGACGTTTAAGAATATCTGTCTTTGG 

     C. abortus EBA     TTAGTTTACGATCAAGTATGTTATGTAAATAATATGGTAACAAGTAAATTCACATATAATAATAGACGTTTAAGAATATCTGTCTTTGG 

    C. abortus OSP      TTAGTTTACGATCAAGTATGTTATGTAAATAATATGGTAACAAGTAAATTCACATATAATAATAGACGTTTAAGAATATCTGTCTTTGG 

C. abortus S26/3 rc     TTAGTTTACGATCAAGTATGTTATGTAAATAATATGGTAACAAGTAAATTCACATATAATAATAGACGTTTAAGAATATCTGTCTTTGG 

    C. abortus VPGs     TTAGTTTACGATCAAGTATGTTATGTAAATAATATGGTAACAAGTAAATTCACATATAATAATAGACGTTTAAGAATATCTGTCTTTGG 

    C. aburtus FASs     TTAGTTTACGATCAAGTATGTTATGTAAATAATATGGTAACAAGTAAATTCACATATAATAATAGACGTTTAAGAATATCTGTCTTTGG 

                            

            

    C. abortus A22      TGAAGTTAATTTGCATGGATCAATAATTTACAGACCAAGTTATTAAGAGTTATTGGTGGATGCCTTGGCATTGACA------- 

                1 G     TGAAGTTAATTTGCATGGATCAATAATTTACAGACCAAGTTATTAAGAGTTATTGGTGGATGCCTTGGCATTGACA------- 

                  2     TGAAGTTAATTTGCATGGATCAATAATTTACAGACCAAGTTATTAAGAGTTATTGGTGGATGCCTTGGCATTGACA------- 

                  3     TGAAGTTAATTTGCATGGATCAATAATTTACAGACCAAGT------------------------------------------- 

                  4     TGAAGTTAATTTGCATGGATCAATAATTTACAGACCAAG-------------------------------------------- 

                  6     TGAAGTTAATTTGCATGGATCAATAATTTACAGACCAAGTTATTAAGAGTTATTGGTGGA----------------------- 

                  7     TGAAGTTAATTTGCATGGATCAATAATTTACAGACCAAGTTAT---------------------------------------- 

                  8     TGAAGTTAATTTGCATGGATCAATAATTTACAGACCAAGTTATTAAGAGTTATTGGTGGATGCCTTGGCATTGACATTGGTGG 

    C. abortus LLG      TGAAGTTAATTTGCATGGATCAATAATTTACAGACCAAGTTATTAAGAGTTATTGGTGGATGCCTTGGCATTGACA------- 

    C. abortus POS      TGAAGTTAATTTGCATGGATCAATAATTTACAGACCAAGTTATTAAGAGTTATTGGTGGATGCCTTGGCATTGACA------- 

    C. abortus B577     TGAAGTTAATTTGCATGGATCAATAATTTACAGACCAAGTTATTAAGAGTTATTGGTGGATGCCTTGGCATTGACA------- 

     C. abortus EBA     TGAAGTTAATTTGCATGGATCAATAATTTACAGACCAAGTTATTAAGAGTTATTGGTGGATGCCTTGGCATTGACA------- 

    C. abortus OSP      TGAAGTTAATTTGCATGGATCAATAATTTACAGACCAAGTTATTAAGAGTTATTGGTGGATGCCTTGGCATTGACA------- 

C. abortus S26/3 rc     TGAAGTTAATTTGCATGGATCAATAATTTACAGACCAAGTTATTAAGAGTTATTGGTGGATGCCTTGGCATTGACA------- 

    C. abortus VPGs     TGAAGTTAATTTGCATGGATCAATAATTTACAGACCAAGTTATTAAGAGTTATTGGTGGATGCCTTGGCATTGACA------- 

    C. aburtus FASs     TGAAGTTAATTTGCATGGATCAATAATTTACAGACCAAGTTATTAAGAGTTATTGGTGGATGCCTTGGCATTGACA------- 

                            

  

Figura 10.- Alineación del fragmento de 342 pb del operón ribosomal de C. abortus 

cepa de referencia (A.22), cepas campo (1G-8) y cepas homólogas (LLG, POS, B577, 

EBA, OSP, S26/2, VPG y FAS).  
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Figura 11.- Filograma realizado a partir del fragmento de 342 pb del operón 

ribosomal de C. abortus cepa de referencia (A.22), muestras (1G-8) y cepas 

homólogas (LLG, POS, B577, EBA, OSP, S26/2, VPG y FAS).  
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9 Discusión 

Los resultados obtenidos demostraron la presencia de C. abortus en cabras que habían 

presentado aborto, en cuatro de los cinco estados muestreados, siendo Coahuila en el 

que se detectó una mayor cantidad de casos positivos (9.67%), seguido de Veracruz 

(7.52%), Jalisco (4.3%) y Querétaro (3.22%). En estudios previos se aisló C. abortus de 

cabras que habían abortado en el estado de Guanajuato (56) y se tienen antecedentes 

de serología positiva en Baja California Sur, Michoacán, Guerrero, Estado de México, 

Puebla, Tlaxcala y San Luís Potosí (61). Estos estados se encuentran distribuidos en el 

norte, centro, este y oeste del país, lo cual indica que a falta de un diagnóstico rutinario 

previo a cualquier movilización, se ha permitido el desplazamiento e introducción de 

animales portadores, resultando en la dispersión del AEPR y de los riesgos sanitarios y 

socioeconómicos que supone.   

Debido a que nuestro estudio se realizó en rebaños con un sistema de producción 

extensivo donde las cabras pastorean en áreas comunes sin supervisión, las muestras 

de elección fueron exudados vaginales de cabras que tenían menos de 30 días de haber 

abortado. De acuerdo a autores como Sachse (42) los tejidos que presentan mayor 

carga bacteriana son los fetos abortados y las membranas placentarias, los cuales 

proveen la mejor fuente para realizar el aislamiento bacteriano, la recuperación de estos 

tejidos raramente es posible en un sistema extensivo; por lo que solo pudieron obtenerse 

muestras de líquido abomasal de dos fetos abortados, no obstante, estudios en México 

(56,57,62) y alrededor del mundo (35,63,64) refieren que el exudado vaginal es una 

muestra idonea y ampliamente utilizado para el diagnóstico.   

Las muestras fueron sometidas a cultivo celular infectando células L929, como resultado 

de esta técnica se obtuvieron 43/186 (23%) muestras positivas, similar a los resultados 

obtenidos en un estudio del 2011 realizado en caprinos lecheros del estado de 

Guanajuato, en el que se obtuvieron 34/125 (26.98%) muestras positivas al aislamiento a 

partir de exudado vaginal (56) contrastando con estos resultados en el 2014, se reportó 

en el mismo estado de Guanajuato un estudio en 246 cabras lecheras de sistemas 

tecnificados en el que no fue posible el aislamiento de la bacteria en exudado vaginal ni 

en tejidos placentarios, donde utilizando técnicas de inmunoensayo específicos para C. 
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abortus se encontró un 4.9% de seroprevalencia, indicando que  existían individuos que 

han estado en contacto con la bacteria (57), es posible que las diferencias en las 

condiciones de manejo de los sistemas de producción, así como el número de animales 

portadores introducidos a las unidades, predispongan a la diseminación de la 

enfermedad o bien a su control. Por otro lado, existen estudios en el estado de 

Michoacán dónde Chlamydia spp., fue aislada del 85.5% de 200 cabras muestreadas, a 

diferencia de los estudios mencionados anteriormente, las muestras que se utilizaron 

para su análisis fueron heces; aunque en este caso no pudo determinarse la especie de 

Chlamydia (65), estos hallazgos se relacionan más con los encontrados en un estudio 

del Reino Unido, en el cual se tomaron muestras de heces de 781 ovinos, encontrando 

149 (19%) positivos, todos ellos se relacionaron a C. pecorum (66), la cual no conlleva a 

los mismos riesgos de aborto en animales ni de zoonosis que C. abortus (8); en el 

presente estudio se logró la identificación de la especie, confirmando que los 

aislamientos fueron de C. abortus. Por otra parte estudios realizados en Túnez utilizando 

50 exudados vaginales mostraron un 18% de muestras positivas por aislamiento 

mientras que por pruebas inmunoenzimaticas con las mismas muestras se encontró un 

58% de positividad, ellos señalan que el manejo y el transporte de las muestras puede 

llevar a variaciones en los resultados (67). De acuerdo a lo reportado por Sachse (42) el 

cultivo celular puede presentar inconsistencias que lleven a una baja sensibilidad, tales 

como pérdida de viabilidad del organismo durante su transporte por una inadecuada 

preservación de la muestra o por contaminación de la misma (68). 

El aislamiento fue complementado con la prueba de PCR, obteniendo 18/186 (9.23%) 

muestras positivas, estos resultados se encuentran por debajo de los descritos en 

Guanajuato por Mora y colaboradores (56) quienes reportan 30/125 (24%) muestras 

positivas a PCR de exudados vaginales, logrando confirmar el 88.23% de las muestras 

positivas obtenidas del aislamiento, mientras que en el presente estudio la PCR confirmó 

el 42.8% de los resultados positivos observados en el aislamiento. Es posible que 

obtuviéramos falsos negativos a causa de una baja carga bacteriana de las muestras, de 

contaminación cruzada o de elementos presentes en las muestras directas de los 

exudados vaginales que pudieran haber inhibido la PCR (43); por el contrario, nuestros 

resultados se encuentran por arriba de los obtenidos en el estudio de Campos y 
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colaboradores (57), en el cual, de las 246 muestras evaluadas, solo pudo determinarse 

la presencia de C. abortus por PCR del bazo de un feto abortado, en nuestro caso 

también fue posible la detección del patógeno en liquido abomasal de un feto abortado 

por medio de ambas técnicas (aislamiento y PCR). Otros estudios en México han 

utilizado la prueba de PCR para detectar C. abortus de exudado vaginal: en el 2008 se 

evaluaron 304 exudados vaginales de ovejas con historial de aborto provenientes del 

Estado de México en las cuales se determinó el 0.65% de positividad (62), estos 

resultados se encuentran por debajo de los obtenidos en nuestros muestreos, a 

diferencia de nuestro estudio la población evaluada por Jiménez et al., (2008) fueron 

ovinos, sin embargo es posible que bajo algunos sistemas de producción pueda haber 

interacción entre ambas especies y esto predisponga a la propagación de la bacteria 

entre ovinos y caprinos, el análisis de ambos estudios pueden ser un indicio de que la 

bacteria se ha diseminado a través del país, pero no en la misma proporción en los 

diferentes estados, sin embargo se requieren más estudios para poder corroborar estas 

observaciones.  

Los resultados obtenidos por PCR se encuentran por arriba de los mostrados en algunos 

estudios de Europa, como es el caso de un comunicado de Sardinia, Italia (69), en el 

cual por medio del PCR se detectaron 3/40 (7.5%) muestras positivas en hatos de ovejas 

con alta incidencia de abortos, a diferencia nuestra, la evaluación se llevo a cabo a partir 

de muestras de placenta y con un número menor de muestras, por otro lado  en 

Alemania (70) se llevó a cabo un estudio en 32 rebaños de ovinos con una tasa de 

abortos de menos del 1% en el que se evaluaron 352 exudados vaginales por medio de 

la PCR, los resultados mostraron que 28 animales (7.95%) fueron positivos a C. abortus, 

estos datos indican que las infecciones por Chlamydia ocurren con frecuencia en esa 

zona aún en ausencia de tasas elevadas de abortos, esto puede deberse a que la 

enfermedad es endémica en la región (70). En México los estudios se han enfocado en 

hatos de animales con historiales de abortos (51,56), hace falta realizar una evaluación 

más amplia de la población de pequeños rumiantes para conocer la distribución de la 

bacteria en territorio nacional.  
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La prueba de PCR ha sido descrita como una herramienta altamente sensible en el 

diagnóstico de C. abortus por no requerir de la viabilidad de la bacteria (71–73) por lo 

que ha sido muy usada, así mismo gran parte de los estudios actuales han sustituido al 

PCR convencional por PCR cuantitativos y más específicos (PCR-Tiempo Real – PCR-

TR) capaces de identificar menores cantidades de DNA en exudado vaginal, confiriendo 

ventaja sobre el aislamiento (63). 

Como parte de la identificación de la especie de Chlamydia involucrada en los abortos 

evaluados y para descartar la posibilidad de que se tratara de C. pecorum, agente que 

también induce aborto, fue necesario complementar la PCR, por medio de la 

secuenciación de los fragmentos amplificados. Los resultados obtenidos por el análisis 

de secuencias mostraron una homología del 99% con C. abortus cepas FAS, FAG, VPG, 

LLG y POS, previamente analizadas y caracterizadas por Everett y Anderse (74). Este 

mismo porcentaje de homología se observó con la cepa A.22 incluida en este estudio 

como cepa de referencia. En el presente trabajo se confirma que  la especie de 

Chlamydia encontrada en abortos de cabras de Coahuila, Jalisco, Querétaro y Veracruz 

pertenecen al agente etiológico del AEPR, lo cual reafirma y soporta los hallazgos 

citados por Escalante y colaboradores (51,53,56) en los que se reporta AEPR en México. 

Dentro de nuestros resultados llamó nuestra atención que Puebla fuera el único de los 

cinco estados evaluados en no mostrar resultados positivos al aislamiento bacteriológico 

ni al PCR. Contrario a este resultado se cuenta con estudios en Puebla donde se 

evaluaron rebaños caprinos por medio de pruebas ELISA en los que se encontró una 

seroprevalencia del 4% (61), esta discrepancia se debe a que en nuestro trabajo solo se 

realizaron pruebas de aislamiento y de PCR, las cuales detectan la presencia del agente 

patógeno en el hospedador, mientras que las inmunoenzimáticas señalan que ha habido 

contacto y no es necesario la presencia del agente infeccioso. Por otro lado, la población 

evaluada no fue representativa para poder descartar la enfermedad en el estado, 

asimismo el periodo de muestreo para Puebla fue realizado fuera de la etapa 

reproductiva de los animales en la que es más probable el reconocimiento de la bacteria 

en los exudados vaginales, de acuerdo con Nietfeld y Gutierrez (36,64) las descargas 

vaginales que contienen gran carga bacteriana persisten hasta 3 semanas posterior al 



 
45 

periodo de parto o bien del aborto. En el caso de Puebla el muestreo se realizó varias 

semanas después del periodo de partos, por lo que se sugiere realizar una re-evaluación 

con una mayor cantidad de población en un periodo de tiempo no mayor a un mes 

postparto o posterior al aborto. 

Es una necesidad el estudio de la distribución de C. abortus en el territorio nacional, ya 

que diferentes autores (75–77) han señalado que el AEPR es una de las principales 

causas de aborto con un alto impacto económico en países europeos, norte americanos 

y africanos (42), es probable que al estar presente en nuestro país tenga consecuencias 

similares a las reportadas por estos autores, de modo que al no contar con las 

herramientas necesarias para su detección, las consecuencias de su introducción en 

México no hayan podido ser determinadas. Por otro lado, la profundización en el estudio 

del AEPR no solo se enfoca en el ramo de la caprinocultura, Favila et al., (2012) reporta 

por medio de serología la presencia de anticuerpos específicos contra C. abortus en 

bovinos lecheros de Puebla y Veracruz, relacionados con abortos y problemas 

reproductivos como incremento de días abiertos y vacas repetidoras (78), en cuanto a 

ovinos; trabajos realizados por Mejía y colaboradores en el 2013 revelan por medio de 

serología la identificación de anticuerpos específicos contra C. abortus en los estados de 

Querétaro (9.69%), Estado de México (7.09%), Hidalgo (11.34%), Tlaxcala (13.08%), 

Chihuahua (11.56%), Sonora (12.45%) y Chiapas (10.15%), en dicho estudio se 

concluye que del 100% de unidades de producción muestreadas el 96.6% presentaron 

serología positiva a Chlamydia (79).  

Si bien las herramientas propuestas y empleadas en este trabajo tales como el 

aislamiento bacteriológico y la PCR son indispensables en la determinación de la 

distribución del AEPR en México, son pruebas costosas que no pueden ser de primera 

elección para su uso a nivel de campo, sino más bien pruebas confirmatorias que 

soporten las observaciones de pruebas tipo tamiz para el primer diagnóstico del rebaño, 

para este fin las pruebas inmunoenzimáticas son las óptimas. Estudios como el de Rekiki 

(80) indican que las ELISA específicas para C. abortus son un método conveniente para 

el diagnóstico a fin de aplicar medidas profilácticas posterior a los primeros casos de 

aborto, tanto para detener la propagación de la infección como para evitar las pérdidas 
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económicas asociadas. La vacunación en las zonas endémicas en conjunto con un 

manejo higiénico han mostrado ser una estrategia viable para contener la infección por 

C. abortus (81). 

La Secretaría de Agricultura, Ganadería, Desarrollo rural, Pesca y Alimentación publicó 

el acuerdo mediante el cual se enlistan las enfermedades y plagas de los animales 

exóticas y endémicas de notificación obligatoria en los Estados Unidos Mexicanos, en 

dicho acuerdo el AEPR se encuentra en la lista de enfermedades exóticas en México, 

dicho estado limita el acceso a pruebas ELISA específicas para la detección de C. 

abortus, no obstante los resultados del presente trabajo junto con los reportes previos 

(51,53,56,61) reafirman la necesidad de reevaluar el estatus sanitario del AEPR,  

clasificarla como enfermedad endémica podría abrir camino a la introducción de pruebas 

más específicas que se produzcan en el país, que sean rutinarias y que disminuyan los 

costos de un aislamiento o un PCR ante brotes de aborto, de este modo se podrán 

aplicar medidas preventivas y de control para disminuir pérdidas económicas en el 

campo de la caprinocultura y los riesgos zoosanitarios que implica.  

Los resultados anteriormente discutidos han sido reportados ante el SIVE en enero de 

este 2014, quienes están llevando a cabo las pruebas correspondientes para confirmar 

nuestro reporte. 
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10 Conclusiones 

 

Los resultados obtenidos mediante el aislamiento (23%), la PCR (9.23%) y la 

secuenciación  concluyen que Chlamydia abortus se encuentra presente en casos de 

abortos de cabras en diferentes estados de la República Mexicana. 

 

El aislamiento bacteriano demostrado mediante la inmunofluorescencia directa fue la 

prueba con mayor porcentaje de positivos para el diagnóstico de AEPR. 

 

El PCR directo de las muestras de exudado vaginal, demostró un porcentaje menor de 

resultados positivos comparado con el aislamiento. 

 

La secuencia de nucleótidos de los productos de PCR confirmó que C. abortus se 

encuentra presente en muestras de abortos de cabras en México. 

 

Las pruebas como el aislamiento bacteriano y pruebas moleculares son una excelente 

combinación para el diagnóstico de C. abortus en nuestro país.  
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11 Anexo  

 
Preparación de medios y reactivos 

 
 
 Para complementar el medio de cultivo celular 

 
 

Reactivo Concentración 
  

Aminoácidos No Esenciales  1 % 

L-Glutamina  1 % 

Suero Fetal Bovino (SFB)  10 – 15 % 

Gentamicina  10 μg/ml 

Estreptomicina  100 μg/ml 

  

  
 Medio de transporte SPG (Sacarosa-Fosfato/Glutamato) para Chlamydia  

 
 

Solución para preparar 1 L 
 

Reactivo Concentración 
  

Sucrosa  74.6 g/L 

KH2PO4  0.512 g/L 

K2HPO4  1.273 g/L 

L-Glutamina  1 % 

  

 Buffer NET para la extracción de DNA 
 

 

Reactivo Concentración 
  

NaCl  50 mM 

EDTA  125 mM 

Tris HCl (pH 7.6)  50 mM 
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