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1. Resumen

El aborto enzodtico de los pequefios rumiantes (AEPR), es producido por
Chlamydia abortus, una bacteria intracelular obligada que ademas de ser una
zoonosis, causa aborto en el dltimo tercio de la gestacién en ovejas, cabras y
otros rumiantes; es considerada endémica en México desde mayo del 2016. El
objetivo de este trabajo fue la determinacion y comparacion de la presencia de
anticuerpos contra Chlamydia spp. en animales nativos e importados en rebafios
de los Estados de México, Hidalgo, Querétaro, mediante una prueba de ensayo
por inmunoabsorcion ligado a enzimas indirecto (ELISA-I). Las muestras
provenian de rebafios con historia de aborto y se tenian bajo resguardo del
Laboratorio de Diagnéstico del CENID Microbiologia Animal, INIFAP. A los 537
sueros de ovino, se les hizo la prueba de ELISA-I, dando como resultado una
serofrecuencia total del 51.31% de positivos. Haciendo el comparativo general
entre borregas importadas y nativas, no hubo diferencia significativa, siendo un
54% de animales positivos importados y un 47% de positivos nativos. Sin
embargo, en el andlisis de resultados por Estado, si hubo una diferencia marcada
entre animales importados y nativos, siendo el Estado de Hidalgo en el que hubo
mayor diferencia entre ambos grupos; con lo que se demostrd, una
serofrecuencia alta de anticuerpos contra Chlamydia spp. en animales
importados, con respecto a los obtenidos en el grupo de nativos, se demuestra
gue hay una serofrecuencia alta de anticuerpos contra Chlamydia spp. la cual
puede ser indicativa de que la enfermedad del AEPR, se ha ido distribuyendo

entre las unidades de produccién de ovinos en los diferentes estados.

Palabras clave: Aborto enzodtico de los pequefios rumiantes (AEPR),
Chlamydia abortus, ELISA-I



2. Introduccién
El aborto enzoodtico de los pequefios rumiantes (AEPR), ademas de ser una
zoonosis, es una enfermedad infecciosa que genera pérdidas econdmicas
importantes en muchas regiones del mundo dedicadas a la cria de pequefios
rumiantes. Es causada por bacterias Gram negativas pertenecientes a la familia
Chlamydiaceae que producen aborto en el ultimo tercio de la gestacion o el
nacimiento de crias débiles y que afecta principalmente a pequefios rumiantes

(ovinos, caprinos), bovinos y humanos * 2.

Debido a su incapacidad de multiplicarse en medios artificiales y a su morfologia,
durante la época de 1950 fueron consideradas como virus. Fue hasta 1966
cuando Page determind su naturaleza bacteriana ya que poseia ARN y ADN,
tiene un ciclo de desarrollo muy diferente al de los virus, su pared celular es
similar a las demas bacterias Gram negativas 3 °. Dos afios mas tarde Weiss las

define como bacterias intracelulares obligadas 3 4,

La clasificacion de los miembros de la familia Chlamydiaceae inicialmente fueron
diferenciados en dos especies: Chlamydia trachomatis y Chlamydia psittaci,
qguedando el AEPR en este ultimo grupo 6. En 1999 Everett et al. hicieron una
nueva clasificacion de la familia Chlamydiaceae; demostrando asi, que dicha
familia agrupaba dos géneros: Chlamydia y Chlamydophila y la existencia de
nueve especies diferentes. En 2011, se retomé la clasificacion inicial quedando
nuevamente un solo género: Chlamydia, con nueve especies establecidas.

(cuadro 1) 478,



Cuadro 1. Taxonomia del orden de las Chlamydiales propuesta por Everett et al. (1399) comparada con la taxonomia clasica y con el reajuste de nomenclatura propuesto en 2011.

Nueva
- : clasificacion
ANTIGUA TAXONOMIA RECLASIFICACION (Everett, et al. 1999) Krieg. et al. 2011,
Manual Bergey's)
Orden Familia Género-Especie Género Especie Hospedador
abortus Rumiantes
o psittaci Aves
Chlamydia psittaci s Gt
caviae Cobayas
Chlamydophila
_ Chlamydia pecorum pecorum Rumiantes Chlamydia
Chlamydiaceae
Chlamydia pneumoniae Humanos
Chlamydiales pneumoniae
frachomatis Humanos
Chlamydia trachomatis | Chlamydia SIS Cerdos
muridarum Ratones
Parachlamydiaceag acanthamoebage
Waddiaceae chondrophila
Simkaniaceae Negevensis




Los miembros de la familia Chlamydiaceae suelen producir infecciones oculares,
pulmonares, genitales, articulares e intestinales en diferentes especies como son
aves, humanos y otros mamiferos. Chlamydia abortus y C. psittaci son las especies
gue se han considerado de mayor importancia debido a su alto potencial zoondtico
(Figura 1) > 7. Aun cuando el AEPR no se reporta con frecuencia en humanos, si

existe un riesgo a considerar, ya que se encuentra asociado en la mayoria de los
casos, al contacto directo con ovejas o cabras infectadas > 789,

C. abortus

C. pecorum
—T
C. suis >
i
N e

sn3A0gP "o

Favorecen la transmision zoonatica
Evidencia de transmision zoonatica limitada
—> Potencial zoonético desconocido

Figura 1. Patogenos de la familia Chlamydiaceae potencialmente zoonoéticos.

(Longhbottom y col., 2003)



2.1 Antecedentes

En 1936 Greig descubre por primera vez el aborto relacionado a la infeccién por
Chlamydia, denominandolo aborto enzodtico ovino. La enfermedad fue asociada a
deficiencias nutricionales en los animales y a factores medioambientales. En 1950,
Stamp et al. demostraron que la enfermedad era producida por un agente infeccioso
perteneciente al grupo “psitacosis - linfogranuloma venéreo” >4 6, En Alemania en
1959, se informé por primera vez sobre abortos por Chlamydia; para después, ser
diagnosticada en paises como Bulgaria, Espafia, USA, Francia, India, Japon, Reino

Unido, Chad, Grecia y Tunez 10 1%.12,

Con excepcion de Australia y Nueva Zelanda, la enfermedad se encuentra
distribuida en muchas partes del mundo y se considera como la segunda causa de
abortos infecciosos después de brucelosis y la principal en paises donde la
brucelosis esta controlada o erradicada '3 4, Sin embargo, en Australia y Nueva
Zelanda se encuentra presente la clamidiosis aviar producida por Chlamydia

psittaci, la cual también se ha aislado en ovinos % 1> 16,

2.2 Etiologia

Chlamydia abortus es el agente etiolégico del AEPR, es una bacteria Gram negativa
pequefia que tiene una pared celular con caracteristicas similares a las demas Gram
negativas; sin embargo, carecen de la presencia de una capa rigida de
péptidoglicano, probablemente como consecuencia de la adaptacion al medio
intracelular 8. A causa de su aparente incapacidad para producir sus propios ATP,
estos microorganismos dependen del metabolismo de las células hospederas para
su multiplicacion, privandolas de nutrientes y fuentes de energia, por lo que resulta
necesario para C. abortus crecer en el citoplasma de las células eucariotas, en el
cual llevan a cabo un ciclo de desarrollo Unico en donde tienen dos formas: una
forma infecciosa resistente, los llamados cuerpos elementales (CE) y que se alterna

con una forma metabodlicamente activa no infecciosa, los cuerpos reticulares (CR)
17,18, 19



El ciclo Unico de desarrollo de Chlamydiaceae puede dividirse en las siguientes

fases (Figura 2):

1. Adhesion a la célula hospedadora susceptible: La penetracion a la célula
eucariota ocurre por endocitosis mediada por receptores.

2. Internalizacion: ElI CE entra por inclusion intracitoplasmética y es ahi donde

permanece durante el ciclo completo.

3. Conversion de CE a CR: Después de un proceso de reorganizacion estructural
dentro de la inclusion intracitoplasmatica, se genera la conversion del CE en CR de
6 a 10 horas. Durante este proceso, la bacteria evita ser destruida por parte de la

célula.

4. Multiplicacion del CR: El CR se multiplica mediante fision binaria, esto lo realiza
utilizando los componentes celulares. A medida que los cuerpos reticulares se van
multiplicando, la inclusion intracitoplasmatica rapidamente se llena y aumenta su

tamario 1. 29,

5. Reorganizaciéon de CR a CE: El CR se transforma de nuevo en infeccioso y

metabodlicamente inactivo el CE.

6. Liberacion de la nueva progenie: La célula se lisa liberando la nueva progenie de
CE, los cuales van a infectar células susceptibles vecinas. También se liberan CR y

cuerpos intermedios 20,
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Liberacion
\ Invaginacion
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# Cuerpo Reticular (CR) Formacion de inclusion
N Nucleo eucariote

Figura 2. Ciclo de desarrollo de Chlamydia abortus

2.3 Transmision

Una vez que se origina el parto o el aborto, un gran nimero de bacterias son
eliminadas en descargas vaginales, placenta (cotiledones) y en la piel de los fetos
abortados ' 2. Siendo estos, los principales factores que contribuyen a la
contaminacion del ambiente (alimento, agua y suelo), favoreciendo de esta forma la
transmision oral o por aerosoles a otros animales, asi como a los humanos % 3.
Cantidades menores de la bacteria pueden ser eliminadas por orina, leche y heces
durante varios dias después del aborto % 2.

Una vez que la oveja o la cabra abortan como consecuencia de esta enfermedad,
dificilmente vuelven a abortar * 3. Pero estos animales quedan como portadores

sanos y pueden excretar el microorganismo en su siguiente estro y parto 1 3.

Las ovejas pueden empezar a infectarse a cualquier edad y durante cualquier

temporada, pero el periodo de riesgo mas importante es durante la época de partos

N7N



L2 Las crias nacidas de madres infectadas pueden mantener la infecciéon dentro

del rebafio y el seguir transmitiéndolo a otros animales 2 3,

En un rebafio libre de la enfermedad donde se introducen reemplazos infectados, la
tasa de abortos durante el primer aflo posterior a su ingreso, suele ser baja. Sin
embargo, en los siguientes 2 0 3 afios tiende a incrementarse; empezando con un
30% hasta un 90% de abortos, disminuyendo la produccion en el rebafio. En los

afios posteriores la enfermedad tiene una incidencia anual de aborto de 5 a 10%?.

2.4 Patogenia

Se ha descrito que las tonsilas son el sitio primario de infeccion y multiplicacién de
la bacteria, a partir de este sitio, es de donde se disemina por sangre o linfa a
diferentes 6rganos de colonizacion secundaria como el higado, bazo y pulmén,

donde permanece en estado latente 2 22,

Cuando las hembras no estan gestantes se establece una infeccion latente, en tejido
linfoide *. Durante este tiempo el microorganismo es indetectable a cualquier prueba
diagndstica, incluyendo serologia 4. Sin embargo, cuando la oveja vuelve a estar
gestante, la modulacién inmune libera a la bacteria de su estado de supresion,
permitiendo su multiplicacion en los 6érganos de colonizacibn secundaria y
provocando una segunda bacteremia que inicia con la infeccién de la placenta * 23,
Alrededor del dia 60 de la gestacion, se desarrollan hematomas en los hilios de la
interface materno-fetal de los placentomas debido a la fusion entre células
binucleadas trofoblasto fetales y las células maternas ?’. Se cree que en estos
hematomas podrian ser el microambiente por donde las clamidias entran en
contacto directo con el epitelio coridnico, transmitiendo la infeccion de la madre al
feto, aunque hasta el dia 90 se observan los cambios patolégicos debido a la
multiplicacion excesiva de la bacteria, produciéndose una placentitis necrotica, que
altera el paso de nutrientes al feto favoreciendo asi, una infeccion sistémica la cual

causa el aborto en el tltimo tercio de la gestacion 24,



2.5 Cuadro clinico y lesiones

La infeccion por C. abortus en ovejas y cabras induce aborto, muerte fetal o el
nacimiento de corderos débiles. El aborto ocurre principalmente en el ultimo tercio
de la gestacidn, sin ningln o con pocos signos clinicos previos a que éste suceda;
se puede llegar a observar cambios de comportamiento o en ocasiones descargas
vaginales en dias previos al aborto, siendo estos mas frecuentes en cabras que en

ovejas 3.

Las hembras después del aborto pueden presentar una descarga uterina purulenta
de color marrén durante 7 a 10 dias 1 3. La retencion placentaria es mas comun en
cabras y vacas, lo que puede producir metritis. Los corderos abortados pueden
parecer normales o mostrar un cierto grado de edema subcutaneo, las membranas
placentarias se observan necroéticas, engrosadas y con exudado placentario 1. En
terneros nacidos de hembras infectadas puede haber un cuadro de conjuntivitis y

neumonia 25.

También se ha informado que algunos corderos pueden nacer sanos y sobreviven
a la infeccién, aunque al crecer pueden abortar en su primer gestacion 6. También
pueden llegar a presentar algunos signos como neumonia leve y transitoria y una

hepatitis 24,

Los machos adultos, pueden contagiarse al momento de la monta con hembras
infectadas, la infeccién puede llegar a vesiculas seminales y causar epididimitis y

orquitis, disminuyendo la calidad del semen 0.

2.6 Diagndstico

El diagnostico presuntivo debera apoyarse en la historia clinica del rebafio,
considerando principalmente aquellos animales con problemas de aborto en el
altimo tercio de gestacion, presentando ademas membranas placentarias
inflamadas y necréticas 2% 27. Sin embargo, un diagndstico preciso requiere

confirmacién a través de pruebas diagnésticas de laboratorio, debido a que otros

I\I9N



microorganismos también pueden ser causantes de aborto en caprinos como
Brucella melitensis, Listeria monocytogenes, Coxiella burnetii, Campylobacter fetus
ssp fetus y Toxoplasma gondii, provocando igualmente lesiones en las membranas

placentarias 28 29 30,31,

El diagnostico de laboratorio se basa en la deteccion directa o indirecta del agente.
Las pruebas para la deteccidn directa del agente se realiza en muestras de tejidos,
mediante la tincion de improntas, cortes histoldgicos, frotis y/o técnicas de
fluorescencia directa, aislamiento y la identificacion de ADN mediante la prueba de
PCR; los métodos indirectos estan basados en la deteccion de anticuerpos contra
Chlamidya abortus, las pruebas mas utilizadas son el ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA), inmunofluorescencia indirecta y fijacion del complemento
(FC) 13.27. 32,

Las muestras son enviadas al laboratorio de diagndstico en un medio de sucrosa-
fosfato-glutamina (SPG), suplementado con suero fetal bovino al 10% y antibi6ticos
como estreptomicina y gentamicina, pero no penicilina. Este es un medio de
transporte especial para la familia Chlamydiaceae 3. Chlamydia abortus puede ser
aislada de muestras de tejidos infectados como son cotiledones, membranas
intercotiledonarias, pulmén e higado fetal, asi como de exudado vaginal y heces *
30, Las tinciones mas utilizadas son la técnica modificada de Ziehl-Neelsen o Stamp,

Macchiavello o Giménez.

Al ser una bacteria intracelular obligada, requiere ser aislada y propagada en
embrién de pollo o en cultivo celular % 3°. Otras pruebas para detectar la bacteria en
organos y exudados es por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
con la ventaja de proporcionar una deteccion rapida y especifica en muestras

bioldgicas sin recurrir al cultivo celular -2 30,

Los titulos de anticuerpos maternos contra C. abortus pueden ser medidos por la
técnica de Fijacion del Complemento (FC) pero, tiene el inconveniente de tener una

reaccion de antigenicidad cruzada entre C. abortus y C. pecorum, asi como con



otras bacterias Gram negativas que pueden complicar la interpretacion de

resultados 1 2.

Existen otras pruebas serolégicas mas sensibles y especificas como el Ensayo por
Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA) basados en anticuerpos monoclonales
especificos de C. abortus que reconocen regiones especificas de la proteina
principal de la membrana externa (MOMP) y fragmentos de proteina recombinante

de la familia POMP (proteina polimérfica de membrana externa)?.

Otra técnica disponible es la inmunofluorescencia indirecta, que es probablemente
la prueba méas sensible para el diagnéstico de la clamidiosis debido a que los
antigenos dirigidos a las proteinas de membrana externa, son detectados en las
células obtenidas del sitio de lesion con el empleo de un anticuerpo monoclonal

conjugado con fluorocromo 34,

Lo importante es tener un diagndéstico temprano y preciso de la causa del aborto,
por la importancia critica de poder adoptar medidas de control adecuadas para

limitar o prevenir la diseminacion de la infeccion .

2.7 Control y profilaxis

El control de esta enfermedad no sélo es importante desde el punto de vista de la
sanidad animal, sino también para prevenir su contagio al ser humano. Las medidas
de control y prevencion se pueden establecer en base a tres aspectos: medidas de

manejo, tratamiento con antimicrobianos y con la inmunizacién 3.

Las medidas de manejo consisten en el aislamiento de animales enfermos y su
progenie, las hembras proximas a parir deberan situarse en un paridero individual
por si hay un aborto, para que sea mas facil el manejo del feto y placenta, asi como
también la limpieza y desinfeccion del lugar, todos los corderos muertos, placentas
y ropa de cama, deben desecharse de forma segura; los corrales de paricion,
comederos y bebederos, deben ser desinfectados para evitar que se propague la

contaminacion a otros lugares de las instalaciones. Es importante lavarse bien las



manos Yy de ser posible, cambiar la ropa del médico o trabajadores antes de atender

otros animales 1 36,

Chlamydia es susceptible a la mayoria de los desinfectantes y detergentes,
incluyendo una dilucién de 1:1000 de compuestos de cuaternario de amonio, 1% de
hipoclorito de sodio, etanol al 70%, entre otros. También puede ser destruida por
calor humedo a 121° C durante 15 min., o calor seco entre 160 y 170° C durante

una hora 37,

El tratamiento utilizado contra la clamidiasis es con tetraciclinas, las ovejas
gestantes deben tratarse con oxitetraciclina de accion prolongada a razon de 20
mg/kg via intramuscular; se recomienda se administre en el Ultimo tercio de
gestacion, que es cuando se empiezan a dar los cambios ocasionados por las
clamidias en placenta. Como el efecto bacteriostatico del tratamiento es suprimir la
multiplicacion de la bacteria, se deben administrar mas dosis de antibidtico a
intervalos de dos semanas hasta el parto. Se debe mencionar que, aunque el
medicamento reduce las pérdidas y la cantidad de microorganismos excretados al
parto, este no erradica la infeccion y los dafios que se pudieran ocurrir en placenta
no son reversibles, por lo que algunas ovejas si abortaran. También cabe sefalar,
que el uso de antimicrobianos debe ser con cautela, esto debido a que se han
encontrado cepas de algunas especies clamidiales, resistentes principalmente a
tetraciclinas. Pese a que, hasta ahora no se han aislado cepas de C. abortus
resistentes a la tetraciclina, hay razones para sospechar que probablemente pueda
llegar a haber resistencia, debido a que han sido aisladas varias cepas de C. suis
resistentes a tetraciclinas. Esta resistencia esta mediada por una isla genémica
portadora de un alelo tet (C) que se puede transferir a C. trachomatis y C.
muridarum. La posibilidad de que se pueda dar la resistencia en C. abortus
aumenta, ya que se ha encontrado ADN de C. abortus en semen de jabalies y
muestras conjuntivales de cerdas en una granja de produccion porcina en Estonia.
Adicional a esto, también se encontré6 ADN de C. suis en semen de jabalies, en

muestras de conjuntivas de cerdas y en heces de lechones 2. Otros farmacos que



también se recomiendan para el tratamiento de la clamidiosis son eritromicina y

otros macrolidos, tilosina, quinolonas y cloranfenicol 37,

Finalmente, aunque la vacunacion es considerada como la unica solucién eficaz
para controlar la infeccion por Chlamydia en los rebafos, cabe aclarar que en
México no hay vacunas disponibles en el mercado * %7, La vacunacién cuenta con
un gran inconveniente, ya que al no tener una prueba diagnostica que distinga a los
animales vacunados de los realmente infectados, interferiria en el diagnéstico y el

desecho de animales 1.

2.8 Antecedentes de la enfermedad en México

A finales de los afios noventa se elaboraron los primeros reportes en México de
clamidiosis tanto en ovinos como en caprinos, pese a la evidencia de este patégeno
en el pais, la enfermedad estaba ubicada en el grupo 1 del acuerdo de
enfermedades y plagas exoéticas 32 39,

En 2015 se entregaron 35,000 borregas gestantes importadas de Nueva Zelanda a
través de un programa gubernamental de “repoblacion de ganado ovino”. El ganado
proveniente de Nueva Zelanda implicé una inversion de 177.8 millones de pesos

que aportaron la SAGARPA, el gobierno del Estado de México y los productores.

El Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA),
y la Coordinacion General de Ganaderia hicieron la revision sanitaria de los
animales, para constatar y convalidar la condicion del ganado que ingresé de Nueva

Zelanda y con ello, preservar el estatus sanitario en México.

Los ovinos arribaron al puerto de Mazatlan el 26 de junio; participaron en la
verificacion sanitaria de los animales 22 oficiales del SENASICA, de los cuales 12
fueron comisionados para viajar a Nueva Zelanda, a fin de realizar la verificacion en

origen, segun lo establece la Ley Federal de Sanidad Animal.



Este ganado fue distribuido principalmente en los Estados de Hidalgo y México,
aproximadamente el 20% de las hembras que ya venian gestantes, abortaron por
lo que se determinaron las causas del aborto, encontrandose que muchos de ellos
fueron provocados por Chlamydia. A la fecha, no se sabe realmente si las hembras

adquirieron la enfermedad en México o ya venian infectadas de su pais de origen.

El diagnostico se realizo en el Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias en
Microbiologia Animal (CENID), del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), donde se hizo el aislamiento en cultivo celular y se

corroboré mediante la prueba de PCR.

En mayo de 2016, fue reconocida la enfermedad como endémica en México y se
clasifico dentro del grupo 3 de la lista de enfermedades de reporte obligatorio; este
grupo incluye las enfermedades y plagas que se encuentran presentes en el
territorio nacional y que representan un riesgo menor desde el punto de vista
epidemioldgico, econdmico, de salud publica y de comercio nacional e internacional

40, 41



3. Justificacién
El AEPR, ademés de ser una zoonosis, representa una de las principales causas
de aborto en rebafios de ovinos y caprinos a nivel mundial, lo que resulta en grandes
pérdidas econOmicas en estas especies. En México, existen evidencias de la
presencia de la enfermedad desde finales de los afios noventas. Sin embargo, el
reconocimiento de la enfermedad por parte de las autoridades zoosanitarias se
realizé hasta Mayo de 2016. Aunado a esto, en el 2015 se realiz6 la importacion de
aproximadamente 35 mil hembras gestantes desde Nueva Zelanda, en un programa
de repoblacién gubernamental. En estos animales se suscitaron abortos en
aproximadamente el 20%, siendo algunos de estos diagnosticados como
clamidiasis. Por tal motivo, se estan realizando estudios encaminados a determinar
si estos animales se infectaron con Chlamydia abortus de origen o a su arribo a
México, sin descartar la posibilidad de que pudiesen venir infectados con otra

especie del género Chlamydia.

4. Hipoétesis
Si los animales importados llegaron de Nueva Zelanda a México, entonces la
seroprevalencia contra Chlamydia spp. en los animales importados, sera mayor

comparado con los animales nativos.



5. Objetivo general
e Determinar y comparar la presencia de anticuerpos contra Chlamydia spp. en
animales nativos e importados en rebafios de los Estados de México, Hidalgo y

Querétaro por medio de una prueba de ELISA-I.

6. Objetivo especifico
¢ Analizar mediante un ELISA-I, muestras de suero sanguineo de ovejas nativas e
importadas de Nueva Zelanda, a partir de un banco de sueros bajo resguardo en

el laboratorio de diagnostico del CENID Microbiologia Animal, INIFAP.

e Andlisis comparativo del nivel de anticuerpos y la determinaciéon de la

serofrecuencia en las muestras bajo estudio.



7. Material y métodos
El trabajo se realiz6 en el CENID Microbiologia Animal del INIFAP, en el laboratorio

de diagnostico.

Muestras. Se procesaron 537 sueros de ovino, los cuales fueron obtenidos de un
banco de sueros que se encuentra en el Laboratorio de Diagnostico del CENID
Microbiologia Animal, INIFAP. Las muestras provenian de rebafios con historia de
aborto y fueron clasificadas en borregas importadas y nativas, de acuerdo al lugar

de procedencia. Los grupos quedaron como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacién de los sueros por importadas y nativas asi como por

procedencia.

Procedencia Importadas Nativas
Estado de México 119 55
Hidalgo 197 82
Querétaro 32 52
Total 348 189

7.1 Deteccién de anticuerpos contra Chlamydia spp. por ELISA
Indirecta (ELISA-I)

Se realizd una prueba de ELISA-I para la deteccion de anticuerpos contra
Chlamydia spp. Esta prueba se baso en la sensibilizacion de placas de poliestireno
fondo plano para ELISA, con un extracto crudo purificado e inactivado de la cepa
A22 de C. abortus como antigeno, tiene una sensibilidad del 75% y una

especificidad del 66%. La técnica utilizada fue descrita por Martinez (2013) 3.



7.2 Desarrollo de la técnica de ELISA.

Se sensibilizaron placas con el extracto crudo e inactivado de la cepa A22 de C.
abortus, colocando 50 ul del antigeno y se incub6 24 horas entre 2 y 8°C.
Posteriormente se lavaron las placas cuatro veces con 300 pl de PBS 1X-Tween 20
y en seguida se bloquearon con 50 ul de leche descremada al 3% y se incubd a
37°C por una hora, transcurrido el tiempo de incubacion, se realiz6 nuevamente el

lavado de las placas como ya se describié anteriormente.

Depdsito de controles y suero de estudio en la placa. Después de bloquear la
placa se colocaron 50ul del anticuerpo primario en cada pocillo distribuidos de la
siguiente forma:

a. Pozo A1l: Control positivo,

b. Pozo B1: Control negativo,

c. Pozo C1: Agua destilada como blanco.

d. En los pocillos restantes se colocaron las muestras de los sueros problema.
Se homogenizd el contenido en los pocillos agitando gentilmente la placa,

cubriéndola con papel aluminio e incubandola por 1 hora (x 5 minutos) a 37 °C.

Lavado de pocillos. Se elimind el contenido de la placa y se sacudi6 para eliminar
el exceso de liquido y enseguida se lavé nuevamente la placa con PBS 1X-Tween
20.

Anticuerpo secundario. Después del lavado se colocaron 50 uL de anticuerpo
secundario (Conjugado-Anti IgG ovino 1:2000 de acuerdo a las especificaciones del
fabricante) en cada uno de los pocillos, se cubrié con papel aluminio y se volvio a
incubar a 37°C por una hora. Transcurrido el tiempo, se elimind el contenido de la
placa. Posteriormente se realizaron nuevamente tres lavados a la placa para
eliminar excesos de anticuerpo y evitar asi uniones inespecificas. En seguida se
realizé el revelado y la lectura de la placa; para ello se adicionaron a cada pocillo
50l de 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS). A partir de
este paso la placa fue cubierta de la luz excesiva colocandola en una camara oscura

por un periodo de 5 minutos.



Lectura de la placa. Una vez transcurrido este tiempo y aun en condiciones de
oscuridad total, se procedi6 a la lectura de la placa en un espectrofotdmetro (Biotek)
a una longitud de onda de 450nm. Los datos fueron registrados y procesados con

el programa Genb.

7.3 Anélisis estadistico

Para el analisis estadistico se us6 una estadistica descriptiva, en la cual, para

determinar la frecuencia de animales seropositivos, se utilizé la siguiente férmula:

) Numero de animales seropositivos
Frecuencia = —; - x 100
Numero de animales muestreados




8. Resultados

De los 537 sueros de ovino, 276 resultaron positivas y 261 negativas. Con lo que se
obtuvo una serofrecuencia de 51% para animales positivos y 49% de negativos a la
presencia de anticuerpos anti-Chlamydia spp. con la prueba de ELISA Indirecta con

una sensibilidad del 75% y una especificidad del 66%.

Se desglosaron los resultados en animales importados y de un total de 348 ovejas,
187 salieron positivas y 161 negativas a la presencia de anticuerpos por la prueba
de ELISA-I, mientras que de los 189 animales nativos, 89 muestras salieron

negativas y 100 salieron negativas a la presencia de anticuerpos contra Chlamydia

spp. (Graficas 1y 2).

Serofrecuencia de Animales Importados
contra Chlamydia spp.
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Gréfica 1. Serofrecuencia de Chlamydia spp. en Animales Importados.
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Gréfica 2. Serofrecuencia de Chlamydia spp. en Animales Nativos.

A continuacion se muestra el total de animales positivos y negativos de Chlamydia

spp. (Tabla 2) por cada Estado de donde provenian los sueros.

Tabla 2. Nimero y Porcentaje de Animales Positivos y Negativos a Chlamydia
spp. en los diferentes Estados.
No. de Positivos | Negativos % % Total
Muestras Positivos | Negativos %
Edo de
México 174 83 91 48 52 100
Edo de 51 49 100
Hidalgo 279 142 137
Edo de
Querétaro 84 51 33 61 39 100
Total
537 276 261




Se obtuvieron, el nimero de animales positivos por cada estado, y se hizo un
comparativo entre los animales importados y nativos (Tabla 3). Como puede
observarse, en el Estado de México, el nUmero de animales positivos fue mayor en
los animales importados comparado con los nativos, lo mismo puede notarse para
en Hidalgo en el cual se obtuvieron de animales positivos importados mucho mayor
obtenido en los nativos, sin embargo, en Querétaro el comportamiento fue distinto,
obteniéndose un numero mayor de positivos en los animales nativos que en los

animales importados.

Tabla 3. NUmero de animales Importados y Nativos que son Positivos y Negativos
ala Prueba de ELISA-I por Estado.
No. de Muestras | Positivos Negativos
Edo de México Importadas 119 55 64
Nativas 55 28 27
Edo de Hidalgo Importadas 197 117 80
Nativas 82 25 57
Edo de | Importadas 32 15 17
Querétaro
Nativas 52 36 19
Total 537

En tanto a los porcentajes de Serofrecuencia por estado se pueden notar las
diferencias entre animales importados y nativos, siendo mayor el de Importados
para los Estados de México y de Hidalgo, excepto en el de Querétaro siendo mayor

los Nativos (Gréficas 3, 4y 5).
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Gréfica 3.

Serofrecuencia contra Chlamydia spp. comparativa entre Animales Importados y Nativos

del Edo. de México.
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Gréfica 4. Serofrecuencia contra Chlamydia spp. comparativa entre Animales Importados y Nativos

del Edo. de Hidalgo.
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Gréfica 5. Serofrecuencia contra Chlamydia spp. comparativa entre Animales Importados y Nativos
del Edo. de Querétaro.




9. Discusion
En el presente trabajo, se obtuvo una serofrecuencia general del 51 % en los sueros
analizados. Los cual representa una cifra importante, porque indica que la
enfermedad esta ampliamente distribuida en la zona centro del pais %627, Lo que es
ratificado por diversos estudios como el de Sanchez (2014), quien publico una
prevalencia del 9.67% en el Estado de Coahuila, 7.52% en Veracruz, 4.3% Jalisco
y 3.22% en Querétaro; aunque en este estudio, se utiliz6 PCR como herramienta de

diagndstico 27,

Existen mas estados en los que se tienen antecedentes de serologia positiva, tal es
el caso de Baja California Sur, Michoacan, Guerrero, Estado de México, Puebla,
Tlaxcala y San Luis Potosi, por citar algunos de ellos 4. Estos estados se
encuentran distribuidos en el norte, centro, este y oeste del pais, lo que indica, que
a falta de un diagndéstico rutinario, se ha favorecido el desplazamiento e introduccién

de animales portadores, resultando en la dispersién de la enfermedad en México ?’.

En otros paises han realizado estudios epidemioldgicos para determinar la
serofrecuencia de C. abortus. Como en Bosnia y Herzegovina, donde se
recolectaron muestras de ovino durante 2012; los animales estaban ubicados en
diferentes partes del pais y tenian historia de fallas reproductivas (aborto, muerte
fetal e infertilidad). En ese estudio, se analizaron 178 sueros de oveja para detectar
anticuerpos especificos contra C. abortus, el 43.3% (77 sueros) presentaban
anticuerpos contra C. abortus lo que significa que es altamente endémica en los
rebafios de ovejas de ese pais. Teniendo en cuenta que en Bosnia y Herzegovina
no existe una legislacién que permita el monitoreo y la vigilancia de la enfermedad,
aunado a que no se han hecho investigaciones sistematicas que determinen la
presencia de clamidiasis en su poblacion ovina; no se ha establecido un programa
de prevencion y control de la enfermedad, asi como las estrategias que permitan su

erradicacion??.

En otro trabajo de serofrecuencia en Suiza, fueron examinados 639 rebafos de
ovejas, los cuales representaban el 57% de los rebafios de ovejas suizas y el 60%

de la poblacion de ovejas; ellos dieron como resultado un total de 118 (19%)



rebafios seropositivos. La serofrecuencia mas alta que encontraron en una de las
regiones bajo estudio fue del 41% de animales positivos #3; siendo estos valores
menores a los obtenidos en el presente estudio; sin embargo, esto puede asociarse
a diferentes razones tales como las formas de produccién, que las ovejas eran
recién llegadas al pais y adicional a ello, acababan de pasar por una situacién de

estrés complicada, el tipo de prueba diagndstica empleada, entre otras.

En este estudio, los resultados obtenidos demostraron la presencia de anticuerpos
anti-Chlamydia spp. en ovejas de diferentes estados, siendo Querétaro en el que se
detecté una mayor serofrecuencia de positivos (61%), seguido de Hidalgo (51%),
Estado de México (48%). Estos valores obtenidos son a partir de una prueba de
ELISA-I basada en el uso de un extracto crudo e inactivado de la cepa A22 de C.
abortus como antigeno; dichos resultados, son parecidos a los obtenidos por
Martinez (2013), quien determind una serofrecuencia total del 50.87%, el estudio se
realizé en la zona centro-norte del pais en los estados de Guanajuato (42.6%),
Tlaxcala (67.5%), San Luis Potosi (61%) y Guerrero (93.4%); estos resultados
también fueron altos en cuanto a serofrecuencia y pueden estar asociados a la
prueba de ELISA-I utilizada, ya que también utiliz6 como antigeno, un extracto crudo
purificado e inactivado (principalmente de cuerpos elementales) de la cepa A22 de
C. abortus, aspecto que disminuye la sensibilidad y especificidad de la prueba, y
situacion que ademas, favorece la reaccion cruzada con otras especies

clamidiales?s.

Por otra parte, en un trabajo realizado por Fernandez (2011) en el Estado de
Coahuila, fueron analizadas 439 sueros de cabras, de los cuales el 7.28% resultaron
positivos; en ese estudio utilizo la técnica de ELISA con un kit comercial (Serological
Diagnosis of Chlamydophila abortus by ELISA Method. Instituto Pourquier —
Francia), el cual, es altamente especifico, ya que no reaccion6 con ninguno de los
sueros de corderos libres de patdgenos especificos y que fueron infectados
experimentalmente con varios subtipos de C. pecorum; esto podria ser la razon del

por qué obtuvo una serofrecuencia mas baja 4.



Al hacer el andlisis comparativo general entre animales importados y nativos no se
encontré una gran diferencia. Pero al hacer el analisis por Estados si se puede llegar
a notar la diferencia entre la serofrecuencia de animales importados positivos (32%)
y en animales Nativos positivos (16%) para el Estado de México. Por otro lado, para
el Estado de de Hidalgo, se determiné un 42% de animales importados positivos y
un 9% de animales nativos positivos, siendo éste, el que mayor diferencia hay entre
los animales positivos a anticuerpos anti-Chlamydia spp. En tanto, el Estado de
Querétaro es el Unico que muestra un mayor porcentaje en la serofrecuencia de
animales positivos nativos (42.8%) y para animales importados un (17.9%). Esta
mayor serofrecuencia de los animales importados, podria estar dada por la baja de
inmunidad que se dio por el transporte de esos animales desde Nueva Zelanda al
puerto de Mazatlan en México, traslado en el que pasaron por un estado de estrés
prolongado a causa del hacinamiento en el que estuvieron todo el tiempo del viaje,
la alimentacion restringida a la que fueron sometidos, aunados a los cambios

inmunoldgicos provocados por la bacteria al final de la gestacion.

Por otra parte, se hace mencion de para que se dé el aborto clamidial, es necesario
gue la infeccidn sea en etapas tempranas de la gestacion (antes o al comienzo de
la misma); esto debido a que C. abortus, comienza a invadir la placenta materna
alrededor del dia 60 de gestacion, tiempo en el que comienza el desarrollo de los
placentomas maternos; mientras que los cambios patolégicos por clamidiasis, se
producen hasta después del dia 90 de gestacién * 3; dado que las hembras
importadas ya venian gestantes durante el viaje y abortaron poco tiempo después
de haber sido distribuidas a diferentes estados, cabe la posibilidad de que hubiesen
sido infectadas en el sitio de origen, dado que por el tiempo de gestacion y el
infeccion se tuvo que haber dado en etapas tempranas. Sin embargo considerando
gue Nueva Zelanda es un pais libre de la enfermedad, entonces se puede llegar a
pensar en que en realidad no es libre de Chlamydia abortus o que es otra especie
de clamidia involucrada. Asi mismo, se considera que debié hacerse un mejor
analisis de la situacion sanitaria en la que venian los animales, ya que la
probabilidad de que se hayan infectado en México, de acuerdo al comportamiento

de la enfermedad, resultaria muy baja e incluso, nula. Hay estudios en los que se



han inoculado borregas a los 105 dias de gestacion sin lograr que los animales
abortaran, sin embargo, parieron corderos débiles o vivos acompafiados con gran
carga bacteriana. Los corderos nacidos vivos infectados, pueden abortar
posteriormente durante su primer gestacion, retienen la infeccidén en el rebafio o la
transmitian a otros rebafios 3. En Australia y Nueva Zelanda son los (inicos paises
gue se catalogan como libres de C. abortus, sin embargo, se encuentra presente la
clamidiosis aviar producida por C. psittaci, la cual también se ha aislado en ovinos.
Cabe sefialar que las cepas de C. psittaci, estin mas estrechamente relacionadas
con las cepas de C. abortus que con otras especies clamidiales * 3; lo que sugeriria,
que el aborto clamidial en los animales estudiados, pudo deberse a otra especie

como C. psittaci y no necesariamente por C. abortus.



10.Conclusién

Con este estudio, se demuestra una serofrecuencia alta de anticuerpos
contra Chlamydia spp. y que puede ser indicativo de que la enfermedad del
AEPR, se ha ido distribuyendo entre las unidades de produccion de ovinos
en los diferentes Estados, sin que se estén tomando las medidas necesarias

de diagnostico, prevencion y control contra esta enfermedad.

El nUmero de animales importados, resultd ser mayor, comparados con los
obtenidos en animales nativos, lo que podria ser indicio de que los ovejas
llegaron infectados por clamidia, aunque no necesariamente por C. abortus,

pero si probablemente por otra especie clamidial como C. psittaci.



=
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12.Anexos

Estandarizacién de la técnica de inmunoensayo enzimatico indirecto.

Se sensibilizaron microplacas de 96 pocillos con diferentes diluciones del extracto
crudo purificado e inactivado en solucion de carbonato bicarbonato pH 9.6: para ello
se utilizé el método de estandarizacién conocido como “Chessboard titrations”
(CBT). La placa se dej6 incubando a 4° C durante toda la noche; posteriormente fue
lavada 4 veces con 300 pL de PBS-Tween 20. La prueba se realiz6 utilizando para
cada dilucién del antigeno los sueros control positivo y negativo contenidos en el
estuche comercial y los sueros de campo con asilamiento positivo y negativo; se

hicieron diluciones quintuples por duplicado hasta completar una placa.

Como conjugado se utilizé una anti-IgG ovina (Peroxidase-conjugated AffiniPure
Rabbit AntiSheep 1gG (H+L) code: 313-035-003) a una dilucion de 1:1000;
finalmente y con el objetivo de tener una mejor lectura, se realizo la lectura con el
sustrato Orto-Fenilenediamina (OPD) (Sigmafast OPD cat. No. P9187-50SET),
realizando la lectura con un filtro 450 nm. Para determinar la sensibilidad y el punto
de corte se realiz6 la prueba de ELISA a 10 sueros de cabras con aislamiento

positivo y a 10 sin historia de aborto, serologia y aislamiento negativos.

El punto de corte se determiné sumando una desviacion estandar al promedio de
los sueros control negativo y restando una desviacion a los controles positivos. Para
determinar la especificidad de la prueba, se realiz6 un perfil comparativo con sueros
positivos y negativos a enfermedades que afectan a los caprinos: brucelosis,
leptospirosis y pasteurelosis; estos sueros forman parte de un banco de muestras
del CENID-Microbiologia Animal, INIFAP del Departamento de Bacteriologia.
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