
1 

Universidad Nacional Autónoma 
de México 

FACULTAD DI! MllDICINA VETl!RINARIA Y ZOOTECNIA 
.. . . ··. 

DETBRMINACION DB ANTICUBRPOS CONTRA Chiaá;~l~ 
~ llN OVINOS DllL CENTRO OVINO DEL PROGRAMA 

DI! HX1'1lNSION AGROPl!CUARIA (COPEA), MllDIANTll 

UNA PRUEBA INDIRl!CTA DB llLISA. 

T E S 1 s 
Que para obtener el Titule de 

MEDICO VETl!RINARIO ZOOTECNISTA 

presenta 

CRISTIU BSCUANTR OCUOA 

Asesores: 
M. V.Z. PhD. Jorge A. Pércz Martíncz 
M. V.Z. Jesús Romero Martínez 

MEXICO, D. F. 1988 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



CONTENJ:DO 

J:NTRODUCCJ:ON •••••••••••••• 

MATERJ:AL Y METODOS •••••• 

LJ:TERATURA 

CUADROS •••••• 

vi 

1 

,3' 



C U A O R O S 'l F LG U R A S. 

cuadro No. l. Com~o~ici6n de la :soluci6n buffer de 

·~~.b~ ~"~:r~:~~ij~11~.'~ ~-de ~~-i~-¡o '..~'.:~1. M ,_ pH 9 • 6 -
-·¡:-"-

'ccd~'ti~g b~ffíiri. :\ . . '.: ... :.......... 29 

Cuadro No •.. 2. ,:co~~o~-irii6'~; -~i:;:iB:.-;.' .. ~o~~:Ción buffer de 

•ELI,iA •. \ .::~··;.)!;~;:,:: .. 
Cuadro Nc>'i 3_.- .c6~~~nÍ·ci1~-~ ·--~~··:·~{a-;·,·.~:o~·¿~ión d~>~aVado 

30 

. ', -..- - ' ·--, .·-: ··,:-:-

(PBS~Tweon,, 20 l •••••• ., •••• ~'· •• ~;,_ 31 -. - .. . . 

cuadro N-o~' ·4·~· C~mpo~-¡-ci~n -de ·1a ---soÍhci¿~,-d~-~;- s'ub!."." 

fa ta do ................ ;-'- •• ."-~~ ·¡·.._ -~-:-:·: ·.-- :--·~~ ~--~ '. ._· 3 2 

Cuadro ÑO. 5. ·valores obtenidos en· _1a- repe-~~-ci;'.~~~:_-;-~ ~ 
de la prueba de ELISA, utilfzaridO- el'. 

antígeno partlculado (cepa 8577 ·ae ~-

f.· psittaci) ................. , ....... ., 33 

cuadro No. 6. Tabla de contingencia 2 X 2 a partir 

de la cual se obtuvo el valor de 

"f i" (~) • 34 

Fi9. l. Diagrama de placa para estanCariz~~ la di-
lución Óptima del conjugado (titulación);. 35 

Fig. 2. Diagrama de placa para estar1dárizar· dil!!_, -

ción óptima del ant!913;no s'olUbie -,:(t1t.~1!_'.· -· 
', ·,.-i.:<·;.,, .,,.,:\· .. ,. , 

ción) •••••••••••••••• ·-~:~• ~j~>--~~~f,-~~.;~~-· ." ~. 
Fig. 3. Esquema de la prr.paracié:n; dé' ::ia&"-:Pla'.Cas 

previo a la aplica,ció~--:~·d·~'~ -~~á.~,:~'.;~u·e'~"tras .•.. 

vii 

36 

37 



Fig. 4. Titulación de conjugadc de peroxidasa anti 

IgG (H + L) de ovino, utilizando OPD como-

sub:=;trato................................. 38 

Fig. Sa. Titulación de Ag. soluble de~· psittaci, 

utilizando sueru~ de referencia positivo-

y negativo (ovino), un conjugado de pt!r~­

xida&a anti IgG de ovino, y OPD como sub~ 

trato .••••••••••••••••• , •••••• ,.......... 3~ 

Fig. Sb. Titulanión de Ag. soluble de f· psittaci, 

utilizando sueroñ de referencia positivo­

-y ne_gatJ._Vo Lov~_no)_,_ un conjugado de per~­

_xidasa, ~nti IgG·de ovino, y OPO como sub~ 

trato ••• : •• · •• ~ •• -~ •••• _..................... 40 

Fig. 6. suer'oS de_- o~"i-ño~"· -sii( antecedente de aborto 

probados _con Ag., particulado de 

g. psittaci en ELISA...................... 41 

Fig. ~· sueros de ovinos sin antecedente de aborto 

probados con Ag. soluble de E_. E.~ en 

ELISA. • •••••••••• •..... • • • • • • • • • • • • • • • . • • • 42 

viii 



- l -

RESUMEN 

ESCALANTE OCHOA CRISTINA. Determinación de anticuerpos contra 

Chlamydia psittaci en ovinos del Centro Ovino del rrograma de 

Extensión Agropecuaria (COPEA), mediante una prueba indirecta 

de ELTSA (bajo la dirección de: Jorge A. Pérez Martínez y J~-

sús Romero Martínez). 

En México no existen reportes acerca del Aborto Enz6otico Ov! 

no (AEO), enfermedad distribuida ampliamente dentro de la ov~ 

noc:nltura, por lo que fue establecida una prueba de diagnóst!. 

co indirecto para la identificación de reactores seroposit~ -

vos. Fueron analizados 529 sueros de ovinos, procedentes de -

COPEA-FMVZ-UNAM, para detectar la presencia de anticuerpos 

contra Chlamxdia psittaci, usando una pruaba inmunoenzimática 

(ELISA). El 100\ de las mues tras se examinó utilizando un a!!_­

t!geno particulado (cepa 8577 de f. psittaci), mientras que -

tamlJién se analizó un 46.31% (245 sueros) clegldo al azar con 

un antígeno soluble (cepa 1074 de f. psittaci). se estandar!.­

zaron las diluciones óptimas de trabajo del antígeno soluble-

(positivo negativo) 1 del conjugado, de los sueros testigo -

(positivo negativo) a utilizar, así como de los sueros a 

examinar, encontrándose éstas en 1/50 par~ el antígeno, 

l/lSOci para el co~jugado y 1/200 para los sueros testigo y 

~Os su.ero~ pr-~bl8ma. De -los sueros probados con el antígeno -

P~it~c_ul-'-~'dl?, _215 muestras (40.46\) fueron _encontradas serop~­

ai tfVAs ,:-.mioli tráB; qu~ ~n~_aquéllas anal! zadas con el antígeno-
' ' 

solu~~~ ~~ enc~n~ra~o~·~21 reac~~r~s seropositivos (49.38\). 

Sin e'mba_rgo, .la Curva dé >·dis trib_ución de frecuencias de los -
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valores seronegativos obtenidos al utilizar ol antígeno parti 

culada, sugiere la posibilidad d~ que el alto porcentaje de -

reactores seropositivos se deba a infecciones intestinales 

aubcl!nicas persistentes, y no necesari.amente a la presencia­

del AEO. Se obtuvo una reproducibilidad para la prueba de por 

lo menos ol 75\. La prueba de ELISA en un método sensible y -

rápido que puede ser de gran valor epidemiológico y diagnóst~ 

oo para detectar la exposición d~ los ovinos a Chlamydia 

psittaci. 
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I ~ N '!' R~ o D u e e I o N 

El aborto enz_é?oti_co o_vino (_AEO) es una de las pd.ncip,! -

les causas de aborto, en .·Ovinos y .caprinos en di Versos Paíse-s. 

El agentn· ~tiol5gico de esta enfermedad, Chlamvdia psittaci, 

fue identificado por primera vez por Stamp !_! !.!.• en Escocia 

en 1950 (23, 26, 31). 

El tipo de aborto ovino del que Stamp !...!:. .!!· aislaron 

por vez primera a les clamidias ha sido reconocido en Alem~­

nia Democrática y en Alemania Federal; en Francia, en Gran -

Bretaña, donde constituye la fetopatía ovina diagnonticada -

con mayor frecuencia (20\ del total de abortos)1 en los-paf­

ses balcánicos de Europa Oriental (en Grecia fue identificado 

a partir de 1986)1 en Nor Africa1 en Sudáfrica (reconocidc -

hasta 1972 durante un brote epizóotico de abortos), y en 

E.U.A., reconocido por Young et al. en 1958 {4, 10, 23, 31). 

En Italia existe una alta incidencia de animales seroposit~­

vos en diversas partes del país (1). En México no existen r~ 

portes al respecto. 

Probablemente esta enf~rm~dad se presenta en todos los -

países en los que se ha desarrollado la industria ovina. Las 

áreas endémicas conocidas incluyen; Argelia, Túnez, Nigeria, 

Sudáfrica, algunos países de Sudamérica, Inglaterra, Isla~ -

dia, Noruega, Pakistán, Indla, Nueva Zelanda y E.U.A. (5, 15). 

El género Chlamydia sólo comprende a dos especies de- b-a=.­

terias de vida intracelular obligadat ~· trachomatis y 

f.. psittaci. Clamidiaois es el término genérico para denom1-
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nar un número de enfermedades causadas por ~· psittaci (2, -

13, 19, 22, 23). 

S· psittaci pr~senta un gran número de cepa~, as~ como -

un amplio rango de huéspedes potenciales. Spears y Storz d~-

terminaron e biotipos; posteriorm2nte fueron ldentificados 9 

serovares (19, 29). 

Gracias a diversas investigaciones sobre este microorg~-

nismo, actualmente se conocen las especies animales suncepti 

bles, mismas que son: aves psitacinas, palomas, patos, pavos, 

ovinos, caprinos, bovinos, equinos, felinos, algunos roed~ -

res, tejones, koalas, focas y ranas (2, s, e, 11, 18, 20). 

Las cepas de clamidias aisladas de procesos abortivos en 

bovinor., ovinos y caprinos, pertenecen al scrovar l. Este s~ 

rovar taml1ién se ha asociado a l.a presentaci6n de neumon!as-

en corderoo, infecciones genitales, e in-feccione·S inteatin_!-

les suhcl!nicas persintentes en las especies mencioriadas (5; 

lB, 20, 23), 

Las alteraciones reproductivas en el ovino-debidas.a la-

infecci6n por Chlamydia son; mortinatos, cordero~ ~'bllcs al 

nacimiento y abortos. La incidencia de los abortos pued~ a~-

cender a un 33\ en rebafios de prlmoexposlción (1, -~~, 34). -

cuando la enfermedad es enzóotica en el. rebaño,' el_· ran~go de­

p~escntación de abortos puede ser cie-i--01-\- -ar:~.s,-·-~-~-~-A-fios~~~b~!. 

cuentes a la primoexpoaic!6n. La exp'ulSÍ.óri."~~i:;·~e~:g:-/p~~"~B-· 2.­

currir en borregos de cualquier _-edad, p_e_ro ... C-áb~ :--~~:~Ci~,~-;~"-
que se observa con may'or_ fre~uencia 'en,~~-t~~l~~ ·:-j¿~_~e:~-~:~-· (m_!- ·' 

: :. ~""/-' 
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bios específicos en el feto abortado (17, 18). 

La forma de transmisión de f. psittaci no se ha confirm~ 

do en infecciones naturales. Probablemente la vía de entr~­

da sea a través de la ingestión o inhalación de partículas -

infecciosas localizadas en las heces, orina, o descargas oc~­

lares de animales infectados. La transmisión venérea ha sido 

postulada, pero en este caso conduce a la infertilidad y no­

al aborto, quizá debido a que la multiplicación del agente -

en las células endometriales altera el medio ambiente del e~ 

brión ocasionando su muerte temprana (reabsorción) (1, 2, 18, 

21). 

En los rumiantes, el intestino parece ser un hábitat n~­

tural para algunas cepas, desarrollándose así infecciones 

subclínicas persistentes, comunes en bovinos, ovinos y capr! 

nos. Estos animales portadores representan un modo importa~­

te de transmisión y perpetuación de las clamidias. sin emba~ 

9o, no se sabe si ésto sucede con todas las cepas óe 

~· psittaci en el ganado. f. psittaci puede sobrevivir en 

las heces por mese~ dado que es resistente a la desecación y 

a la acción de enzimas proteolíticas (lB, 20, 23, 26). 

Las aves no parecen representar un importante papel en -

la transmisión a los rumiantes, debido a que las cepas que -

afectan a las primeras son antigénicamente diferentes a aqu~ 

llas que afectan a los Últimos. Por otra parte, ~· e~­

tiene relativamente poca especificldad de huésped en los m~­

mífcroe, y la transmisión entre especies no relacionadas pu~ 

de ocurrir. 
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se ha considerado la existencia de vectores (garrapatas, 

insectos y::aricni~~-6 asociados· a la ganadería y a la avicu!_­

tura) <1, 2·, 18, 20, 23). 

La habilidad de establecer infecciones uterinas, en pl~­

centa y feto, es una propiedad de varias cepas clamidiales -

en diversas especies animales, independientemente del tipo -

de placentación. Se requiere de una clamidemia secundaria, -

posterior a una multiplicación bacteriana en órganos somát~­

cos, durante la cual el microorganismo alcanza la unión pla­

centaria. Existe predilección por el epitelio coriónico do -

la región biliar de los placentomas. La infección de los ó~­

ganos fetales se da por una invasión clamidial en la circul~ 

ción fetal. 

En el ganado ovino se presenta fiebre uno o dos días po~ 

teriores a la exposición inicial, pero no existen otros si~­

nos de infección hasta que ocurre el aborto. De igual forma, 

en el ganado bovino no se ha observado signo alguno que pr~­

ceda al aborto cuando la infección ha sido en forma natural, 

sin embargo, cuando ha sido inoculado experimentalmente, 11~ 

ga observarse fiebre y leucopenia de 3 a 5 días posteriores­

ª la inoculación, y en algunos animales también se presenta­

anorexia, diarrea intermitente y descargas vulvares mucosas 

( 20). 

Los diferentes factores por los que se da el aborto no -

están bien entendidos1 sin embarg·o, se postula que el des.!. -

rrollo de placentitis e infección generalizada del feto p~ -

dieran desencadenar el proceso de expulsión fetal (10, 201 _ 
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27, 31, 32). 

LaG infecciones en el periodo perinatal se manifiestan -

en la sigu!~nte gestación de algunas borregas. Esto indica -

que las ovejas pueden estar infectadas antes del empadre, 

probablemente desde su propio periodo perinatal (12, 34}. 

Así pues, los signos clínicos de lu~ enfermedades caus!,.­

das por f. psittaci no son suficientes para determinar un 

diangóstico. La observación directa del agente en tejidos in 
fectados representa un método diagn6stico relativamente rápi 

do¡ sin embargo, su utilidad se restrinqe a preparaciones de 

citología exfoliativa a partir de tejido placentario, que no 

siempre está disponible. Se han desarrollado métodos de cul­

tivo celular para el aislarr.lento de la bacteria a partir de­

muestras clínicas, pero re1t-i.1:ivamente pocos laboratorios los 

realizan (17) .. Así mismo, se conoce que estos agentes pat6g,! 

nos fastidiosos causantes de infecciones placentarias y fet~ 

les, son difíciles de aislar en el momento del aborto o en -

animales recién nacidos, debido a que son rápidamente inacti 

vados durante los procesos intrauterinos que conducen al 

aborto y mueren antes de la expulsión de la placenta y el f~ 

to (30, 31). 

Por las razones anteriormente descritas, el diagnóstico­

de infecciones por~· psittaci en bovinos, ovinos y caprinos, 

se basa fundamentalmente en procedimientos serológicos, como 

son la prueba de fijación de complemento (FC) y técnicas i~­

munoenzimáticas (ELISA). La FC convencional es un proccd! 

miento Útil pnra el diagnóstico de enfermedades clamidiales-
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con una fase sistémica de infección, pero no pueden detecta~ 

se todo~ los isotipos de inmunoglobulinas (Ig). As! entonces, 

esta prueba probahlemente no detecte infecciones clamldialcs 

localizadas en membranas mucosas, debido a que éstas prov~ -

can una baja respuesta humoral. 

La aplicación de otros métodos modernos, como son la i~­

munofluor~scencia, la técnica inmunoenzimática (ELlSA) o el­

radioinmunoensayo, han tenido un significativo avance en el­

diagnóstico de infecciones clamidiales en el humano, las 

aves, los animales de laboratorio, as! como recJ.entemente en 

bovinos, ovinos y caprinos (16, 17, 21, 33). 

La prueba de ELISA presenta una mayor sensibilidad que -

la prueba de FC, y permite elimin~_r ___ las in~erpre taciones su!?. 

jetivos inherentes a los procedimientoS; de ·inmunofluoresce!!.­

Cia al proporcJonar valores espectofot~m~tricos objetivos 

17, 18, 20). 

La re1ativa simplicidad' de la prue~a de ELISA y el hecho 

de que puedan ser analizados varios- sueros simultáneamente,­

aunado a lo anteriormente escrito, colocan dicha prueba como 

el método de diagnóstico a elegir on estudios epidemiológi -

cos del AEO. 

Hipótesis. 

Debido a la amplia distribución geográfica de ~- E!!,!,ttaci 

ci, a la diversidad de especies susceptibles y al hecho de -

que en COPEA, como en todo el país, se han introd~cido anim~ 

les procedentes del extranjero, se espera encontrar un alto-
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nivel de reactores seropositivos, mediante la aPlicación de-

una prueba indirecta de ELISA. 

Objetivos. 

l. Montar prueba indirecta de ELISA. 

-Establecer dilución de trabajo de: 

a) Antígeno positivo •. 

b) Antígeno neqativo. 

e) suero positivo testigo. 

d) Suero negativo test*go. 

e) sueros problema. 

2. Probar 500 sueros proveniCntes de· a·ñ¡:ui-ai~á de: COPEA-·con -

la prueba de ELISA, utilizando un :·~n.~~9-~:n?_ pa"z::~_icul~do 

(cepa B577). 

3. Probar un número significativo (200-250) de los mismos 

sueros con un antígeno soluble (cepa 1074). 

4. Evaluar comparativamente la eficacia de uno y otro antíg~ 

no en cuanto a su capacidad para detectar animales ser~ -

rreactores positivos. 

s. Determinar la prevalencia de animales con niveles signifi 

cativos de anticuerpos específicos contra ~· 2.!!ttaci. 

6. Con base en los resultados obtenidos, tratar de elaborar-

conclusiones en cuanto a la posibilidad de que exista el-

aborto enzóotico ovino en COPEA-FMVZ-UNAM. 
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M A T E RII A L Y M E T O D O S 

Sueros a analizar. 

Se analizaron 529 sueros provenientes del hato ovino del 

Centro Ovino del Proarama de Extensión Agropecuaria (COPEA­

FMVZ-UNAM), mismos que fuer.en mantenidos a -20ºC en viales -

independientes e identificados hasta el momento de 3U utili­

zación, y aún después de la misma. 

Técnica de ELISA. 

Sueros Testigo. 

Se utilizaron sueros de referencia positivos y negativos 

a la presencia de anticuerpos específicos contra Chlamydia -

psittaci: un coctel de. sueroa obtenidos_·de varias borregas -

que presentaron aborto enzóotico·y 5-sueros individuales de­

borregas de hatos libres de la. infección, respectivamente, -

donados por el Dr. M. Dawson del Laboratorio Central de Dia~ 

nóstico Veterinario, Weybridge, In,glaterra. La dilución ópt!_ 

ma de trabajo se determinó durante la estandarización de la­

pruebJ.. 

Ant!geno Particulado. 

Como antígeno positivo _se empleó una suspensión de cue~­

pos elementales de la cepa B577 de ~· peittaci, obtenida m~­

diante cultivo de c€lulas "L" persistentemente infectadas, -

tratadas con un proceso de centrifugaci6n diforencial y sol~ 

ción amortiguadora de fosfatos (16, 21). Como antígeno ncgatt 



- 11 -

vo se emplearon monoestratos de células "L" no infectadas, -

tratadas de la misma forma. Ambos antígenos fueron donados -

por el Dr. Jorge A. Pérez Martínez del Laboratorio de Bact~­

riología y Micología, FMVZ-UNAM, México. Dichos antígenos 

fueron utilizados en una dilución 1/200, dilución Ópti~a de­

trabajo est~blecida en estudios previamente realizados. 1 • 

Antígeno Soluble. 

Fueron utilizados un antígeno positivo y un·antígeno n~­

gativo, donados por el Dr. M. oawson del Laboratorio Central 

de Diagnóstico Veterinario, Weybridge, Inglaterra. El antíg~ 

no positivo consistió en un extracto obtenido con deoxicola­

to de sodio a partir de una suspensión de cuerpos element~ -

les de la cepa de referencia 1074 propagada en c~lulu5 "L" e 

inactivada a 56°C durante l hora. El antígeno negativo co~ -

sistió en un extracto similar obtenido de cultivos celulare8 

no infectados 2 • La dilución óptima de ambos antígenos fue d~ 

terminada durante la estandarización de la prueba. 

Conjugado. 

Se utilizó un conjugado antiinmunoglobulina G (cadenas -

posadas y ligeras) de ovino, marcado con peroxidasa (Lab. 

Dakko). El conjugado fue diluído 1:2 en glicerol y conserv~­

do a -20ºC durante todo el tiempo que dur6 el estudio. su d! 

lución Óptima de trclbajo se estableció durante liC est-andar!_- -

zación de la prueba. 

1
" 

2Pérez Martínez, J .A. Comunicaci6n personai 1988. 
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Estandarización de la prueba. 

Conjugado. 

El conjugado fue titulado mediante un esquema de ajedrez 

en una prueba directa utilizando como antígeno un suero de -

bovino rico en IgG. Se realizaron diluciones dobles del antf 

geno desde 1/100 hasta 1/102,400 en una solución amortiguad~ 

ra de bicarbonato de sodio O.l H pH 9.6 (Coating buffer) 

(Cuadro No. 1), con 1C:L1; que se sensibilizó una placa para 

prueba de ELISA (Immulon I, fondo plano, Dynntech). Las dilE 

cienes fueron aplicadas a los pozos de la placa (100 µl/pozo) 

en orden de mayor a menor concentración de izquierd' a der~­

cha (dirección 1---.+12, Fig. l), seguido de una incubación -

durante 2 horas a 37ºC. 

Se realizaron diluciones dobles del conjugado desde 

1/400 hasta 1/51,200 en una soluci6n amortiguadora de ELISA­

(sol. buffer de ELISA) (Cuadro No. 2) pH 7.4 adicionada con -

O.l\ de Tween 20. Dichas dilucione~ fueron aplicadas a la 

placa (100 µl/pozo), previamente lavada 3 veces con una sol~ 

ción fosfatada adicionada con O.OS\ de Tween 20 (PBS-Tween -

20) (Cuadro No. 3), en orden de mayor a menor concentraclón­

de arriba hacia abajo (dirección A--..H, Fig. 1). La plnr.a -

fue incubada durante l hora a 37ªC, tras lo cual fue nuev~ -

mente lavada 3 veces con la solución PBS-T'lieen 20 (5 minutos 

por lavado). Poster~ormente se le agregaron 100 µl/pozo de -

la solución del substraro (ortofcnilendiam!na, OPD) en una -

soluci6n amortiguadorn de Scido c!trico de pH 4.25 (buffer -

de &cido c!trico) (Cuadro No. 4) conteniendo 40 µ1 de peróx~ 
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do de hidrógeno (H 2o
2

) al JO\ por cada 100 ml de solución, y 

se incubó a temperatura ambiente durante 10 minutos proteq~­

da de la luz. La reacción enzimática fue detenida añadiendo-

100 µl/pozo de una solución al B.4\ (v/v) de ácido clorhÍdr~ 

Co. 

La absorbancia (densidad óptica) fue medida en un lector 

Dyantech modelo minireader II, utilizando un filtro de 

490 nm. 

Antígeno Soluble. 

Para la titulac!Ón del ant!geno se utilizó un esquema de 

tablero de ajedrez en una prueba indirecta con el fin de e~­

tandarizar al mismo tiempo la dilución óptima de trabajo de-

los sueros a utilizar. 

se realizaron diluciones dobles del antígeno soluble de~ 

de 1/20 hasta 1/640 en una solución amortiguadora de bicarb~ 

nato de sodio O. l M pH 9 .6 (Coating buffer), con las que fnt 

sensibilizada una placa para prueba de ELISA. Las diluciones 

fueron aplicadas a los pozos de la placa (100 µ1/pozo) en o~ 

den de mayor a menor concentración de izquierda a derecha 

(dirección 1---1112, Fig. 2), seguido de una incubación dura~­

te 2 horas a 37°c.· 

De los sueros testigo de referencia positivo (coctel 

"RVC") y negativo (suero 384), se realizaron diluciones d2_ -

bles desde 1/50 hasta 1/4-0Ó, -en _una solución buffer de ELISA 

pH 7.4 adicionado con,.O.l\_de ,Tween 20. Estas diluciones fU!, 

ron agregadas a la placa,·:preyiam-ente lavada 3 veces con la-



- 14 -

solución PBS-Tween 20 (5 minutos/lavado), en orden de mayor 

a menor concentración de arriba hacia abajo (dirección A-tH, 

Fig. 2). Se aplir.aron 100 µl/pozo. En primer término se agr~ 

gÓ el suero positivo (A-Dl, y en segundo término el suero n~ 

gativo (E-H). La placa fue incubada durante una hora a 37°C. 

Después de 3 lavados con la solución PBS-Tween 20, se 

les agregó a cada uno de los pozos de la placa 100 µl del 

conjugado (dilución 1/3, 500) diluí do en buffer de ELISA con-

o •. l\ de Tween 20, y se incubó nuevamente durante 1 hora u 

37°C. Posteriormente, se lavó la plctca 3 veces con la sol!!_ -

ción PBS-TWeen 20 (5 minutos/lavado), se le agregaron 100 µl 

por pozo de la solución del-substrato OPD en buffer de ácjdo 

cítrico de pH 4.5 conteniendo 40 µl de peróxido de hidrógeno 

(H
2
o

2
) al 30\ por cada 100 ml de buffer, y se incubó a temp~ 

ratura ambiente durante 10 minuto~ protegida de la luz. La -

reacción enzimática fue detenida añadiendo 100 µl/pozo de la 

solución al B.4\ de &~ido clorh!drico. 

La absorbancia fuu medida en el lector Dynatech, util!, -

zando un filtrú de 490 nm. 

Procedimiento de la prueba de ELISA. 

se sensibilizaron las plC'caG- a--utilizar:se'.-, ~:tari,to.7p_O.ra __ ~el __ . 

antígeno partlculado como para el antígCno >~'-~'1Lb·1e r- ,con laS­

diluciones óptimas, previa.mente·_ e~-~:~~d~~-i~:~~~-~ :~:( i:;~~o·;_::y 1/50 

respectivamente). Las. d'i.1uCi~Ó~~ s~·-->r·~-~'.~-:s.~I~~-2- on·.~-b~'ffor de­

bl carbona to· de s· od!.'.b-' .. ··_o·~.;:>--~:_;:~H ·_ ~~::6 ~-.:(6-o~¡-~n~~·.:·b~-:f~ie ~;~·:_,~· se _.inc~­
baron durante 2·:_~oi-a::' a···-3;~_é. Ea ~-~da_'_-~l_o~{ ~~:~-fi?~'Ó el an.tf-
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geno positivo (hileras A-8 y E-F) y el antígeno negativo (hi 

leras e-o y G-H) 1 en la columna No. 1 se dispusieron los te~ 

tigos de la prueba, tal como se muestra en la Fig. 3, con el 

fin de monitorear la fidelidad de la prueba 1 así como de d~­

tectar posibles reacciones inespecíficas o contaminantes qpe 

pudieran alterar los resultados de la misma. Las placas fu~-

ron lavadas veces con la solución PBS-Tween 20 (5 minutos-

por lavado) y mantenidas a -20°C hasta el momento de su uti­

lización. 

Todos los sueros fueron diluidos 1/200 (Óptima dilución­

estandarizada) en un buffer de ELISA de pH 7.4 con O.l, de -

Tween 20. Se agregaron 100 ~l/pozo, y se incubaron las pl~ -

cas durante l hora a 37°C. Cada suero se prob6 por duplicado 

(Fig. 3). 

Se incluyeron sueros tea tigu de referencia dentro de C!_­

da pruebaa un suero positivo (coctel "RVC") en cada placa 

(columna 2, A-Dl y un suero negativo (suero 384) en la placa 

No. l de cada día en que se corrió la prueba (columna 2, E-H) 

(Fig. 3). Ambos sueros en una diluci6n l/200 en buffer de 

ELISA con o.l, de Tween 20. 

Posterior a la incubación, las placas se lavaron 3 veces 

con la solución PBS-TW'een 20. Se les agregaron 100 µ1 del 

conjugado a cada pozo y se incubaron nuevamente durante l h~ 

ra a 31ºC. Tras efectuar lavados con la solución PBS-Tween 

20 se aplicó la solución del substrato a las placas (100 µ1-

por pozo), se incubaron a temperatura ambiente durante 5 mh­
nutos para las placas con antíg~no particulado y durante 10-
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minutos para las placas del antígeno soluble, protegidas de­

la luz. se detuvo la reacción enzimática mediante la adición 

de la solución de ácido clorhídrico (100 ~l/pozo). 

La absorbancia fue medida en el lector Oynatech, media~­

te un filtro de 490 nm. Durante la lectura cada pl~r.n fue 

ºblanqueada" individualmente con los pozos A-O de la columna 

No. 1, utilizando el lector mencionado. 

El valor neto de cada suero fue obtenido restando la a~­

sorbancia promedio (n=2) obtenida con el antígeno negativo,­

de la absorbancia promedio (n=2) obtenida con el antígeno P2, 

sitivo, y los resultados fueron expresados como porcentaje -

del valor obtenido con el suero positivo de referencia. 

El punto de corte entre los valores positivos y ne9at~ 

vos se determinó calculando el ¡:..remedio de los valore.a (en -

porcentaje) del suero negativo de referencia Cn=l2) m&s 2 

desviaciones estándar. Con ésto obtenemos el máximo punto 

(valor) de negatividad y el mínimo punto (valor) de positiv!_ 

dad (3, 10, 25). 

Para determinar el rango de variabilidad "inter-prueba"­

de la prueba de ELISA, se analizaron en 2 ocasiones las mi~­

mas diluciones de 20 sueros elegidos al azar con un interv~­

lo de tiempo de 24 horas. 

Del total de sueros muestreados, el 100\ (529) se. anal!_­

zó utilizando el antígeno particulado, y el 46.31\ (245) se­

analizó utilizando.el antígeno soluble, con el fin de ev~ 

luar el segundo en relación al primero. Los sueros muestre~­

dos con el antígeno soluble fueron eucogidos al azar. 
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RESULTADOS 

La dilución óptima del conjugado se determinó comparando 

los valores de absorbancia de las diferentes diluciones del­

antígeno utilizado (suero bovino rico en IgG} en relación a~ 

las diferentes diluciones del conjugado, localizándose en el 

punto donde el valor de densidad óptica fuese lo suficient~­

mente elevado para obtener una adecuada reacción en la pru~­

ba, sin que se tuviesen problemas de saturación de la placa­

por exceso de conjugado que provocase valores de absorbancia 

demasiado altos y no medibles por el lector, ni tampoco val_<! 

res muy bajos debidos a una insuficiente cantidad-de conj~g~ 

do en la reacción (Fig. 4). 

De acuerdo a lo anterior, al efectuar la titulación del­

conjugado, se observó que los mejores valores se en~ontrab-an 

entre las diluciones 1/1,600 y 1/3,200, por lo que se dec! -

dió utilizar una dilución promedio siendo ésta de 1/2,400. -

Sin embargo, al dar comienzo al análisis de los sueros pr~ -

blema, este valor se ajustó a una dilución l/3,500 con la 

que se obtuvo una mejor respuesta en la prueba serológica. 

La dilución óptima del antígeno soluble se determinó 

comparando los valores de absorbancia de las diferentes dil~ 

clones de los sueros de referencia en relación a las difere~ 

tes diluciones del antígeno positivo, localizándose en el 

punto donde el valor de densidad óptica tuviese un valor el~ 

vado para el suero positivo de referencia y un valor bajo p~ 

ra el suero negativo de referencia (ambos a una misma dil~ -
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ci6n) (Figs. Sa y Sb). 

Así pues, trao efectuar la titulac:tón del antígeno sol~­

ble, se observó que los mejores valores, tanto parR el suero 

positivo como para el suero negativo de referencia, se enco~ 

traban entro las diluciones 1/40 y l/BO del antígeno cuando­

sc utilizaban los sueros en diluciones l/200, y aproximad~ -

mente en una dilución 1/100 del antígeno cuando se utilizaba 

una dilución 1/100 de los su~ros. Debido a que no se oLservó 

una diferencia significativa de los valores obtenidos entre­

ambos juego~ de diluciones, así como al hecho de que ya se -

tenía estandnr~zada la dilución do los sueros (l/200) para -

el antígeno particulado, se estableció la diluci~n Óptima de 

trabajo del antígeno soluble en 1/50, uti1izando 1os sueros­

en una dilución 1/200 (tanto para los de referencla como p~­

ra los sueros "problema~). 

El punto de corte, a partir del cual fue considerada p~­

sitiva una muestra de suero, se estableciG en el caso del a~ 

tígano particulado cuando el valor de absorbancia de dicho -

suero correspondía al 25.49\ del valor obtenido con el suero 

positivo de referencia (desviación estándar del suero negat~ 

vo de referencia: 8.52\). En el caso del antígeno soluble, -

este parámetro se determinó en O.OO\, en virtud de que los -

sueros negativos de_ r~fer~11::ci_~ nunca dieron un valor madible. 

De las muestras analizadas con el antígeno particulado,­

se encontró un 4o-;64\ (215 sueros) de reactores seroposit~ -

vos, y un _59 .35\ :,<314 sueros) de reactores seronegativos 

(Fig. 6). 
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se obtuvo una mayor sensibilidad de la prueba con el a!!_­

tígeno soluble, detectándose 49. 38\ (121. sueros) do react.!:!, -

res seropositivos y 50.61\ (124 sueros) de reactores seron!_­

gativos (Fig. 7). 

Los valores obtenidos de la repetición efectuada para d!_ 

tertninar la variabilidad "inter-pruebaª se muestran en el 

cuadro No. 5. 

De acuerdo al valor de corte establecido mediante el SU!!_ 

ro negativo de referencia electo al azar quo se utilizó en -

la realización de la prueba (suero 384) , el resto de los su~ 

ros negativos de referencia (sueros 383, 385, 386 y 387) pr~ 

porcionaron valores negativos. 

Al analizar los valores obtenidos en las pruebas con el­

antíg eno particulado y con el antígeno soluble (reactores s~ 

ropositivos y seronegatlvos) mediante una prueba no param! -

trica, coeficiente "fi" (~) (7), no se encontró una correl!.­

ción significativa entre ambos antígenos (~= 0.35) (Cuadro­

No. 6). 
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O I S C U S I O N 

Se ha demostrado que usualm.~nte pueden encontrar~e rea~ 

clones falsas positivas en un rango del l\ al 2\ en este ti 

po de prueba serológica •. Esto pu~de deberse a contaminación 

del suero con bacterias u hongop, a factores de la dieta o­

a problemas por calE·ntamiento del suero (J). Esto indica 

que probablemente un máximo de 4.3 sueros de los reactores­

seropositivo~ encontrados pudieran ser en realidad seroneg~ 

ti vos. 

Es claro, sin embargo, que un significativo nÚmP.ro de ~ 

nimalcs (40.64\) ha estado en contacto con el microorgani~­

mo causante del AEO, Chlamydia esittaci. si se considera 

que la cepa B577 utilizada para la elaboración del antígeno 

particulado está clasificada dentro del serovar i de 

!:_. psittaci, es posible que la presencia de anticuerpos en­

los animales se deba a la presencia de infeccione~ intesti-

nales eubclínicas persistentes, tal como ha sido report~-

do en estudios previos (4, S, 18, 20, 22, 23, 25), y no n!_.­

ceeariamentc a problemas de aborto enzóotico ovino. 

Lo~ antígenos clamidiales ea han agrupado de acuardo a­

su especificidad por género, especie y serovar. El antígeno 

de grupo del género Chlamydia es el má~ r.onocido, siendo la 

suhs tancia inmunodominante un lipopolieacárido ac!dico con­

residuos de KOO (cetodeoxioctet·af.:o o ácJ do deoxl-D-manoct~­

losónico), que también se encuentra presente en algunas ba~ 

terias Gram negativas tales como Salmonella del quemotipo 
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rugoso Re y algunos serovares de Acinetobacter calcoacet!cus 

variedad anitratus. 

Por otro lüdo, los anfí~en6~ que ~onfieren especificidad 

de especie y de serovar es t-án representados principalmente .. 

por ep!topes de una proteína principal de la membrana exte~-

na (porina) que en el caso de g. psittaci posee un peso mOl~ 

culhr de aproximadamente 40.S kilodaltones, y posiblemente ~ 

por otros antígenos proteicos de superficie (5, 17, 22 ,, :~_5_) ·-.. -­

El antígeno particule.do utiliza do en es te es tudfo:· .. cc:i~~i!_· . 
. ,,- .. ;· :., 

tió en una suspensión de cuerpos elementales infectáiites}'qu·e~ 

conservaron íntegramente sus propiedades _antig&n~cas _:~~~-~r.!.-.· -
les. Por el contrario, el antígeno soluble conten!a bási'c!. -

mente al lipopolisacárido terrooestable espec!fico de género. 

El incremento en la sensibilidad de la prueba al utili -

zar un antígeno soluble coincide con los resultados obten! -

dos por otros investigadores (24, 28). Lo anterior responde-

al hecho de que los antiCuorpos se fijan con mayor far.ilidad 

al antígeno soluble (purificado del LPS de la pared de loa -

CE) que a la Chlamydia viva (antígeno particulado) (28). 

Sin embargo, es necesario expresar quP. al aumentar la 

sensibilidad de una prueba serológica disminuye su especif!-

cidad. Por lo tanto, acorde a las necesidad~s actuales en 

nuestro país para los estudlos diagnósticos y epidemiológ! -

coa del AEO, resulta más conv~niente obtener un máyor grado-

de especificidad en la prueba inmunoenzimát_ica- (E~ISA)_ a p~­

sar de que .el grado de sensibilidad disminuya_:.~n .. :la misma. 

Los valores reales de ~ensibilidad y especifiicada e~ 
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rrespondientes a la prueba d~ ELISA con u~o y Otro ant!gono­

sólo pueden determinarse desmotrando el estado._ de _infucción-

0 no infección en los animales estudiados. Esta·es ~na ~area 

difícil de realizar dadas las dificultades inherentes al cu! 

tivo !!l.~ de f. psittaci. En un estudio previo, la pru~­

ba de ELISA con antígeno particulado mostró la capacidad de­

detectar una respuesta humoral en el 100\ de un grupo de v~­

cas gestantes que abortar~n tras la inoculación experimental 

de S· psittaci a diferentes intervalcs de gestación (17). 

La reproducibilidad obtenida para esta prueba serológica 

fue del 75' (variabilidad inter-pr1rnba igual al 25\). Se S_!­

be que existen diversos factores que pueden influir en el d~ 

sarrollo de la técnica, llegando a ocanionar variaciones en­

loa resultados. Entre estos factores se encuentran: forma da 

conservación y tiempo de mantenimiento da los reactivos y/o­

eueros, diferencias de temperatura entre la placa y su cont~ 

nido y el medio ambiente de incubación, fluctuaciones de te!! 

peratura ambiental, fluctuaciones de pH, labilidad de los 

reactivos, posibles errores en la medición de pesos y volúm~ 

nes, e incluso la formAci6n de meniscos en los pozos de las­

placas que modifican los valores de de~sidad 6ptica (reducen 

el espacio por d~nde ha de pasar el haz de luz del lectorl -

(14' 35) • 

Así pues, tomando en cuenta lo~ factores mencionados, es 

muy probable que la repraducibilidad de la prueba Ue ELISA -

realizada, pueda mejorarse todavía más har.ta lograr una r~ -

producibilidad ideal del 90\. 
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Como un estudio complementario a la presente encuesta s~ 

rológica se tiene contemplado intentar el aislamient~ de 

E.· psittaci a partir de heces fecales de animale:s con val~ -

res elevados en la prueba de ELISA, a fin de de~ostrar sin -

lugax ~ dudas la presencia del agente etiológico en la pobl~ 

ción animal estudiada. 

El porcentaje de abortos que se reporta en el COPEA es -

muy bajo, de aproximadamente el l\ o incluso menes'. Con los 

resultudon obtenidos mediante la presente encuesta serológ!­

ca no es posible determinar si algunos de lof:' abortof:' obse;.­

vados regularmente corresponder. a problemas de AEO. Sin e~ -

bargo, contamos ahora con una prueba serológica práctica y -

lo suficientemente confiable como para intentar establecer -

un diagnóstico serológico de casos de aborto midiendo la 

reacción de muestras pares obtenidas de un mismo animal al -

momento del aborto y en la fase conv~lesciente (2 6 3 sem~ -

nas después). 

1ortiz Hern&ndez, A. Comunicaci6n personal, 1988. 
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CUADRO No. l. ComponiciOn de la solución buffer de 
bicarbonato de sodio o.l M, pH 9.6 -
(Coating buffer). 

Componente 

Na
2

co
3 

NaHC0
3 

Thiomersal 

Agua destilada 

Cantidad en. la soúicióii' 

g 

··2~93 :'g ,_,.,, -
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CUADRO No. 2. Composici6n de la soluci6n buffer d& 
Er;ISA. 

Soluci6n A Soluci6n B 

Componente Cantidad Componente Cantidad 

NaCl e g Nacl B 

KCl 0.2 g KCl 0.2 

Na 2HP04 358 g KH 2Po 4 1. 302 

Agua destilada 1 lt. Agua des t .. 1 

• Agregar soluci6n B a solución A hasta alcanzar 
un pH de 7.4. 

g 

g 

g 

lt. 
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CUADRO No, J. Composici6n de la sol~ci6n de lavado 
(PBS-Tween 20) • 

Componente Cantidad en la solución 

NaCl e.s q 

Na 2HP0 4 1.1 q 

NaH 2Po4 0.32 q 

Aqua destilada 1 lt 

Tween 20 O.OS\ 



- 32 -

CUADRO No. 4. Composición de ·1a.:solución del substrato 
en buffe·r. de ácid,o cítrico fosfatado. 

Componente 

Acido c!trico 5 .11 

9, 15 g 

o. 4 g 
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CUADRO No. s. Valores obtenidos en la repetición de 
la pru~ba de ELISA, utilizando el a~­
tígeno particulado (cepa 8577 de 
s_. psittaci) 

No. suero Primera prueba Segunda prueba 

n.o. . n.o • 

l 0.12 68.S7 0,82 74.S4 
2- O,Sl 48.S7 0,46 41. 81 
3 0.17 16.19 0,19 17.27 
4· 

"' 
0,27 2S.71 o O.lS 13. 63 

s. "! 0.12 11. 42 .... 0,14 12.72 
6' .... 0.18 17.14 ~ o. 26 23.63 

11 0.01 00.9S o.is 13.63 
8 _:. . 0.6i. S8.09 . o .37 33.63 
9 u 0.38 36.19 u 0.4S 40.90 
10 ~ 0.13 12.38 > o .14 12.72 

"' 11 .. o ,S3 so .47 . 0.23 20 .90 
:: . 12;·: .... 0,09 a.s7 .... 0.07 6,36 

.-.-: 13' .. o.os 7 .61 " o .14 12. 72 .. ., 
14. u o .os 4.76 u o .2l 19 .09 
lS-' 

o 
0.42 40.0 

o 
0.28 25.4S u u 

16 0.24 22.as 
ó 

0.22 20 .o 
17 o 0.3S 33.33 0.2l 19 .09 

·~:· 18. Q o.s6 S3.33 o o.s1 46.36 
19. 0.43 40 .9S 0.7S 68.18 
20 o .oo o.o 0.86 78.18 

* Densidad Optica. 
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CUrtDRO No. 6. Tabla de contingencia 2 X 2 a partir 
de i·a cual se obtuvo el valor de 
"fi" (cj>). 

Antígeno Soluble 

Total 

240 
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FIG .. l. Diagrama de placa para estandarizar la 
dilución Óptima del conjugado (titul!.­
ción). 
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Ag. positivo + conjugado + substrato. 
Ag. negativo +conjugado + substrato. 
Suero rico en IgG + conjugado + substrato. 
Suero agamaglobulinémico + conjugado 
+ substrato. 
Sólo conjugado + substrato. 

Ag. positivo + suero rico en IgG 
+ conjugado + substrato. 
Ag. negativo + suero rico en IgG 
+ conjugado + substrato. 
Ag. positivo + suero agamaglobulinémico 
+ conjugado + substrato. 
Ag. negativo +suero agamaglobulinémico 
+ conjugado + substrato. 

Ant!geno positivo: (1) y (3) 
Ant!geno negativo: (2) y (4) 

FIG. J. Esquema de la preparaci6n de las pl~cas previo 
a la aplicación de las muestras. 
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