Universidad Nacional Auténoma
de México

.lf; =

) FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

B

psittaci EN OVINOS DEL CENTRO OVINO DEL PROGRAMA
DE EXTENSION AGROPECUARIA (COPEA), MEDIANTE
UNA PRUEBA INDIRECTA DE ELISA.

‘ DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA éhla&fj}dﬁ

TES TS

Que para obtemer el Titule de
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

presentas

CRISTINA ESCALANTE 0CHOA

Asesores:
M.V.Z, PhD. Jorge A. Pérez Martinez
M.V.Z. Jesis Romero Martinez

MEXICO, D. F. 1988




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INTRODUCCION. ....00u

MATERIAL Y METODOS...:
RESULTADOS.....; ;
DISCUSION... ...
LITERATURA CITADA

CUADROS..4ie'ase

FIGURAS ..\t

vi



CUADROS YiF IGURAS, ‘-

: Pigina
Cuadre No‘. "iﬁn,’buyfy‘fer de
= Wi 9.6 -
L 29

buffer de

cuédro‘

Cuadro,

Cuadro-
de la prueba de ELISA, 'ui‘:i'li';andb‘el"
;'antfgeno partlculadm(cdﬁa BS

.33

C. psittacl).e.viudas R
cua@x:'o N‘o}‘.‘s.‘ Tabla de contingencia 2 x2a paf:tiz
de la cual se obtuvo el valg;.: de =
nELN (). : L 34
. Fig. 1. piagrama de placa para estundariza' li dl—
lucifn Sptima del conjugado (titulaci&n) 135

Flig.,: 2. Diagrama de placa para estanda iza

cidn Sptima del antfgeno solubl
- -2 1 B N A
Fig. 3., Esquema de la prcp‘a‘ravé"

previo a la aplica'cﬁ.én de



Fig, 4.

Titulacidn de conjugads de’ peroxidasa anti
1gG. (H + L) ae ovino, utilizando OPD como-

éubsttatc.........{.;.;...................

Fig..5a,. Titulacidn de Ag. Soluble de C, psittaci,

utilizandc sue}cs de referencia positivo~
i .

y negativo {ovino), un conjugado de pmuro-

xidasa anti 1gG de ovino;, y OPD como subs

EratO, tavereurasnsosoneroensonrsanssanans

Fig. 5b. Titulacidn de Ag. soluble de C. psittaci,

Fig.'é.

Fig.:7.

utilizando: sueros de referencia positivo-

Ty qegatiﬁd Tbvynoﬁh un. conjugado de pero-

,xidésq;;ntiv;§G5deiovino, y OPD como subs

sqer;s d§‘§VLnés 7§ntepedente de aborto
é;ﬁh;&csf?dn‘Ag.jparﬁiculado de -
c. Esittaci an ELISAL.....................
Sueros da oviﬁua?sih antecedente de aborto

probados con Ag. soluble de C. psittaci en

BLISA viaeeassernsnsnnssessovisionsannssns

viii

Pagina

38

33

40

41

42



-1 -
RESUMEN

ESCALANTE OCHOA CRISTINA. Determinacidn de anticuexrpos contra

Chlamydia psittaci en ovinos del Centro Ovino del Prograﬁa de

Extensidn Agropecuaria (COPEA}, mediante ‘una pr;eba indirecta

de ELTSA (bajo la direccifn de: Joxge A. P&rez Martinez y Je-

sis Romero Martinez).

En Mé&xico no existen reportes acerca del Aborto EnzSotico Ovi
no (AEQ), erfermedad distribuida ampliamente dentro de la ovi
ﬁocultu}:a, por lo que fue establecida una prueba de diagnésti
co indirecto para la identificacidn de reactores seropositi -
vos, Fueron analizados 529 sueros de ovinos, procedentes de -
COPEA~FMVZ-UNAM, para detectar la presencia de anticuerpos -
contra Chlamydia psittaci, usando una prueba inmunoenzimdtica
(ELISA). El 100% de las muestras se exaﬁiné utilizando un an-
tfgeno particulado {cepa B577 de c. Esittaci‘) - mientras que --
también se analizd un 46.31% (245 sueros) elegido al azar con
un antfgeno soluble (cepa 1074 de C. psittaci). Se estandari-
zaron las diluciones Sptimas de trabajo del antfgeno soluble-
(positivo y negativo), del conjugado, de los sueros testigo -
(positivo y negativo) a ‘utilizar, as{ como dc los sueros a =
axamingr{vgncpnfyﬁhdose éstas en 1/50 para el antigeno, -
1/3500"pa;a eki c"onjugva'dov’y 1/200 para los sueros testigo y =

1os sueros problema. De:lcs sueros probados con el antigeno -

pa:ticul do; 215 muestras (40 46\) fueron .encontradas seropo-

sitivasy mientras que en aquellas analizadas con el antxgcno-

soluble se encontraron 121 zeactorns seropositivos (49 38\).

Sin gmba;go,‘la furva de distr;pucion de,Ezecuencias de 1os -




valores ‘seronegativos obtenidos al utilizar el antigeno parti
;culado, sugiere la posibiiidad d- que el alto porcentaje de -
reactores seropositivos se deba a infecciones .intestinales -
subclinicas persistentes, y no necesarjamente a la presencia-
del AEO. Se obtuvo una 'reproducibilidad para la prueba de por
lo menos el 75%., La prueba de ELISA es un método sensible y -
rdpido que puede ser de gran valor epidemioldgico y dlagndsti
co para detectar la exposicidn de los ovinos a Chlamydia -

psittaci.



JI;N'TRODUCCION

enzootico ovino (AEO) ;es una de las principa -

les: causas: de ahorto en ovinos y caprinos en diversos pa.x.ses.

El agentc etiologico de" esta enfermedad Chlamvdia psittaci, i

fue identificado por px:imex:a vez por Stamp et al. en Escocig
en 1350 (23, -28,:31).

El tipo de aborto ovino del que Stamp et al. aislarén =
por vez primera a les clamidias ha sido reconocido én Alema-’
nia Democritica y en Alemania Federal; en Francia; en Gran -
Bretafia, donde constituye la fetopatfa ovina diagnonvtircada -
con mayor frecuencia (20% del total de abortos}); en .lqs—pa_!_-
ses balcdnicos de Europa Oriental (en Grecia fue idantj;ficado
a partir ‘de 1986); en Nor Africa; en Sudafrica (faconocid; -
hasta. 1972 durante un brote epizdotico de abortos),.y en -
E.U.A., reconocido por Young et al. en 1958 (4, 10, 23, Ji).
En Italia existe una alta incidencia de animales seropositi-
vos en diversas partes del pafs (1). En MExico no existen re
portes al respecto.

Probablemente esta enfermedad se presenta en todos log =~
paises en los que se ha desarrollado la industria ovina. Las
dreas endémicas conocidas incluyen: Argelia, Tlnez, Nigeria,
Suddfrica, algunos pafses de Sudamérica, Inglaterra, Islapn .~
dia, Noruega, Pakistdn, India, Nueva Zelanda y E.U.A. {5, 15).

El género Chlamydia sélo comprende a dos especies de'b’ag" =

terias de vida intracelvlar obligada: C., trachomatis y -

C. psittaci. Clamidiasis es el término genérico para denom_i_-r



nar un niimero de enfermedades causadas por C. psittaci (2, -
13, 19, 22, 23}.

C. psittaci presenta un gran niimerc de cepas, as{ como -
un amplio rango de huéspedes potenciales. Spears y Storz de-
terminaron 8 biotipos; posteriormunte fueron identificados 9
serovares (19, 29).

Gracias a diversas investigaciones sobre este microorga-
nismo, actualmente se conocen las especies animales suscepti
bles, mismas que son: aves psitacinas, éalomas, patos, pavos,
ovinos, caprinos, bovinos, equinos, felinos, algunos rcedo -

res, tejones, koalas, focas y ranas (2, 5, 8, 11, 18, 20},

Las cepas de clamidias aisladas de procesos abortivos en
bovinon, ovinos y caprinos, pertenecen al serovar 1. Este sea
rovar también se ha asociado a ls presentacidn de.neumonfas- '
en corderos, infecciones genitales, e'iﬁfedcionéi,inéestiné-i
les subclinicas persistentes en las espééie;fﬁe;ciéhadas (5}

18, 20, 23).

Las alteraciones repreducktivas en el ov;né-dgbidas:a la~
infeccidn por Chlamydia son: mortinatos, corderos débiles al
nacimiento y abortos. La incidencia de los aﬁqrtbé ﬁuédg as-

cender a un 33% en rebafios de primoexposicién (1,‘}5)~34). -

Cuando la enfermedad es enzdotica en el rebafio : ng dgf

presentacién de abortos puede ser del 1% ali5% entafios subse.

cuentes a la primoexposicidn. lLa expulSié

currir en borregos de cualquier ‘edad;
que se observa con mayor frecuenci

nores de 2 afios de edad)



bios especificos en el feto abortado (17, 18)

La forma de transmisidn de C. psittaci no se ha confirma
do en infecciones naturales, Probablemente la via de entra-
da sea a través de la ingestidn o inhalacidn de partfculas -
infecciosas localizadas en las heces, orina, o descargas ocu-
lares de animales infectados. La transmisién venérea ha sido
Postulada, pero en este caso conduce a la infertilidad y no-
al aborto, quizi debido a que la multiplicacidn del agente -
en las células endometriales altera el medio ambiente del em
bridn ocasionando su muerte temprana {reabsorcidn) (1, 2, 15,
21),

En los rumiantes, el intestino parece ser un hfbitat na-
tural para algunas cepas, desarrollindose asf infecciones -
subclinicas persistentes, comunes en bovinos, ovinos y capri
nos. Estos animales portadores representan un modo importan-
te de transmisidén y perpetuacidn de las clamidias. Sin embar
9o, no se sabe si &sto sucede con todas las cepas de -
C. psittaci en el ganado. C. psittaci puede sobrevivir en -
las heces por meses, dado que es resistente a la desecacién y
a la accidn de enzimas proteoliticas (18, 20, 23, 26).

Las aves no parecen representar un importante papel en -
la transmisidn a los rumiantes, debido a que las cepas que -
afectan a las primeras son antigénicamente diferentes a aqué
llas que afectan a los Gltimos., Por otra parte, C. psittaci-
tiene relativamente poca especificldad de huésped en los ma-
miferos, y la transmisidn entre especies no relacionadas pue

de ocurrir.



:riys:l‘:tencia Ae‘ Vecﬁqres {garrapatas,
insecto#»y "a‘s;;'ciavdos?a“lai gaAnaderIa‘ y a:la avicul-
.Eura); (1, 2,185 2}0;‘ 23) .

I”VLa.ﬁabi’lidad de‘esﬁablecef infecciones uterinas, en pla-
ésnta Yy f.e‘;o, eé una propiedad de varias cepas clamidiales -
en diversas especies animales, independientemente del tipo -
de placentacidn, Se requiere de una clamidemia secundaria, -
posterior a una multiplicacidn bacteriana en 8rganos somiti-
cos, durante la cual el microorganismo alcanza la unidn pla-
centaria. Existe predileccidn por el epitelio coridnico de -
la regidn hiliar de los placentomas, La infeccidn de los 8-
ganos fetales se da por una invasién clamidial en: la:circula
cidn fe;al.

“""En el ganado ovino se presenta fiebre uno o dos dias pos
teriores a'la exposlicidn inicial, pero no existen otros sig-
‘nos de infeccidn hasta que ocurre el aborto, De igual forma,
en el ganado bovino no se ha observado signo alguno gque pre-
ceda al aborto cuando la infeccién ha sido en forma natural;
sin embargo, cuando ha sido inoculado experimentalmente, lle
ga observarse fiebre y leucopenia de 3 a 5 dfas posteriores-
a la inoculacidn, y en algunos animales también se presenta-
anorexia, diarrea Iintermitente y descargas vulvares mucosas
(20).

Los diferentes factores por los que se da el aborto no -
estin bien entendidos; sin embargo, se pogtula que el desa -
rrollo . de placentitis e ihfecciﬁnj qer;eralj;zada del feto bg‘ -'7

dieran .desencadenar el pro{:esé de. expulsiﬁn fetal " ( ia, 20,-



217, 31,‘32).

Las infecciones en el periodo perinatal se manifiestan. -
en la siguZente gestacidn de algunas borregas., Esto indica ;
que las ovejas pueden estar infectadas antes del empadre, -
probablemente desde su propio periodo perinatal (12, 34}.

asi pues, los signos clinicos de lag enfermedades causa-
das por C, psittaci no son suficientes para determinar un -
diangdstico. La observacidn directa del agente en tejldos in
fectados representa un método diagnfstico relativamente tﬁpi
do; sin embargo, su utilidad se restringe a preparaciones de
citologfa exfoliativa a partir de tejido placentario, que no
siempre estd disponible. Se han desaxrrollado métodos de cul-
tivo celular para el aislarmiento de la bacteria a partir de-
muestras clfnicas, pero relativamente pocos laboratorios los
realizan (17). Asf mismo, se conoce que estos agentes patége
nos fastidiosos causantes de infecciones placentarias y feta
les, son diffciles de aislar en el momento del aborto o en -
animales recién nacidos, debido a que son rapidamente inacti
vados durante los procesos lntrauterinos que conducen al -
aborto y mueren antes de la expulsidn de la placenta y el fe
to (30, 31).

Por las razones anteriormente descritas, el diagndstico-
de infecciones por C. psittaci en bovinos, ovinos y caprinos,
se basa fundamentalmente en procedimientos_serolagicos, como
son la prueba de fijacidn de complemento (FC).y t&cnicas in-
munoenzimiticas (ELISA); La FC ccnvencionél es:.un érocedéj -

miento Gtil para el diagndstico de .enfermedades clamidiales-



con una fase sistémica de infeccién, pero nﬁ pueden detectayx
se todos los isotipos de inmunoglobulinas (ng). As{ entonces,
esta prueba probahlemente no detecte infecciones clamidialces
localizadas en membranas mucosas, debido a que éstas provo -
can una baja respuesta humoral,

La aplicacién de otros métodos modernos, como son la in-
munofluorescencia, la técnica inmunoenzimdtica (EL1SA) o el-
radioinmunoensayo, han tenido un significativo avance en el-
diagnéstico de infecciones clamidiales en el humano, las -
aves, los animales de laboratorio, asi como recientemente en
bovinos, ovinos y caprinos (16, 17, 21, 33).

La prueba de ELISA presenta una mayor sensibilidad que -
l; prueba de FC, y permite eliminérxj:lésr ih;eipretacionea sub
jetivas ‘inherentes -a los proce‘dimieﬂhtézsj"delv‘inlriunofluox:esceg_-
Cia' al proporcionar valores e"sértactof’o‘t;)‘mé‘t;icos obje;j.vos -

(17, 18, 20).

La relativa simplicidad' 'de’ ;yla b'rue‘pay de EI;ISA‘ y el hecho
de que puedan ser an&lizadns vailqér'suéyroa'siinixltsneamente,-
aunado a lo anteriormente ascr.‘tto,"co»l'ocan dicha pruéba como
el método de diagndstico a elegir en estudlos epidemiolagi -

cos del AEOQ.

Hipdtesis.

. Debido-a la amplia distribucidn geogrédfica de C. psittaci
‘E,‘ a'la diversidad de especies susceptibles y al hecho de -
que‘en COPEA, como en todo el pafs, se han introducido anima

les procedentes del extranjero, se espera encontrar un alto-



nivel de reactores seropositivos, mediante -la aplicécién de-

una prueba indirecta de ELISA.

Objetivos.

1.

Montar prueba indirecta de 'ELISA. -

-Establecer dilucidn de trabajo de:’’
a) Antigeno positivo.’
b) Antfgeno negativo:

c) Suero positivo testigo;

d)} suero negativo testtgo{f
@) Sueros problema;

Probar

(cepa B577). T

Praobar un nimero significativo (200-250) devlus mismos -
sueros con un antigeno soluble (cepa 1074).

Evaluar comparativamente la eficaclia de uno y otro antfqg
no en cuanto a su capacidad para detectar animales sero -
rreactores positivos.

Determinar la prevalencia de animales con niveles signifji
cativos de anticuerpos especificos contra C. psittaci.
Con base en los resultados obtenidos, tratar de elaborar-
conclusiones en cuanto a la posibilidad de que exista el-

aborto enzdotico ovino en COPEA-FMVZ-UNAM,
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MATERIIAL Y METODOS

Sueros a analizar.

Se analizaron 529 sueros provenientes del hato ovino del
Centro Ovino del Preograma de Extensidn Agropecuaria (COPEA-
FMVZ~-UNAM), mismos qué fueron mantenidos a -20°C en viales -
independientes e identificados hasta el momento de su utili-

zacidn, y alin después de la misma.

Técnica de ELISA.
Sueros Testigo,

Se utilizaron sueros de refe:encia’positivos y. negativos
a la presencia de anticuerpos especfficos contra Chlamydia -
psittaci: un coctel dc¢ sueros obten;d;g;de varias borregas -
que presentaron aborto enzGotico-yAS'éueros inﬂividua]es de-
borregas de hatos libres derla‘infécciSn, respectivamente, -
donados por el Dr. M. Dawson &él Laboratorio Central de Diag
néstico veterinario, Weybzidge):lnglatérra. La dilucién Gpti
ma de trabajo se determindé durante la estandarizacifn de la-

prueba,

Antfgeno Particulade.

.Como_antigeno pasitivo. se. empled una suspensidn de cuer-
pos -elementales de la cepa B577 de C. psittaci, obtenida me-
diante cultivo de c&lulas "L" persistentemente infectadas, -
tratadas con un proceso de centrifugacién diferencial y solu

cidén amortiguadora de fosfatos (16, 21). Como antigeno negati



vo se emplearon monoestratos de células fo no infectadas, ~
tratadas de la misma forma. Ambos antigenos fueron donados =
por el Dr, Jorge A. Pérez Martinez del Laboratorio de Bacte-
riologfa y Micologfa, FMVZ-UNAM, México. Dichos,antfgenos’ -
fueron utilizados en una dilucidn 17200, di;ucién GQCiygAdé-

trabajo establecida en estudios previamente realizadod}.

Antigeno Soluble.
Fueron utilizados un antigeno positivo 'y uﬁ'aﬁtfgenb ne-

gativo, donados por el Dr, M. Dawson del’ Laboratorio Central

de Diagndstice Veterinario, Weybridge, ;hglaterfa,rEl antfge

no positivo consistid en un extractp o§tan;do'qon deoxicola-
to de sodio a partir de una suspensiﬁn de éne:poa elementa. -
les de la cepa de referencia. 1074 prop;gada en células "L" e
inactivada a 56°C durante 1 hora. El antfgeno neéativo con -
sistid en un extracto similar obtenido de cultivos celulares
no infectados?, La dilucidn &ptima de ambos. antfgenos fue de

terminada durante la estandarizacidn de la prueba.

Conjugado.

Se utilizd un conjugado antiinmunoglobulina G {(cadenas -

pesadas y ligeras) de ovino, marcado con peroxidasa (iab. -

Dakko). El conjugado fue dilufdo 1:2 en glicerol y conserva-’

do a -20°C durante todo el tiempo que durd el estudio. Su di

lucidn Sptima de trabajo se establecid durante la”estandaris™

zacidn de la prueba.

'+ 2pgrez Martinez, J.A. Comunicacidn personal 1986,
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Estandarizacidn de la prueba.

Conjugado.

El conjugado fue titulado mediante un esquema de ajedrez
en una prueba diracta utilizando como antfgeno un suerc de -
bovino rico en 19G. Se realizaron diluciones dobles del antf
geno desde 1/100 hasta 1/102,400 en una s=solucidn amortiguadg
ra de bicarbonato de sodio 0.1 M pH 9,6 (Coating buffer) -
(Cuadro No. 1)}, con la: que se sensibilizé una placa para -
prueba de ELISA (Immulon I, fondo plano, Dynatech). Las dilu
ciones fueron aplicadas a loe pozos de la placa (100 ul/pozo)
en orden de mayor a menor concentracidn de izquierds a dere-
cha (direccién l——s12, Fig. 1), seguido de una incubacién -
durante 2 horas a 37°C,

Se realizaron diluciones dobles del conjugado desde -

"1/400 hasta 1/51,200 en una sclucifn amortiguadora de ELISA-
{sol. buffer de ELISA){Cuadro No, 2) pH 7.4 adicionada con -
0.1% de Twean 20. Dichas diluciones fueron aplicadas a la -~
placa (100 JUl/pozo), previamente lavada 3 veces con una soluy
cidn fosfatada adicionada con 0.05% de Tween 20 (PBS-Tween -
20) (Cuadro No. 3), en orden de mayor a menor concentracidn-
de arriba hacia abajo (direccién A—>H, Fig. 1). La placa -
fue incubada durante 1 hora a 37°C, tras lo cual fue nueva -

mente lavada 3 veces con la solucidn PBS-Tween 20 (5 minutos

por lavado). Posteriormente se le agregaron 100 Wl/pozo de - = ©

la solucidn del substrato (ortofenilendiamina, OPD) en una’ =
solucidn amortiguadora de &cido cftrico de pH 4.25 (buffer: -

de dcido cftrico) (Cuadro No. 4) conteniendo 40 ul de perdxi



do de hidrdgeno (H202) al 30% por cada 100 ml de solucidn, y
se incubd a temperatura amkiente durante 10 minutos protegi-
da de la luz. La reaccidn enzimdtica fue detenida afadiendo-
100 pl/pozo de una solucidn al 8.4% (v/v) de acido clorhidrg
Co.

La absorbancia (densidad Sptica) fue medida en un lector
Dyantech modelo minireader II, utilizando un filtro de -

490 nm,

Antfgeno Soluble.

Para la titulacidn del antfgeno se utilizd un esquema de
tablero de ajedrez en una prueba indirecta con el fin de es-
tandarizar al mismo tiempo la dilucidn Gptima de trabajo de-
los sueros a utilizar.

Se realizaron diluciones dobles del antfgeno soluble deg.
de 1/20 hasta 1/640 en una solucién amortiguadora de bicarbo
nato de sodio 0.1 M pH 9.6 (Coating buffer), con las que fue
sensibilizada una placa para prueba de ELISA, Las diluciones
fueron aplicadas a los pozos de la placa (100 ul/pozc) en or
den de mayor a menor concentracidn de izguierda a derecha -
(direccién 1~—-12, Fig. 2), seguido de una incubacién duran-
te 2 horas a 317°C,

De los sueros testigo de referencia positivo (coctel -
"RVC™) y negativo (suero 384), se realizaron diluciones dg -
bles desde 1/50 hasta i/{o@,reﬁiﬁﬂa solucidn buffer de ﬁLISA

pPH 7.4 adicionado con  \‘de,wweenrzo. Estas diluciones fue

ron agregadas a la placa; reyiamhnce7lavada 3 veces: con- la-
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solucidn PBS-Tween 20 (S minutos/lavado) .. en orden de mayor
a menor concentracidn de arriba hacia abajo (direccidn A—H,
Fig. 2). Se aplicaron 100 ﬁl/pozo. En primer té&rmino se agre
gd el suero positivo (A-DV, y en segundo término el suero ng
gativo {E~H). La placa fue incubada durante una hora a 37°C.

pespués de 3 lavados con la solucidén PBS~Tween 20, se =

les agregd a cada uno de los pozos de la placa 100 pl del -~

conjugado (dilucidn 1/3,500) dilufdo en buffer de ELISA con-
0.1l% de Tween 20, y se incubé nuevamente durante 1 hora a =

37°C. Posteriormente, se lavd la placa 3 veces con la solu =

cidén PBS-Tween 20 (5 minutos/lavado), se le agregaron 100 ul
por pozo de la solucidn del -substrato OPD en buffer de fcido
citrico de pH 4.5 conteniendo 40 yl de perdxido de hidrégeno
(HZOZ) al 3G% por cada 100 ml de buffer, y se incubd a tempe
ratura ambiente durante 10 minutos protegida de 1la luz, ‘La -
reaccidn enzimBtica fue detenida afadiendo 100 jl/pozo de la

solucién al B.4% de &cido clorhfdrico.

La absorbancia fua medida en el lector Dynatech, utili' -

zando un filtre de 490 nm.

Procedimiento de la prueba de ELISA.

se sensibilizaron las placas-a-utilizarse

antfgeno particulado camo parael

diluciones Sptimas, previamente. estandarizadas

¥
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geno positivo (hileras A-B y E-F) y el antigeno negativo (hi
lerag C-D y G-H)j; en la columna No. 1 se dispusieran los tes
tigos de la prueba, tal como se muestra en la Fig., 3, con el
fin de monitorear la fidelidad de la prueba, as{ como de de~
tectar posibles reacciones inespecfficac o contaminantes que
pudieran alterar los resultados de la misma., Las placas fue-
ron lavadas 3 veces con la solucidn PBS-Tween 20 (5 minutos-
por lavado) Yy mantenidas a ~-20°C hasta el momento de su utji-
lizacidn,

Todos los sueros fueron diluidos 1/200 (dptima dilucién-
estandarizada) en un buffer de ELISA de pH 7.4 con 0,18 de -
Tween 20, Se agregaron 100 Wl/pozo, Y se incubaron las pla -
cas durante 1 hora a 37°C. Cada suero se prob8 por duplicado
{Fig. 3).

Se incluyeron sueros testigu de referencia dentro de ca-
da prueba: un suero positivo {coctel "RVC™) en cada placa -
(columna 2, A-D) y un suero negativo (suero 384) en la placa
No. 1 de cada dfa en que se corrid la prueba (columna 2, E-H)
(Fig. 3). Ambos sueros en una dilucidn 1/200 en buffer de =
ELISA con 0.1l% de Tween 20,

Posterior a la incukacidn, las placas se lavaron 3 vaces
con la solucién PBS-Tween 20. Se les agregaron 100 |l del -~
conjugado a cada pozo y se incubaron nuevamente durante 1 ho
ra a 37°C, Tras efectuar 3 lavados con la solucidn PBS~-Tween
20 se aplicé la solucidn del substrato a las placas (100 ul-
por pozo), se incubaron a temperatura ambiecnte durante 5 mi-

nutos para las placas con antfgeno particulado y durante 10-
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minutos para las placas del antigeno soluble, protegidas ag—
la luz. Se detuvo la reaccidn enzimftica mediante la adicidn
de la solucidn de &dcida clorhfdrice (1lCO ﬁl/pozo).

La absorbancia fue medida en el lector Dynatech, median-
te un f£iltro de 490 nm, Durante la lectura cada plzca fue -~
"hlanqueada® individualsenCe con los pozos A~D de la columna
No. 1, utilizando el lector mencionado.

El valor neto de cada suero fue obtenido restando la ab-
sorbancia promedio (n=2) obtenida con el antfgeno negativo,~-

Ada la absorbancia promedio (n=2) obtenida con el antfgeno PO
sitivo, y los resultados fueron expresados como porcentaje -
del valor obtenido con el suero positivo de referencia.

El punto de corte entre los valores positives y negati -
vos se determind calculando el promedio de los valores {(en =~
porcentaje) del suero negativo de referencia (n=12) mids 2 -
degviaciones estindar. Con &sto obtenemos el mdximo punto =
(valor) de negatividad v el minimo punto (valor) de positivi
dad (3, 10, 25).

Para determinar el rango de varlabilidad finter-pruebh"-.
de la prueba de ELISA, se analizaron eg 2 ocasiones las mis-
mas diluciones de 20 sueros elegidos al azar con un interva-
1o de tiempo de 24 horas. ] i

Del total de.sueros muestreados, el 100% (529) se.anall—l
26 utilizando.el nptfggno particulade, -y el 45.31‘ kZXSf”se;5
annlizé‘uti;jzap@o_el antfgeno soluble, con el fin de ev34 Z
luar éI segﬁnd6 én‘£e1;c£6n al p:iﬁero. Lés aueiﬁs mués£ieg-

dos coh'ei,antigeno solublé fueron. escogidos al azar,
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RESULTADOS

La dilucidn Sptima del conjugado se determind comparando
los valores de absorbancia de las diferentes diluciones del-
antfgeno utilizado (suero bovino rico en IgG) en relacidn a=
las diferentes dilucicn;s del conjugado, localizindose en el
punto donde el valor de densidad dptica fuese lo suficiente-
Mente elevado para obtener una adecuada reaccidn en la prug-
ba, sin que se tuviesen problemas de saturacién de la placa-
por exceso de conjugado que provocase valores de absorbancia

demasiado altos y no medibles por el lector, ni tampoco véig

Yes muy bajos debldos a una insuficiente cantidad.de conﬂpgg i,;,”

do en la reacclén (Fig. 4).

De acuerdo a lo anterlor, al efectuar la titulaci&n dél-
conjugado, se observd que los mejores valores saréﬁqoﬁtfa§hn
entre las diluciones 1/1,600 y 1/3,200, por lo que se de;& -
did utilizar una dilucidn promedio siendo &sta de 1/2,400, -
Sin embargo, al dar comienzo al anBlisis de los sueros pro -
blema, este valor se ajustd a una dilucidn 1/3,500 con la -
que se obtuvo una mejor respuesta en la prueba serol8gica.

La dilucidn Sptima del antfgeno soluble se determind -
comparando los valores de absorbancia de las diferentes dilu
ciones de los sueros de referencia en relacidn a las diferen
tes diluciones del antfgeno positivo, localizindose en el -
punto donde el valor de densidad Sptica tuviese un valor ele
vado para el suero positivo de referencia y un valor bajo pa

ra el suero negativo de referencia (ambos a una misma dilu -



cign) (rigs. Sa y Sb).
’nsijpééé,1t;aﬁuefeé£uﬁr la titulacidn del antfgeno solu-
bia, se observd que.los ﬁejo:es valores, tanto para el suero
positivo como pa:a‘el suero negativo de referencia, se encon
traban entre las diluciones 1/40 y 1/80 del antfgeno cuando-
se utilizaban los sueros en diluciones 1/200, y aproximada -
mente en una dilucidn 1/100 del antigeno cuando se utilizaba
una dilucidn 1/100 de los sucros. Debido a que no se observd
una diferencia significativa de los valores obtenidos entre-
ambos juegos de diluciones, asf{ como al hecho de que ya se -
tenfa estandarizada la dilucidn de los sueros (1/200) para -
el antfgeno particulado, se establecid la dilucidén Sptima de
trabajo del antfgeno soluble en 1/50, utilizando los sueros-
en una dilucidn 1/200 (tanto para los‘de referencia como pa-
ra los sueros "p:oblema‘:). - : )
Bl punto de corte, a pa?hir del cual fue considerada po-
sitiva una muestra de suero, se establecid en el casoc del an
tfgeno particulado cuando el valor de absorbancia de dicho -
suero correspondfa al 25.,49% del valor obtenido con el suero
positivo de referxencia (desviacidn estdndar del suero negati
vo de referencia: 8,.52%), En el caso del antfgeno soluble, -~
este parametro se détermlna en 0.00%, en virtud de que los -
sueros'negativqs dg,:@fergnc;g”quqqa dieron un valor medible.
De las muestrgélaﬂéiizadas con el antfgéno particulado,-

se encoht:é qpfA0}§4§;z215 5ueros) de reactores seropositi -

9}35\'(314:suér05)‘de‘reactores seronegativos -
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Se obtuvo una mayor sensibilidad de la prueba con el an-
tf{geno solubie, detectindose 49.38% (121 sueros) de réactg -
res seropositivos y 50.61% (124 sueros) de reactores serone-
gativos (Fig. 7).

Los valores obteniaog de la repeticifn efectuada para de
terminar la variabilidad "intez—pruebaf se muestran en el -
cuadro No. 5.

De acuerdo al valor de carte establecido mediante el suc
ro negativo de referencia electo al azar que se utilizd en -
la realizacidn de la prueba (suero 384), el resto de los sue
ros negativos de referencia (sueros 383, 385, 386 y 387) pro
porcionaron valores negativos.

Al analizar los valores obtenidos en las pruebas con el-
antfgeno particulado y con el antigeno soluble (reactores se
ropositivos y seronegativos) mediante una prueba no paramg -
trica, coeficiente "f£i" (¢) (7), no se encontrd una correla-
cién significativa entre ambos antfgenos (¢= 0.35) (cCuadro-

No. 6).



DISCUSION

Se ha demostrado qué usdalﬁanéé pﬁe@egrencantrarse reac
clones falsas positivas en un rango del 1% al 2% en este ti
po de prueba serolégica.‘ssto pﬁede;debe:sg a conﬁaminacién
del suero con bacterias u hongos,ra fa;tores de la dieta o-
a problemas por calentamiento del suero (3). Esto indica -
que probablemente un méximo dé 4.3 suexos dé los feactores-
seropositivos encontrados pudieran ser‘ey realidad seronega
tivos. ’

Es claro, sin embargo, que un significativo nlimero de a
nimales. (40.64%) ha estado en conéacto con: el ‘microorganis-
mo causante del AEO, Chlamydia psittaci. Si se considera -
que la cepa BS77 utilizada para la elaboracidn del antfgeno
particulado estd clasificada dentro del serovar 1 de -
C. psittaci, es posible que la presencla de anticuerpos en-
los animales se deba a la presencia de infeccicnes intesti-
halea subclfnicas persistentes, tal y como ha sido reporta-
do en estudios previos (4, 5, 18, 20, 22, 23, 25), ¥y no ne-
cesariamentc a problemas de aborto enzdotico ovino.

Los antfgenos clamidiales se han agrupado de acuerdo a-

. su especificidad por género, especie y serovar. El antfgeno
de grupo del género Chlamydia es el mS; conocido, siendo la
substancia inmunodominante un lipopolisacidrido acidico con-
residuos de KDO (cetodeoxioctzrato o dcido deoxi-D-manoctu-
losdnico), que también se encuentra presente en algunas bac

terias Gram negativas' tales comoksalmonella del quemotipo
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rugoso Re y algunos serovares. de Acinetobacter calcoaceticus

variedad anjitratus.
Por otro lado, laos énéiéeﬁbsrque confieren especificidad
de especie y de serovar estén representados principalmente -
por epitopes de una protgins‘principal de la membrana éiteg-f
na {(porina) que. en el ca;o de C. psittaci posee un pes; mole "
cular de aproximadamen%c 40.5 kilodaltones, y posibleﬁénte

por otros antf{genos proteicos de superficie (5, 17,

les, Por el -contrario, el antfgeno soluble conten£a~b551c5 -

mente al lipopolisacdirido termoestable espec!ficé de qsnefo.:

El incremento en la sensibilidad de la prueba al utili -
zar un antfgeno soluble coincide con los resultados obteni -
dog por otros investigadores (24, 28). Lo anterior responde-
al hecho de que los antiCuerpos se fijan con mayor facilidad
al antfgeno soluble (purificado del LPS de la pared de loms -
CE) que a la Chlamydia viva (antfgeno particulado) (28).

Sin embargo, es necesario expresar que al aumentar la -~
sensibilidad de una prueba seroldgica disminuye su especifi-
cidad. Por lo tanto, acorde a las necesidad-<s actuales en . -
nue§£ro éaIs para los estudios diagndsticos y eéiéemiolagi ;i
cos del AEQ, resulta mis conveniente obtener un mayor giado—‘
de especificidad en la 'prueba inmunoenzimitica (ELISA) a. pe-

sar de que el grado de sensihilidad disminuya en la misma.

Los valores reales de sensibilidad 5% especifiicada car -




rrespondientes a la prueba ds ELISA con uno y otro ant{gcno-

solo pueden determinarse desmotrando el es:ado de infuccion-
o no infeccidn en los animales estudiados.fEsca es una: tarea
dificil de realizar dadas las dlficultades inherentas al cul
tivo in vitro de C. psittaci. En un estudio previo, la ptug—
ba de ELISA con antfgeno particulado mostrd la capacidad de-
detectar una respuesta humoral en el 100% de un grupo de va-
cas gestantes que abortarcn tras la inoculacidn experimental
de C, psittaci a diferentes intervalcs de gestacidn (17).

La reproducibilidad obtenida para esta prueba seroldgica
fue del 75% (variabilidad inter-prueba igual al 25%). Se sa-
be que existen diversos factores que pueden influir en el de
sarrollo de la té&cnica, llegando a ocasionar varlaciones en-
los resultados., Entre estos factores se encuentran: forma de
conéervaci&n y tiempo de mantenimiento de los reactivos y/o-
sueros, diferencias de temperatura entre la placa y su conte
nido y el medio ambiente de incubacidn, fluctuaciones de tem
peratura ambiental, fluctuaciones de pH, labilidad de lus -
reactivos, posibles errores en la medicién de pesos y volflime
nes, e incluso la formacién de meniscos en los pozos de las-
placas que modifican los valores de densidad Sptica (reducen
el espacio por donde ha de pasar el haz de luz del lector) -
{14, 35).

asi pues, tomando en cuenta los factores mcnciongdog, ei
muy prokable que la reproducibilidad de la prueba de*ELxén ="
realizada, pueda mejorarse todavia mds hasta lograr un;;tgfi

producibilidad ideal del 90%.
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Como un estudio complementario a la presente encuesta se
roldgica se tiene contemplado intentar el aislamiento de -
C. psittaci a partir de heces fecales de animales con valg -
res elevados en la prueba de ELISA, a fin de demostrai sin -
lugar a dudas la presencia del agente etioldgico en la pobla
cidn animal estudiada.

El porcentaje de abortos que se reporta en el COPEA es -
muy bajo, de aproximadamcnte el 1% o incluso mencs®. Con los
resultedos obtenidos mediante la presente encuesta seroldgi-
ca no es posible determinar si algunos de los abortos obser-
vados regularmente corresponden a problemas de AEO. Sin em -
bargo, contamos ahora con una prueba seroldgica préctica y -
lo suficientemente confiable como para intentar establecer -
un diagndstico seroldgico de casos de aborto midiendo la -
reaccidén de muestras pares obtenidas de un mismo animal §1 -
momento del aborto y en la fase convalesciente (2 & 3 sema -

nas después).

dortiz Hern&ndez, Al Comunicacidn personal, 1988,
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CUADRO No. 1. Composicidn de la solucidn buffer de
bicarhonato de sodio 0.1 M, pH 9.6~
(Coating buffex).

Componente Cantidad en la’solucidn |

NaZCO3

NaHCO3

Thiomersal
Agua destilada
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CUADRO No. 2. Composicién de

la solucién buffer de

ELISA.
Solucién A Solucién B
Componente Cantidad Componente Cantidad
Nacl 8 g Nacl 8 g
Xcl 0.2 g KC1 0.2 g
NaZHPO‘ 358 g KHZPO4 1.302 g
Agua destilada 1 lt. Agua dest. 1 1t,

* Agregar solucidn B a solucidn A hasta alcanzar

un pH de 7.4.
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- CUADRO No. 3. Composgicién de la solucidn de lavado
(P'BS-Tween 20) .

Componente Cantidad en la solucién
NaCl 8.5 g

Naz}lPo4 1.1 g

NaHzPO4 . 0.32 ¢

Agua destilada : , 1.1t

Tween 20 y ST .0.05%




CUADRO No. 4., Composicidn de 'la

3z -

olucidn del substrato

en buffer de-&cido citrico Fosfatado.

Componente -

a_.ﬁtidad en la solucidn

NaZH?OA. .

Ortonitro
(0PD} .

Acido cf tr;cp

=fend

8,119
S9.15 g
. '0.4 g




CUADRO No., 5.

Valores obtenidos en la repeticidn de
la pruecba de ELISA, utilizando el an-

tigeno particulado (cepa B577 de

C. psittaci}

.-No,” Suero

Primera prueba

Segunda prueba

0.00

D.O.* ) n.o. [y

17 0,72 68.57 0.82 74.54

2 <0,51 48,57 0.46 41.81
3 0.17 16.19 0.19 17.27

el n 0,27 25.71 o 0.15 13.63
- ©.0.12 11.42 ~ 0,14 12,72
=6 - 0,18 17.14 - 0.26 23.63
7 i 0401 00.95 4 0.15 13.63

8 0,61 58.09 . 0.37 33.63

9 v.0,38 36.19 O 0.45 40,90

10 & 0.13 12.38 2 0.14 12,72

AL £0,53 50.47 = 0,23 20.90

1 ‘0,09 8,57 ~ 0,07 6.36

008 7.61 2 0.14 12,72

90,08 4.76 v 0.21 19.09

00,42 40.0 0 0.28 25,45

. 0,24 22.85 . 0,22 20.0

Q" 0.35 33,33 S 0.21 19.09

a.-0.56 53,33 a 0.51 46.36

0.43 40.95 0.75 68.18

0.0 0.86 78.18

* Densidad Optica,
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CUADRO No, 6, Tabla de contingencia 2 X 2 a partir
de la cual tfe obtuvo el valor de -

"ELT (4.
-Antfgeno Soluble
Antfgeno Particuiadol ‘P'osiri;ivq_;, uéé@t;vo Total
Positivo a8
Negativo 152

‘Total i 240




Conjuqudo.' Diluciones

1/400

1/51,200
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Antigeno (Suero bovino rico en 1IgG)

Dilucién 17100 ~e———eessseey 1/102,400

FI1G. 1. Diagrama de placa para estandarizar la
dilucién Sptima del conjugado (titula-
cidn}.




s
[
~
w
o

Dilucione

1/400

Sueros de Referencia.

Antfgenc positivo.

Dilucidn 1/20-—31/640

Suero positivo de referencia: Hileras A-D
Suero negativo de referencia: Hileras E-H

“'F1G." 20"Diagrama de placa para-estandarizar-dilucidn;

Sptima del antfgeno soluble (titulacidn).
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Testigos,

Al,Bl: Ag, positivo + conjugado + substrato.
Cl,Dl: Ag. negativo + conjugado + substrato.
El,Fl: Suero rico en IgG + conjugado + substrato.

Gl

H1

: Suero agamaglobulinémico + conjugado
+ substrato,
: 88lo conjugado + substrato,

Al,B2: Ag. positivo + suero rico en IgG

+ conjugado + substrato.

C2,D2: Ag. negativo + suero rico en 196G

+ conjugado + substrato.

E2,F2: Ag. positivo + suero agamaglobulinémico

+ conjugado + substrato.

G2,H2: Ag. negativo + suero agamaglobulinémico

+ conjugado + substrato.

Antfgeno positivo: (1} y (3)
Antf{geno negativo: (2) y (4)

FIG. 3. Esquema de la preparacidn de-las placas pxévlo

a la aplicacidn de las muestras.

(1)

(3)

(4)



VALORES DE ABSORBANCIA (430 am.)

~.38 -

A _CONJUGADO
® CONJudADO
C CONJUSADO
D CONJUGADO
E CONJUGADO
F CONJUGADO
8 CONJUGADO
H CONJUGADO

1 DILUCIOR
2 PILUCION
3 DILUCION
4 DILUCION
S piLucion
& DILUCION
T DILUCION
® DILUCION
9 DILUCION
10 DILUCION
11 DILUCION

Fic, 4.

I 2 3 4 5 6 7 8 9% 100N

DILUCIONES Ag. (SUERO ROVIMO RICO EN igGl

17400
1/800
171,600
173,200
178,400
1/12,800
1/25,600
1/51,200

17100
1/200
1/400
1/800
171,600
1/3,200
1/8,400
1/12,800
1/26,600
/51,200
i/102,400

TITULACION DE CONJUGADO DE PEROXIDASA ART! 196 {(H+L)

DE OVIND, UTILIZANDO OPD COMO SUBSTRATO.



VALORES DE ABSORBANCIA

(490 nm.)

(KB

DILUCIONES DE LOS
DE REFERENCIA,

SUERQO POSITIVO!
SUERO POSITIVO!
SUERO POSITIVO;
SUEROQ POSITIVO !

»UD—

I SUERO NEGATIVO:®
IL SUERO NEGATIVO:
I1T SUERO NEGATIVO!
IV SUEROQ NEGATIVO:

Fi8, Sa,

1/20 1/40 1/00 10 /320 /640

DILUCIONES DEL Ag.

TITULACION DE Ay SOLUBLE DE £, PSITTACI,
UTILIZANDO SUEROS DE REFERENCIA POSITIVO
Y NEGATIVO (OVINO), UN CONJUGADO DE PERQ
XIDASA ANT! 1g8 DE OVINO,Y OPD COMO
SUBSTRATO.

SUEROS

/30

1100
1/200
17400

1750

1/100
1/200
1/400



VALORES DE ABSORBANCIA (490 am.)

40

CILUCIONES

DEL Ag.
A DILUCION DEL 1/20
B DPILUCION DEL t/40
~=$| ¢ ptLucion pEL Ag.: 1/80
‘Yo | © DILucioN DEL Ag.: 1/160
& =|: € DILUCION DEL 1/320
50| F DILUCION DEL Aq.: 1/840
©na
@ DILUCION DEL 1/20
of| b DiLUCION DEL 1/40
>| ¢ brLucion DEL 1780
k1 d DILUCION DEL 1/160
Wo| ¢ DILUCION DEL 1/320
@W| f DILUCION DEL 178640

=

1/50 1100 1/200  1/400

DILUCIONES DE LDOS SUEROS DE REFERENCIA.

FIG. 3b.° TITULACION DE Ag. SULUBLE DE C. PSITTAC),
UTILIZANDO SUEROS DE AEFERENCIA POSITIVO
Y-NEGATIVO {(OVINO), UN CONJUGADO DBE PERQ
XIDASA ANTI 196G DE OVINO, Y OPD COMO
SUBSTRATO.



DE-REAGTORES:

No.

100 1

VALOR DE CORTE: 25%
SUEROS PROBADOS: 529.
% DE SUEROS POSITIVOS: 48.6%.
% DE SUEROS NEGATIVOS: 51.4%.

o

T t t y T T 4 T ¥ 1
S00 1000 1300 2000 2300 3000 3300 4000 4500 €000 §300 7000 7300 BOOO 3I00 9000 9500 10000

% DE REACCION EN RELACION A UN SUERO DE REFERENCIA POSITIVO.

FIG. 6. SUEROS DE OVINOS SIN ANTECEDENTE DE ABORTO PROBADOS CON Ag. PARTICULADO
DE E:'PSITTAGI EN ELISA.

184



DE REAGTORES, "

130

70’

&0,

50

40

30

20

VALOR DE CORTE: 0.0%.

L SUEROS PROBADOS: 245,

| % DE SUEROS POSITIVOS. 45.4%.
% DE SUEROS NEGATIVOS: 50. 6%,

4 . e ST

000 001

Fl6.

T.

500 1000 1500 200 2500 3000 3500 4000 4500 3000 3300 €000 €SO0 TODO 700 DOMD €300 00D 9300 0000
% DE REACCION EN RELACION A UN SUERO DE REFERENCIA POSITIVO,

SUEROS DE OVINOS SIN ANTECEDENTE DE ABORTO PROBADOS CON Ag. SOLUBLE
DE C. PSITTACI EN ELISA.
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