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RESUMEN  

 
QUIROGA VENTOLERO DIANA BERENICE. Desarrollo de una ELISA indirecta usando una proteína 

recombinante de Chlamydia abortus como antígeno, como prueba diagnóstica en caprinos (bajo la 

asesoría de Dr. Efrén Díaz Aparicio, Dra. Laura Cobos Marín y Dr. Rigoberto Hernández Castro). 

 

Chlamydia abortus es uno de los principales agentes causales de aborto infeccioso en pequeños 

rumiantes, generando pérdidas económicas en la industria pecuaria a nivel mundial. Actualmente la 

clamidiosis en caprinos es considerada una enfermedad endémica en México; sin embargo, no existen 

en el mercado pruebas diagnósticas a precio accesible y de origen nacional, de ahí la necesidad de 

desarrollar técnicas diagnósticas sensibles y específicas que permitan la identificación y el control de 

la enfermedad. Entre los desafíos que representa la implementación de técnicas diagnósticas, se 

destaca la dificultad del aislamiento del agente etiológico; así como la purificación de los antígenos 

directamente de la bacteria, debido a que se requiere de cultivo celular para su crecimiento y 

multipicación. Este trabajo tiene como objetivo la obtención de un antígeno proteico recombinante de 

C. abortus, para establecer y evaluar una prueba de ELISA indirecta para el diagnóstico de la 

clamidiosis en caprinos empleando la proteína mayor de la membrana externa de C. abortus 

recombinante (OmpA), expresada en Escherichia coli BL21. La expresión de la proteína se realizó con 

la inducción de isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido en concentración de 1.5 mM y se obtuvo la 

sobreexpresión de la proteína de ~38 kDa. La proteína recombinante se recuperó de la fracción 

insoluble (cuerpos de inclusión), se purificó mediante cromatografía de afinidad y se identificó con 

Western blot usando un anticuerpo contra la etiqueta de histidinas (anti-6xHis) y se verificó su 

inmunorreactividad con sueros de animales confirmados como positivos a C. abortus mediante el 

aislamiento de la bacteria. Se estandarizó la ELISA indirecta; sin embargo, no fue posible establecer 

el punto de corte, por no contar con el número de sueros suficientes 

 

 

Palabras clave: Chlamydia abortus, rOmpA, proteína recombinante, ELISA indirecto 
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ABSTRACT 

 

QUIROGA VENTOLERO DIANA BERENICE. Development of an indirect ELISA using a recombinant 

protein of Chlamydia abortus as antigen, as a diagnostic test in goats (Advisors: Dr. Efrén Diaz 

Aparicio, Dr. Laura Cobos Marín and Dr. Rigoberto Hernández Castro). 

 

Chlamydia abortus is one of the main causal agents of infectious abortion in small ruminants, 

generating economic losses in the livestock industry worldwide. Currently, chlamydiosis in goats is 

considered an endemic disease in Mexico; however, there are no affordable diagnostic tests of national 

origin on the market, so it is necessary to develop sensitive and specific diagnostic techniques that 

allow the identification and control of chlamydiosis. Also, among the challenges posed by the 

implementation of diagnostic techniques is the difficulty of isolating the etiological agent, as well as the 

purification of antigens directly from the bacterium, since cell culture is required for its growth and 

multipication. Therefore, the objective of this work is to obtain a recombinant protein antigen of C. 

abortus, to establish and evaluate an indirect ELISA test for the diagnosis of chlamydiosis in goats. 

The recombinant antigen is the major outer membrane protein of C. abortus (OmpA), expressed in 

Escherichia coli BL21. Protein expression was performed with induction of isopropyl-β-D-1-

thiogalactopyranoside at 1.5 mM concentration and overexpression of ~38 kDa protein was obtained. 

The recombinant protein was recovered from the insoluble fraction (inclusion bodies), purified by affinity 

chromatography and identified by Western blot using an antibody against histidine tag (anti-6xHis) and 

verified for immunoreactivity with sera from C. abortus positive animals by cell culture. Indirect ELISA 

was standardized; however, it was not possible to establish the cut-off point, due to not having enough 

sera. 

 

 

Key words: Chlamydia abortus, rOmpA, recombinant protein, indirect ELISA 
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1. ABORTO ENZOÓTICO DE LOS PEQUEÑOS RUMIANTES (AEPR) 

Chlamydia abortus es el agente causal del aborto enzoótico de los pequeños rumiantes (AEPR). 

Anteriormente llamada Chlamydia psittaci tipo I o Chlamydophila abortus (Andersen, 1991; Everett et 

al., 1999). La enfermedad se describió por primera vez en Escocia en 1936 (Greig, 1936), aunque su 

agente etiológico no se identificó hasta 1950 (Stamp et al., 1950). Es una enfermedad de distribución 

mundial, siendo la principal causa de aborto infeccioso en pequeños rumiantes en países como Reino 

Unido (Aitken, 2000), Países bajos (van den Brom et al., 2012), Alemania (Runge et al., 2012) y España 

(Navarro et al., 2009).  

En México, la enfermedad se ha estudiado desde 1996, cuando se informó el aislamiento de 

Chlamydia abortus, en infecciones subclínicas entéricas en rebaños de ovejas de cinco Estados del 

país (Escalante et al., 1996), en 1997 se informó del primer aislamiento en un aborto caprino 

(Escalante et al., 1997) y fue en 2001 cuando se informó de infecciones en humanos con Chlamydia 

spp., a partir de ganado caprino (Escalante et al., 2001). También se ha identificado al microorganismo 

mediante la prueba de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de hisopos vaginales, en 

rebaños ovinos con historial de abortos en el Estado de México (Jiménez et al., 2008), y en rebaños 

caprinos del Estado de Guanajuato (Campos et al., 2014; Mora et al., 2015) adicionalmente se ha 

demostrado la presencia de anticuerpos contra este agente en equinos del Estado de México y de la 

Ciudad de México (Rubio et al., 2017). 

A pesar de estas investigaciones, la enfermedad se encontraba clasificada según lo publicado en el 

Diario Oficial de la Federación, en el grupo 1 del “Acuerdo mediante el cual se dan a conocer en los 

Estados Unidos Mexicanos las enfermedades y plagas exóticas y endémicas de notificación 

obligatoria”. Este grupo, está compuesto por las enfermedades y plagas que no se encuentran en el 

territorio nacional (DOF, 1999). A partir del 29 de noviembre de 2018 ha sido reclasificada y publicada 

en el DOF, dentro del grupo 3, el cual está constituido por aquellas enfermedades y plagas que se 

encuentran presentes en el territorio nacional y son consideradas como endémicas (DOF, 2018). 

2.  TAXONOMÍA DEL ORDEN CHLAMYDIALES                                                                      

La clasificación actual del orden Chlamydiales, está establecida en el Manual Bergey de Bacteriología 

Sistemática (Ed. Springer, Nueva York, 2011), donde se da a conocer la división en familias: 
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Chlamydiaceae, Clavichlamydiaceae, Criblamydiacidae, Parachlamydiaceae, Piscichlamydiaceae, 

Rhabdochlamydiaceae, Simkaniaceae y Waddliaceae (Kuo et al., 2011; Sachse et al., 2015). 

De las ocho familias que integran el orden, la familia Chlamydiaceae es la que mayor interés produce 

desde el punto de vista médico y veterinario, ya que los microorganismos de las otras familias tienen 

como hospedadores principalmente a invertebrados, peces y plantas. La clasificación de los miembros 

de la familia Chlamydiaceae se basa en el análisis filogenético de las secuencias ARNr 16S, 

separando así, sus miembros de las demás bacterias (Storz y Page, 1971).  

En 1999 Everett et. al., hicieron una nueva clasificación de la familia Chlamydiaceae, incluyendo en el 

análisis genético de la subunidad 23S del ARNr; demostrando así, que dicha familia agrupaba dos 

géneros: Chlamydia y Chlamydophila, y la existencia de nueve especies diferentes. Si bien la 

extensión de especies fue ampliamente aceptada por la comunidad científica, la introducción de dos 

géneros diferentes fue cuestionada debido a que los umbrales de identidad de las secuencias 16S de 

ARNr propuesto para otros taxones bacterianos no separan consistentemente a las especies 

Chlamydia de Chamydophila, el genoma de ambos miembros de Chlamydiaceae son muy similares, 

los valores de identidad de la secuencia de ARNr de los miembros conocidos varían de 93.0 % a 99.7 

% para el ARNr 16S, y de 91.8% a 99.5 % para el ARNr 23S, los valores de similitud de proteínas 

conservadas entre los miembros de ambos géneros son del 82 % y además no existen características 

fenotípicas claras que se distingan entre ellos (Sachse et al., 2015). Por consenso, el género ha sido 

reunificado en Chlamydia integrado por once especies: C. trachomatis, C. suis, C. muridarum, C. 

pneumoniae, C. pecorum, C. psittaci, C. abortus, C. caviae, C. felis, C. avium y C. gallinacea (Sachse 

et al., 2015) con la adición de dos nuevas especies recientemente descritas, C. avium (Sachse et al., 

2014), así como 'Candidatus C. ibidis' (Vorimore et al., 2013)   

Las diferentes especies de este género tienen un amplio rango de hospederos y tropismos variables 

(Beeckman et al., 2014). Causan múltiples enfermedades crónicas y agudas. Entre estas 

enfermedades se encuentran los trastornos reproductivos, respiratorios, cardiovasculares, 

gastrointestinales y enfermedades sistémicas; así como conjuntivitis, artritis y encefalitis en humanos, 

animales de producción, especies de compañía y fauna silvestre (Wheelhouse y Longbottom, 2012; 

Sachse et al., 2014; Sachse et al., 2015) (Cuadro 1).  
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Cuadro 1. Características básicas del género Chlamydia (Adaptado de Sachse et al., 2015) 

 Hospedero natural Otros hospederos Sitio de infección 

C. abortus Ovino, caprino Bovinos, porcinos Sistema genital y 

respiratorio 

C. avium Paloma, loro         --- Sistema respiratorio 

 

C. caviae Cobayo Equinos Ocular y sistema reproductor 

C. felis Felino                      --- Ocular y sistema 

Respiratorio 

C. gallinacea Gallina Aves de corral Sistema respiratorio 

C. muridarum Roedor                      --- Sistema 

gastrointestinal 

C. pecorum Bovino, koala Ovinos, caprinos, porcinos Sistema gastrointestinal, respiratorio y genital 

C. pneumoniae Humano, equino, koala Anfibios, reptiles Sistema respiratorio y 

cardiovascular 

C. psittaci Aves Mamíferos Sistema respiratorio 

C. suis Porcino Rumiantes Sistema gastrointestinal y genital 

C. trachomatis Humano                     --- Ocular 
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2.1 Chlamydia abortus 

Chlamydia abortus es el agente causal del aborto enzoótico de los pequeños rumiantes (AEPR). Es 

una bacteria que posee una pared celular similar a la pared de las Gram negativas, sin embargo, 

carece de péptidoglicano, probablemente como consecuencia de la adaptación a la vida intracelular 

(Kosma, 1999). Debido a su aparente inhabilidad de producir ATP, este microorganismo depende del 

metabolismo de células hospederas para su multiplicación (Moulder, 1991). 

Chlamydia abortus incluye cepas causantes de abortos, principalmente en pequeños rumiantes, pero 

también en bovinos (Blumer et al., 2011) y porcinos (Salinas et al., 2012), acompañados en algunos 

casos de esterilidad (Papp et al., 1993), así como posibles casos de epididimitis, artritis, conjuntivitis 

y neumonía (Rodolakis y Laroucau, 2015). Además, se debe considerar el riesgo zoonótico que 

representa, sobre todo para mujeres embarazadas en áreas rurales (Rodolakis y Mohamad, 2010) en 

las que puede causar abortos y septicemia grave tras la inhalación de aerosoles infecciosos 

(Pospischil et al., 2002; Walder et al., 2005). Junto a Brucella melitensis, constituye una de las 

principales causas de aborto infeccioso en pequeños rumiantes en prácticamente cualquier región del 

mundo donde se críe este tipo de ganado, con excepción de Australia y Nueva Zelanda (Rodolakis y 

Laroucau, 2015). Por otro lado, aunque los hospedadores habituales de C. abortus son mamíferos, 

esta bacteria se ha aislado en seis especies diferentes de aves marinas (Herrmann et al., 2000). 

Además, se han descrito casos de aborto clamidial en mujeres embarazadas (Buxton, 1986; Pospischil 

et al., 2002; Walder et al., 2005). 

Las diferentes cepas de C. abortus son muy homogéneas entre sí desde el punto de vista fenotípico 

(Vretou et al., 1996), antigénico (Salinas et al., 1995) y genómico (Laroucau et al., 2009). Solo tres 

cepas: dos griegas LLG y POS (Siarkou et al., 2002) y la francesa AB16 (Laroucau et al., 2000) 

presentan diversidad antigénica en sus proteínas polimórficas de membrana (Pmp) (Vretou et al., 

1996; Laroucau et al., 2000), difieren en la morfología de las inclusiones intracitoplasmáticas y 

reaccionan de forma diferente al ser expuestas a anticuerpos monoclonales contra la proteína principal 

de la membrana externa (OmpA) (Vretou et al., 2001). Además, estas tres cepas difieren del resto en 

cuanto a su virulencia (Bouakane et al., 2003), lo que sugiere que las Pmp juegan un papel importante 

en esta característica en C. abortus. Un avance importante en el campo de la investigación de C. 

abortus se produjo en 2005, cuando se publicó la secuencia genómica completa de este 

microorganismo lo que  
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ha supuesto una valiosa herramienta que permite abordar estudios que están ampliando el 

conocimiento sobre los mecanismos moleculares e inmunopatológicos de las infecciones clamidiales 

(Thomson et al., 2005).   

 

3. CICLO DE DESARROLLO  

3.1 GENERALIDADES 

Las bacterias del orden Chlamydiales son microorganismos intracelulares obligados, es decir, que no 

poseen la capacidad de multiplicarse fuera de una célula eucariota hospedera, ya que necesitan 

obtener de ellas los compuestos energéticos y los metabolitos intermedios para la síntesis de su 

material genético y proteínas. Se distingue de otras bacterias intracelulares obligadas porque su 

crecimiento se asocia a un ciclo de desarrollo bifásico único entre procariotas, con dos formas distintas: 

el cuerpo elemental (CE) y el cuerpo reticular (CR). Cada una de estas posee una composición, 

estructura y biología particular que está intrínsecamente relacionada con las funciones que 

desempeña en las distintas fases del ciclo de desarrollo (Longbottom y Coulter, 2003) 

El CE es la forma extracelular metabólicamente inactiva e infecciosa, con una alta capacidad de 

adhesión y penetración en las células del hospedero, con el objetivo de permitir la diseminación de la 

infección entre células susceptibles. Tras la infección, los CE’s son internalizados en vacuolas 

llamadas inclusiones intracitoplasmáticas. En estas inclusiones, los CE’s se diferencian a CR, que 

es la forma metabólicamente activa. En esta fase el CR se multiplica repetidas veces por fisión binaria 

hasta que, entre las 48 y 72 horas post-infección, se produce una rediferenciación a CE, seguido de 

una lisis de la inclusión y la célula hospedera. Esto libera gran cantidad de CE, que infectarán a las 

células adyacentes, iniciando un nuevo ciclo (Abdelrahman y Belland, 2005).  

Se ha observado que el ciclo normal de desarrollo se ve interrumpido bajo el efecto de citocinas como 

el IFN-γ (Shemer y Sarov, 1985; Beatty et al., 1993; Summersgill et al., 1995; Brown et al., 2001), 

ciertos antibióticos como la penicilina (Hogan et al., 2004), la privación de factores nutricionales como 

el triptófano (Coles et al., 1993) y en modelos in vitro en coinfecciones de C. abortus con el virus de la 

diarrea epidémica porcina (Stuedli et al., 2005), lo que ocasiona la aparición de cuerpos reticulares 

anormales también llamados, cuerpos aberrantes (CA), incapaces de reorganizarse a CE (Hogan et  
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al., 2004). El efecto de estos factores inductores de los CA es reversible, ya que cuando se eliminan 

los CA se diferencian a CE normales. Los CA permanecen en el interior de la célula como agentes 

infecciosos latentes y se han asociado con la presencia de recidivas en las presentaciones crónicas y 

a la dificultad de la eliminación total del microorganismo (Figura 1) (Beatty et al., 1994; McKuen et al., 

2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ciclo de desarrollo de Chlamydia. 1. Adhesión y penetración en la célula hospedadora; 2. 

Diferenciación primaria (CE a CR); 3. División de los CR; 4. Multiplicación de CR y expansión de la 

inclusión clamidial; 5. Diferenciación secundaria (CR a CE); 6. Liberación de los CE; 7. Desarrollo de 

cuerpos aberrantes (CA) (persistencia). (Murcia, 2019). 

 

3.2 CUERPO ELEMENTAL  

3.2.1 Estructura 

Mediante microscopía electrónica de transmisión (MET) se puede observar que los CE son partículas 

esféricas de entre 0.2 – 0.3 µm de diámetro, en su interior se aprecia un nucleoide electrodenso, con 

numerosos ribosomas, además de material amorfo moderadamente electrodenso (Figura 2) 

(Matsumoto, 1988). Se han descrito dos proteínas responsables de la compactación del nucleoide de 

los CE. Hc1 y Hc2, codificadas por los genes hctA y hctB respectivamente, que tienen una actividad 

similar a la de histonas en células eucariotas (Brickman et al., 1993). Exteriormente el CE está rodeado 
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por una doble envoltura trilaminar, compuesta por una membrana interna o membrana citoplasmática, 

y una membrana externa, mejor conocida como COMC (por sus siglas en inglés Chlamydial Outer 

Membrane Complex). El COMC está formado por una red de proteínas ricas en aminoácidos azufrados 

unidos entre sí por puentes disulfuro intra e intermoleculares, responsables de su rigidez y escasa 

permeabilidad, lo que le confiere estabilidad en el medio externo y cierta resistencia a agentes 

fisicoquímicos y a estrés osmótico (Hatch, 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Electronografía de las diferentes formas clamidiales. Cuerpo elemental (CE), cuerpo intermedio (CI) y cuerpo 

reticular (CR), uno de ellos en fisión binaria (flecha). Barra: 0,25 μm. (Álvarez, D. 2018). 

 

3.2.2 Adhesión y penetración a la célula del hospedero 

El género Chlamydia, como microorganismos intracelulares obligados,han desarrollado, sistemas de 

adhesión y penetración a la célula hospedera. De manera general, se ha considerado a los CE como 

un elemento inerte que tienen un papel pasivo durante el ciclo de desarrollo. Sin embargo, estudios 

de genómica y proteómica, sugieren que los CE pueden ser también metabólicamente activos 

(Omsland et al., 2012) y producir una serie de proteínas específicas que juegan un papel activo durante 

la adhesión y penetración en la célula del hospedador (Clifton et al., 2004; Albrecht et al., 2011; Saka 

et al., 2011; Skipp et al., 2016). La capacidad de infectar distintos tipos celulares de diferentes especies 

indica que las adhesinas implicadas en el proceso reconocen receptores celulares conservados, pero 
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a pesar de la importancia de esta interacción para el estudio de la patogenia de la clamidiosis, todavía 

no se conocen todos los mecanismos involucrados en la misma (Abdelrahman y Belland, 2005). Las 

bacterias de la familia Chlamydiaceae carecen de estructuras asociadas a la adherencia como la 

cápsula o las fimbrias, por lo que su pared juega un papel fundamental en este mecanismo. Algunas 

de las moléculas que participan en el proceso de adhesión son: proteína rica en cisteína B (OmcB), 

proteína principal de membrana externa (OmpA), proteínas polimórficas de membrana externa (Pmp), 

ligooligosacárido (LOS), proteína de choque térmico 70 (Hsp70) (Becker y Hegemann, 2014; 

Hegemann y Moelleken, 2012; Osaka y Hefty, 2014), así como glicosaminoglicanos; todas ellas 

presentes en el complejo de membrana externa clamidial (COMC) de los CE (Figura 3) (Gutierrez-

Martin et al., 1997). 

Se ha demostrado que el primer contacto entre los CE y las células hospedadoras se produce por 

interacciones electrostáticas entre las proteínas OmcB de la bacteria y glicosaminoglicanos tipo 

heparán sulfato de la célula hospedera (Su et al., 1996; Moelleken y Hegemann, 2008). 

Posteriormente, la internalización de los CE se realiza debido a cambios en el citoesqueleto de actina 

de la célula hospedera (Carabeo et al., 2002), proceso que depende de factores procedentes de la 

bacteria y de la propia célula. La adhesión de la bacteria a la célula desencadena una cascada de 

reacciones que conducen a alteraciones en los reguladores de actina de la célula (Elwell et al., 2008). 

Al mismo tiempo, los CE secretan proteínas efectoras que modifican el citoesqueleto de la célula antes 

de su penetración a la misma. Una de las más estudiadas es la fosfoproteína TarP (Clifton et al., 2004), 

secretada por el T3SS que interactúa con el citoesqueleto de actina (Figura 3). La proteína TarP ha 

sido detectada en la porción citoplasmática de la membrana celular, cuando los CE están en la parte 

externa, confirmando de esta manera la presencia de un T3SS funcional en los CE. Igualmente, la 

proteína TarP, ha sido propuesta junto a la familia de proteínas Pmp como posible determinante de la 

especificidad y tropismo por ciertos tejidos que tienen los miembros de la familia Chlamydiaceae 

(Lutter et al., 2010). Una vez adheridos, los CE son fagocitados e incluidos en la célula hospedera en 

vacuolas citoplasmáticas rodeadas por membranas derivadas de la membrana plasmática de la célula 

infectada. Chlamydia es capaz de modificar las propiedades de la inclusión citoplasmática, retrasando 

su maduración y manteniéndola en las vías tempranas de la vía endocítica (Hackstadt et al., 1999), 

para evitar su fusión con lisosomas. Este fenómeno no ocurre cuando la célula infectada es un 

neutrófilo, por su gran capacidad de formar fagolisosomas (Register et al., 1986) teniendo un papel 

fundamental en la respuesta inmunitaria durante los primeros estadios de la infección clamidial 
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(Buendia et al., 1999). Sin embargo, la acción de los PMN se limita a las primeras 48 a 72 horas 

postinfección (pi), tiempo en el que las bacterias colonizan rápidamente otras poblaciones celulares 

(Barteneva et al., 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Interacciones conocidas de adhesinas de clamidia y receptores del hospedero (Caven y Carabeo. 2020). 

 

Tras penetrar en la célula la inclusión clamidial se transporta utilizando el sistema de microtúbulos de 

la célula hospedera a la región perinuclear, manteniéndose cerca del aparato de Golgi, donde se 

fusiona con vesículas que contienen esfingomielina (Hackstadt et al., 1996), colesterol (Carabeo et al., 

2003) y otros lípidos de origen eucarionte que serán necesarios para la replicación, el crecimiento y 

estabilidad de la membrana de la inclusión, la rediferenciación de CR a CE, y si es el caso, la 

reactivación del estado de persistencia (Elwell y Engel, 2012).   

 

 

 

 



 

11 
 

3.3 CUERPO RETICULAR 

3.3.1 Estructura 

El CR posee un diámetro de entre 0.5 y 1 µm, es la forma intracelular, sin capacidad infecciosa y 

metabólicamente activa, producto de la diferenciación de los CE (Figura 2) (Longbottom y Coulter, 

2003). En su interior se aprecia un material nuclear fibrilar muy poco denso y una gran cantidad de 

ribosomas en la periferia, lo que le confiere un aspecto granular y denota una intensa actividad 

biosintética. Los CR poseen una doble envoltura; una membrana interna o membrana citoplasmática 

y la membrana externa o pared celular bacteriana. Esta pared celular es más delgada y flexible que la 

de los CE, lo que la hace permeable al paso de nucleótidos ricos en energía (Bavoil et al., 1984), pero 

a su vez la vuelve una estructura sensible y osmóticamente frágil, incapaz de sobrevivir a un medio 

externo (Matsumoto, 1988). En su superficie también se aprecian proyecciones que son parecidas a 

la estructura del inyectisoma del T3SS, encontradas en los CE, pero en mayor cantidad (Matsumoto, 

1982). 

A partir de las 10 a las 16 horas postinfección, la mayor parte de los CR se encuentran en alguna fase 

de división (teniendo un tiempo de duplicación de 2 a 3 horas), momento en el que las bacterias se 

encuentran en crecimiento exponencial. La multiplicación de los CR tiene lugar dentro de la inclusión 

intracitoplasmática (Kuo et al., 2011). 

Entre las 20 y 25 hpi pueden observarse nuevamente por MET, la presencia de CE en el interior de 

las inclusiones citoplasmáticas, junto con CR, además de una forma intermedia entre ambas 

estructuras, que se conoce como cuerpo intermedio (CI) (Figura 2), que representa una etapa de 

transición en la condensación del material nuclear del CR para originar el CE. Esta diferenciación es 

asincrónica, debido probablemente a variaciones en la expresión de una o varias señales dadas. 

Actualmente no se conocen con exactitud las señales que desencadenan el proceso de conversión de 

CR a CE. Lo que se conoce, es que este proceso comienza con una sobre regulación (up-regulation) 

de los genes que codifican las proteínas similares a histonas, con el fin de condensar el material 

nuclear (Hackstadt et al., 1991). Si bien, no existe un momento exacto para la finalización del ciclo (ya 

que los CR siguen dividiéndose y diferenciándose en CE, hasta que la célula hospedera no puede 

soportar la carga clamidial), esto puede ser entre las 48 y 72 hpi y posteriormente ocurre la lisis celular 

(Kuo et al., 2011). 
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3.4 INFECCIÓN CRÓNICA. PERSISTENCIA 

El término de persistencia puede definirse en microbiología como el resultado alternativo de una 

infección bacteriana, en el cual una subpoblación de bacterias logra hacerse “invisible” y escapa tanto 

de la respuesta inmune como de tratamientos antibióticos a largo plazo, sin causar alguna signología, 

o causando escasos signos que son insuficientes para su diagnóstico (Bavoil, 2014). En este sentido, 

el AEPR se asocia con estados de infección crónicos en los que los hospedadores alternan periodos 

de enfermedad clínica con periodos aparentemente asintomáticos y existen evidencias claras que 

sugieren que Chlamydia es capaz de entrar en estado de latencia o persistencia, asociado con 

procesos crónicos en el hospedador (Hogan et al., 2004). Diversos estudios del estado de persistencia 

clamidial in vitro coinciden en que las bacterias de la familia Chlamydiaceae adquieren una estructura 

de CA, con apariencia semejante a los CR, pero pleomórficos y de mayores dimensiones (Figura 4).  

Además, presentan características de crecimiento alteradas, tales como incapacidad de diferenciación 

de CE e inhibición de división por fisión binaria (aunque siguen replicando su cromosoma). Estos CA 

son los que permanecen de forma inactiva en el interior del organismo infectado, pudiendo reactivarse 

posteriormente (Hogan et al., 2004; Wyrick, 2010; Schoborg, 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Electronografía de un cultivo de Chlamydia tratado con penicilina. La inclusión intracitoplasmática (flecha) 

contiene dos cuerpos reticulares anormalmente grandes, compatibles con cuerpos aberrantes (asteriscos). Barra: 5 μm. 

(Álvarez D., 2018). 
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Varios estudios in vitro indican que existen diferentes sistemas de inducción de estos CA, entre los 

cuales se encuentran:  

a) Adición de antibióticos. La adición de antibióticos tales como la eritromicina, ampicilina o 

penicilina al medio a partir de las 12 hpi, impide la reconversión de los CR a CE y promueve 

la aparición de pequeñas inclusiones en las células infectadas con CA en su interior. Los CA 

desaparecen al suprimir la presencia de antibióticos en el medio. Esto sugiere que una 

inadecuada terapia antimicrobiana puede permitir el mantenimiento de la infección clamidial 

persistente (Hogan et al., 2004). 

b) Depleción de nutrientes. La falta de nutrientes esenciales en el medio como aminoácidos 

(Coles et al., 1993), glucosa (Harper et al., 2000) o hierro (Raulston, 1997) da lugar a la 

aparición de formas aberrantes que desaparecen con la adición al medio del nutriente en 

cuestión (Kelver et al., 1996). Se ha establecido la hipótesis de que las fluctuaciones de hierro 

en el organismo debidas a la influencia de estradiol en el endometrio pueden influir en la 

persistencia clamidial in vivo (Kelver et al., 1996).  

c) Adición de citocinas. La exposición de cultivos celulares a diversas citocinas, principalmente 

IFN-γ, induce infecciones persistentes (Shemer y Sarov, 1985; Beatty et al., 1993; 

Summersgill et al., 1995; Brown et al., 2001). El mecanismo principal por el que esto ocurre 

es la activación de la enzima indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) por IFN-γ, la cual degrada el 

triptófano (Byrne et al., 1986). Así, es una forma indirecta de depleción de un aminoácido 

esencial para el desarrollo del ciclo de multiplicación clamidial. La adición de triptófano al 

medio revierte el estado de persistencia. Otras citocinas como el TNF (Summersgill et al., 

1995) y la IL-1 (Carlin y Weller, 1995) ejercen un efecto sinérgico al del IFN-γ sobre el 
crecimiento de Chlamydia. 

d) Hormonales. Las hormonas esteroideas, incluido el β- estradiol, también pueden mediar en 

los fenómenos de persistencia de Chlamydia a través de la IL-10, ya que parece existir una 

correlación entre los niveles de estas hormonas y de IL-10 durante las infecciones clamidiales 

(Kaushic et al., 2000). 

e) Otros. Se han observado formas de persistencia in vitro utilizando sistemas menos estudiados 

que los anteriores, por ejemplo, Koehler et al. (1997) observaron cómo Chlamydia adquiría 

características propias de persistencia (organismos viables, pero no cultivables) de forma 

espontánea, al infectar cultivos primarios de monocitos. También se han observado CR 



 

14 
 

anormalmente grandes en cultivos de C. psittaci infectados por bacteriófagos (Hsia et al., 

2000), así como subpoblaciones de CA pleomórficos junto a CE y CR normales en cultivos 

continuos de C. pneumoniae no expuestos directamente a agentes estresantes (Kutlin et al., 

2001). 

 

3.5 LIBERACIÓN BACTERIANA 

Hacia el final del ciclo de desarrollo una inclusión clamidial puede llegar a contener cientos de 

clamidias, ocupando prácticamente todo el citoplasma de la célula hospedera. Este ciclo de desarrollo 

finaliza con la lisis de la célula hospedera, normalmente entre las 48 y 72 horas tras el comienzo del 

ciclo. El mecanismo exacto de liberación no se conoce con exactitud, aunque se han postulado dos 

vías independientes y exclusivas entre sí, se ha observado que ocurren con la misma frecuencia en 

modelos in vitro (Hybiske y Stephens, 2007). La primera es una exocitosis lenta de la inclusión que 

deja a la célula hospedera intacta, mecanismo que se ha conservado en todo el género Chlamydia 

(Zuck et al., 2016); y la segunda vía, se refiere a una lisis de la inclusión intracitoplasmática, seguida 

de una lisis de la célula hospedera mediada por proteasas, mecanismo regulado por el gen Pgp4 

(Yang et al., 2015). 

 

 

4. ESTRUCTURA ANTIGÉNICA  

El orden Chlamydiales comprende un gran número de microorganismos relacionados tanto estructural 

como antigénicamente. Las bacterias de la familia Chlamydiaceae poseen una estructura antigénica 

compleja localizada en la pared celular, que de acuerdo con su naturaleza se pueden estudiar en dos 

grupos: glicolipídicos y proteicos (Henderson et al., 2004; Villegas et al., 2008). 
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4.1 ANTÍGENOS GLICOLIPÍDICOS 

4.1.1 Lipopolisacárido 

El lipopolisacárido (LPS), se encuentra localizado en la membrana externa de la bacteria y es el 

segundo antígeno de mayor importancia. Se compone de un glicolípido que es compartido por todas 

las especies de clamidias; por lo que constituye un epítopo específico de género (Kosma., 1999). El 

LPS clamidial es termoestable y consta de tres componentes principales: una porción lipídica (lípido 

A), un núcleo oligosacárido compuesto por glucosa, heptulosa, galactosa, glucosamina y ácido ceto-

3-desoxi-2-octulosónico (KDO) y una parte final que es muy variable, de naturaleza polisacárida 

llamada “antígeno O” (Martínez., 2006). En la cepa AB7 de C. abortus, se describió la localización del 

LPS, encontrándose en la zona externa de los CR, mientras que en CE se encuentra en la porción 

interna (Salinas et al., 1994), lo que puede explicar que, durante la respuesta inmunitaria humoral, los 

anticuerpos anti-LPS no confieran protección (Sandbulte et al., 1996). 

4.1.2 Glicolípido soluble  

Antígeno específico de género, también conocido como “exoantígeno glicolipídico” (GLXA). Ha sido 

aislado de sobrenadantes de cultivos infectados por C. trachomatis, demostrando que se secreta 

durante la fase de la infección clamidial colaborando con la invasión a la célula hospedera (Vora y 

Stuart, 2003). 

Sus componentes polisacárido y lipídico confieren actividad antigénica, y se ha demostrado que se 

encuentran en la membrana bacteriana y pueden ser liberados al microambiente celular y expresarse 

en la superficie de células infectadas, facilitando la infección de células vecinas (Webley et al., 2004). 

 

4.2 ANTÍGENOS PROTEICOS 

Se conoce como Complejo de Membrana Externa Clamidial o COMC (por sus siglas Chlamydial Outer 

Membrane Complex) al conjunto de proteínas que forman parte de la membrana externa que rodea a 

los CE. El COMC está formado por una red de proteínas ricas en aminoácidos azufrados que se unen 

entre sí por puentes disulfuro intra e intermoleculares, que aporta una gran rigidez y escasa 

permeabilidad a los CE (Hatch, 1996), lo que le confiere estabilidad en el medio externo y cierta 
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resistencia a agentes físico-químicos y a estrés osmótico (Figura 5) (Caldwell et al., 1981). A 

continuación se describen diversas proteínas que forman parte del COMC.  

 

Figura 5. Modelo de la membrana externa de un cuerpo elemental. ME = Membrana externa, PorB = Porina B, CdsF y 

CdsC = Proteínas del SST3, OmpA, OmcB, OmcA = Proteínas del COMC, PmpH, PmpX, PmpD, PmpZ = proteínas 

polimórficas, LPS= Lipopolisacárido Hs= Proteínas de choque térmico. (Modificado de Nelson, 2012). 

 

4.2.1 Proteína principal de membrana externa (OmpA)  

Codificada por el gen ompA, la proteína principal de membrana externa (OmpA) tiene un peso 

molecular de entre 38 y 40 kDa y representa el 60% de la masa proteica del COMC (de la Maza, 2002; 

Caldwell H et al., 1981).  

 

4.2.1.1  Características estructurales  

Tiene una estructura de β-barril antiparalelo de 16 cadenas, sus giros β se extienden desde la región 

periplásmica y se amplían más allá de la superficie celular, en donde se han detectado regiones de 

dominio variable (Feher et al., 2013). Por medio de secuenciación se ha demostrado que la proteína 

posee cuatro dominios variables (VS1-4) y cinco dominios constantes (CS 1-5) (Figura 6). La 

variabilidad de las secuencias ha sido considerada como un mecanismo para que las bacterias 

escapen del sistema inmunológico de hospedador, también proporcionando especificidad hacia el 

tropismo celular (Atanu et al., 2013). 
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Figura 6. Análisis de la estructura terciaria de la secuencia de OmpA. Los cuatro dominios variables (VS) intercalados 

entre los cinco dominios constantes. (NCBI, 2018) 

 

La proteína OmpA no se ancla de manera covalente al péptidoglicano y esto confiere su actividad de 

porina (Findlay et al., 2005), también tiene actividad de adhesina mediante interacciones 

electrostáticas e hidrofóbicas no específicas con la célula hospedera (Su et al., 1996). Contiene de 8 

a 10 residuos de cisteína según la especie de Chlamydia spp (Hepler et al., 2018) y se ha demostrado 

que estos residuos forman enlaces disulfuro intermoleculares, formando monómeros y trímeros, e 

intramoleculares con otras proteínas ricas en cisteína, lo que aumenta la rigidez estructural de la 

membrana externa (Newhall y Jones., 1983; Yen et al., 2005). 

 

De manera general, la estructura de la proteína está mucho más conservada que su secuencia y a 

medida que las especies divergen, hasta un punto donde no existe similitud detectable entre 

secuencias, aunque siguen compartiendo los mismos pliegues estructurales. Todas estas secuencias 

divergentes comparten características estructurales fuertemente conservadas, dentro de las que se 

incluyen: 1) número par de hebras transmembranales antiparalelas; 2) una abundancia relativamente 

alta de pequeños residuos hidrofóbicos en el centro de los filamentos transmembranales frente a los 
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membranales y; 3) porciones de residuos aromáticos en las interfaces de membrana (Sun G, et al 

2007).  

 

4.2.1.2 Función y contexto biológico 

Inicialmente se ha demostrado que la unión transitoria del CE es una interacción electrostática 

mediada por heparán sulfato. El heparán sulfato se requiere para la invasión de diversas 

serovariedades de Chlamydia y debido a su fuerte carga negativa permite la unión a las proteínas de 

superficie bacteriana tales como OmpA y es un mecanismo que se ha propuesto para la unión 

temprana del CE con la célula hospedera, mediante la formación de un “puente molecular” entre el 

heparán sulfato (HS), OmpA y GAG bacteriano. También se ha demostrado que OmpA se une a GAG 

para mediar la invasión bacteriana (Campbell et al., 2006). En células epiteliales OmpA se une al 

receptor de HS, que generalmente se encuentra anclado covalentemente a la membrana plasmática 

y posee ectodominios de proteoglicanos. Estos proteoglicanos de HS se unen a un amplio espectro 

de ligandos celulares que incluyen factores de crecimiento, enzimas lipolíticas, inhibidores de 

proteasas y reguladores transcripcionales, aunque a la par funcionan como receptores para una 

variedad amplia de agentes infecciosos. Se ha demostrado que la bacteria no se internaliza después 

de la unión de OmpA a la célula diana, lo que indica una función principal en la adherencia y por lo 

tanto OmpA puede mediar solo un paso inicial de unión reversible para promover otras interacciones 

que pueden desencadenar la internalización real, como son la interacción de las proteínas polimórficas 

de membrana (Su et al., 1996). 

La antigenicidad de los epítopos de OmpA se ha demostrado mediante clonación y expresión de 

porciones de la proteína o mediante el uso de péptidos sintéticos y se ha observado que los péptidos 

VS1 son capaces de detectar respuestas serológicas específicas de serovariedades, y de manera 

contradictoria se detecta poca reactividad para la región más variable de secuencia que es VS2. A 

pesar de esto se ha demostrado que los péptidos VS1 y VS2 son inmunogénicos (Zhong et al., 1994; 

Birk et al., 2013). Es conocido que OmpA puede modular la actividad de macrófagos, linfocitos T CD4+ 

y el tipo de respuesta inmune. Además, se ha demostrado que los anticuerpos monoclonales contra 

VS, VS2 y VS4 inhiben la unión a la célula huésped y por lo tanto su internalización, por lo que se 

concluye que tiene una función de adhesión (Buzoni-Gatel et al., 1990; de Sa et al., 1995).  

La conformación de las moléculas de OmpA nativas es crítica para la estimulación de respuestas 

inmunes protectoras. Se han realizado múltiples experimentos en modelo murino para conocer la 
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respuesta inmune que se desarrolla ante la vacunación con OmpA. Los resultados dicen que rOmpA 

administrada vía intravaginal no produce respuesta inmunitaria, mientras que de manera intramuscular 

aumenta la respuesta de manera significativa, mediada por una hipersensibilidad de tipo IV con mayor 

presencia de citocinas como IFN-γ una mejor respuesta Th1. También se ha experimentado la 

vacunación con ADN para la proteína OmpA, en donde se obtiene una mejor respuesta de células T 

cooperadoras, y linfocitos B de memoria, de igual manera se observa una disminución significativa en 

los signos clínicos (Harkinezhad et al., 2009). 

La proteína OmpA es de gran importancia para Chlamydia abortus, ya que interviene en la virulencia, 

adhesión, invasión y evasión de la respuesta inmune del huésped. Es necesario desarrollar más 

investigación de esta proteína de C. abortus y así poder considerarla como una opción para desarrollar 

técnicas de diagnóstico o vacunas mediante el uso de proteínas recombinantes. 

 

4.2.2 Proteínas ricas en cisteína  

La proteína rica en cisteína A [OmcA, Omp3, EnvA, CT444 o Small CRP (cysteine-rich protein)] es 

codificada por el gen omp3, que al igual que el gen omp2, se transcribe durante la condensación de 

los CR a CE. Es una lipoproteína de 12 kDa y es el tercer componente más abundante de COMC 

(Everett y Hatch., 1995; Hatch, 1996). 

La proteína rica en cisteína B (OmcB, Omp2, EnvB, CT443 o Large CRP) es codificada por el gen 

omp2 y su transcripción se relaciona estrechamente con el ciclo de desarrollo, ya que al igual que 

OmcA, ocurre en el momento de la condensación de los CR a CE (Lambden et al., 1990). Tiene un 

peso molecular de aproximadamente 70 kDa y es la segunda proteína en abundancia después de 

OmpA (Everett y Hatch., 1995). Debido a su elevado contenido de aminoácidos azufrados una de sus 

funciones es estructural (Ting et al., 1995). Los análisis de la proteína OmcB han mostrado que la 

proteína se encuentra en la superficie de CE y participa en la adhesión a las células epiteliales 

mediante su primer motivo de unión a heparina XBBXBX, que es indispensable para esta unión (Lian 

et al., 2021). Esta proteína también es un potente inmunógeno, lo que la convierte en un marcador útil 

para estudios serológicos del género Chlamydia (Bas et al., 2001). 

 

 



 

20 
 

4.2.3 Proteínas polimórficas de membrana (Pmp)  

Constituyen una familia de proteínas multigénicas, con regiones altamente conservadas de peso 

molecular de entre 85, 90 y 105 kDa, son ricas en serina y fenilalanina, son polimórficas debido a que 

sus genes sufren mutaciones que originan variaciones en su estructura, el número de genes de esta 

familia varía de acuerdo con la especie: hay 18 genes pmp en C. abortus, 22 genes en C. psittaci, 16 

en C. pneumoniae y 9 en C. trachomatis. Estas proteínas contienen motivos tetrapeptídicos 

conservados; el primero, formado por dos glicinas, una alanina y, en la última posición una isoleucina, 

leucina o valina, y el segundo es un motivo formado por una fenilalanina, dos aminoácidos variables y 

una asparagina, ambos en su porción N-terminal (Vasilevsky et al., 2016). También actúan como 

citolisinas contribuyendo a la rotura de la célula hospedadora y a la salida del CE (Villegas et al., 2008; 

Marques et al., 2010). Pertenecen al grupo de proteínas autotransportadoras del sistema de secreción 

tipo V (T5SS) y participan en el proceso de adhesión de la célula hospedadora (Vasilevsky et al., 

2016). Tienen una amplia variabilidad inter e intraespecífica. Las más conservadas en C. abortus son 

Pmp H, D, B y A (Van Lent et al., 2016). Inmunológicamente la variación en la expresión de estas 

proteínas puede desempeñar un papel en la evasión de la respuesta inmune al momento de su ingreso 

y establecimiento en la célula hospedadora. Las Pmp pueden inducir respuestas inmunes específicas 

de tipo celular y humoral, haciéndolas potenciales candidatas como antígenos vacunales (Wheelouse 

et al., 2012). 

 

4.2.4 Proteínas de choque térmico (Hsp)  

Las proteínas de choque térmico (Hsp, por sus siglas en inglés heat shock proteins) constituyen un 

grupo de proteínas con una estructura muy conservada durante la evolución, presentes en todos los 

organismos, aparecen como respuesta a situaciones de estrés tales como los incrementos de 

temperatura. Se le atribuye función de chaperonas moleculares y actúan plegando, agregando y 

ensamblando proteínas, también tienen actividad en el transporte intracelular y la degradación de 

elementos dañados, además de una función de reparación de proteínas dañadas, eliminando una 

señal para la apoptosis (Georgopoulos y Welch, 1993; Srivastava et al., 1998; Zugel y Kaufmann, 

1999).  
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En las especies clamidiales, las cHsp (Por sus siglas en inglés, Chlamydial Heat Shock Proteins) más 

estudiadas son cHsp60 y cHsp7. Son unas de las principales dianas de la respuesta inmune humoral 

en infecciones por C. abortus (Hechard et al., 2004), así mismo se ha demostrado que cHsp60 es 

capaz de activar macrófagos (Kol et al.,1999).  

 

 

5. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD  

El género Chlamydia tiene un genoma altamente conservado y reducido. C. abortus, por ejemplo, tiene 

un genoma de 1.14 Mpb y C. trachomatis de 1.04 Mpb (Stephens et al., 1998; Thomson et al., 2005), 

de los cuales aproximadamente dos tercios de sus proteínas se comparten entre especies. Las 

diferencias se centran en la “zona de plasticidad”, una región con alta diversidad genómica que codifica 

una matriz de factores de virulencia (Elwell et al., 2016). Dentro de los mecanismos de patogenicidad 

de Chlamydia se encuentran: 

 

5.1 ADHESIÓN 

Como primer contacto directo entre el patógeno y el objetivo, la adhesión es un requisito previo para 

los pasos posteriores en el proceso de infección y es la base de la especificidad de la célula hospedera 

para la mayoría de los patógenos. La adhesión suele ser un proceso multifactorial en el que participan 

varias proteínas microbianas y del hospedero (Falkow, 1991; Finlay y Falkow, 1997; Pizarro-Cerda y 

Cossart, 2006; Nobbs et al., 2009; Bardiau et al., 2010). Los patógenos intracelulares obligados, en 

particular, se basan en estructuras superficiales especializadas para mediar en las interacciones 

específicas con células eucariotas (Kline et al., 2009). Por lo tanto, la invasión exitosa de Chlamydia 

requiere la adhesión inicial del cuerpo elemental infeccioso (CE) a la célula huésped como primer paso 

para la absorción e inicio del ciclo de desarrollo intracelular (revisado por Hackstadt 1999; Dautry-

Varsat et al. 2005 y Campbell y Kuo 2006). 

La unión del CE a la superficie de la célula hospedera consta de dos pasos individuales: una 

interacción electrostática reversible inicial con glicosaminoglicanos (GAG) como heparán sulfato 

(Zhang y Stephens, 1992; Su et al., 1996), seguido de una unión irreversible dependiente de la 
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temperatura de un ligando de Chlamydia a un receptor desconocido de la célula hospedera que induce 

la internalización del CE (Hegemann y Moelleken, 2012). Los ligandos bacterianos que se han logrado 

caracterizar a la actualidad incluyen a las proteínas OmpA (Su et al., 1990), OmcB, Pmp21 (PmpD), 

Pmp6, Pmp20, Hsp70 (Wehrl et al., 2004; Moelleken y Hegemann, 2008) y componentes del T3SS, 

como CopB, CopD, y LcrV (Hegemann y Moelleken, 2012). 

 

5.2 INHIBICIÓN DE LA FUSIÓN FAGOSOMA-LISOSOMA  

Las especies de Chlamydia al ser microorganismos intracelulares obligados ingresan a las células del 

hospedero a través de fagocitosis (Friis et al., 1972). De manera normal un fagosoma que ha incluido 

a un patógeno se fusionará con un lisosoma, posteriormente el fagolisosoma producirá hidrolasas 

ácidas para erradicar al patógeno. La supervivencia intracelular depende de la capacidad de evitar la 

destrucción de lisosomas del hospedero. Tras la fagocitosis de los CE ocurren dos eventos: se inicia 

la inhibición de la fusión del fagolisosoma y la transformación del CE a CR. Esta inhibición del 

fagolisosoma se mantiene durante la mayor parte del ciclo de desarrollo de Chlamydia (Todd y Storz., 

1975). Los estudios ultraestructurales indican que los lisosomas marcados con ferritina no se fusionan 

con fagosomas que contengan clamidias, lo que le permite a la bacteria evadir eficazmente las 

enzimas bactericidas (Wyrick y Brownridge., 1978), aunado a que el microambiente dentro de la 

vacuola que contiene a Chlamydia es modificado por este microorganismo. Después de la 

internalización inicial, la inclusión no se acidifica y se mantiene aislada de la ruta lisosómica 

endosómica (Heinzen et al., 1996; Escalante-Ochoa et al., 1998). Esta ausencia de acidificación 

previene la formación de la vesícula endosómica portadora (Clague et al., 1994), una vesícula grande 

y esférica, que regula el paso del endosoma temprano a tardío (Aniento et al., 1993). 

 

5.3 SISTEMAS DE SECRECIÓN 

Aproximadamente el 10% de las proteínas que codifica el genoma de Chlamydia corresponden a 

proteínas efectoras de virulencia (Betts-Hampikian y Fields, 2010), que son liberadas a través de 

sistemas de secreción especializados a la superficie bacteriana, al lumen de la inclusión, la membrana 

de inclusión y al citoplasma de la célula hospedadora (Fields, 2012). 
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5.3.1 Sistema de secreción no flagelar de tipo III (NF-T3SS)  

El NF-T3SS, es un determinante de virulencia de bacterias Gram-negativas en el que 20 proteínas 

forman un aparato, comúnmente conocido como “inyectisoma”, para lograr la secreción vectorial y la 

translocación de proteínas efectoras. A diferencia de otros sistemas, los genes NF-T3SS de Chlamydia 

no se encuentran en plásmidos de virulencia ni se organizan en islas de patogenicidad. Los genes 

efectores parecen estar dispersos por todo el cromosoma en todas las especies de Chlamydia, 

mientras que los componentes del “inyectisoma” se agrupan en tres loci principales (Stephens et al., 

1998). El inyectisoma se forma por varias proteínas, entre ellas CdsJ, que abarca el espacio 

periplásmico y se asocia con las proteínas integrales de membrana CdsR-V y la proteína de membrana 

interna CdsD; además posee un anillo compuesto por CdsC, que es necesario para que la aguja 

atraviese la membrana externa y forme estructuras hexámericas similares a las estructuras 'tipo 

roseta” (Figura 7) (Matsumoto, 1982; Tanzer y Hatch, 2001). 

 

Figura 7. Modelo de la composición del aparato T3SS de Chlamydia. El aparato basal abarca la membrana interna (IM) y 

la membrana externa (OM) (Modificado de Hampikian y Fields., 2010). 
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Se ha analizado que las proteínas CopB y CopB2 permiten la traslocación de efectores a través de la 

membrana plasmática de la célula (Peters et al., 2007), mientras que las principales proteínas 

efectoras secretadas son; la fosfoproteína de reclutamiento de actina (TarP) que participa en la 

inclusión de C. trachomatis al inducir cambios tempranos en el citoesqueleto durante su internalización 

en la célula eucariota (Clifton et al., 2005); y las proteínas de inclusión de membrana IncA, IncB e IncC, 

que median las interacciones hospedero-patógeno (Hackstadt, 2012; Moore y Ouellette, 2014) como 

son  la reorganización del citoesqueleto de la célula eucariota, el anclaje del centrosoma, la adquisición 

de lípidos y la resistencia a la apoptosis (Moore y Ouellette, 2014). 

5.3.2 Sistema de secreción tipo V (T5SS)  

El sistema de secreción tipo V o autotransportador (AT) es el mecanismo de secreción más difundido 

que emplean las bacterias Gram negativas para liberar factores de virulencia involucrados en el inicio 

de la infección, la progresión de la enfermedad y la evasión del sistema inmune. Las proteínas AT se 

caracterizan por tres dominios, 1) una secuencia señal (SS), 2) un dominio pasajero (DP) N-terminal 

diverso que confiere la función efectora y 3) un dominio translocador (TD) C-terminal conservado. El 

TD se inserta en la membrana externa (ME) al ensamblarse en un poro de barril β que facilita la 
translocación del DP a la superficie bacteriana (Dautin y Berstein 2007; Henderson et al., 2004).  

Las bacterias del género Chlamydia poseen un gran número de genes autotransportadores en 

comparación con otras bacterias gram negativas, lo que sugiere un papel importante de estas 

proteínas de Chlamydia en su patogenia. Las proteínas Pmp comparten muchas de las características 

de los autotransportadores clásicos (Tanzer y Hatch, 2001). Este grupo diverso de proteínas de 

superficie ha sido implicado en la adhesión (Wehrl et al., 2004) y la respuesta inmune (Tan et al., 

2010). 

 

5.4 RESISTENCIA A ANTIBIÓTICOS  

En la mayoría de los casos, las infecciones por Chlamydia spp. se pueden resolver fácilmente 

mediante el tratamiento con antibióticos como los derivados de tetraciclina y macrólidos, sin embargo, 

el uso indebido y excesivo de antibióticos, y la automedicación, se vuelven factores de riesgo que 

aumentan la aparición de resistencia de las especies de clamidia a los antibióticos en los últimos años, 

estos factores representan un problema crítico y grave de salud pública en todo el mundo (Borel et al., 
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2016). De hecho, las especies de Chlamydia desarrollan resistencia a los antibióticos a través de 

diversos mecanismos (Mestrovic y Ljubin-Sternak., 2018) por ejemplo, la resistencia a la azitromicina 

con frecuencia resulta de mutaciones en la región de la peptidil transferasa de los genes del ARNr 

23S, lo que afecta la unión reversible a la subunidad ribosómica grande cerca del centro de la peptidil 

transferasa y un efecto bacteriostático debido a la inhibición de la síntesis de proteínas (Fohner et al., 

2017; de Barbeyrac., 2013). Por otro lado, la resistencia a la tetraciclina a menudo se asocia con islas 

genómicas integradas en el cromosoma de las clamidias, lo que afecta la inhibición de la síntesis de 

proteínas bacterianas al unirse a su ribosoma (con una alta afinidad por la subunidad 30S) y evitar la 

unión de aminoacyl tRNA en el sitio aceptor (Griffin et al., 2010). Se ha demostrado que el mecanismo 

de resistencia a las fluoroquinolonas está asociado con la presencia de una mutación en la región 

determinante de la resistencia a las quinolonas gyrA, que afecta la inhibición de dos enzimas 

bacterianas de la familia de las topoisomerasas de clase II: la ADN girasa y la ADN topoisomerasa IV 

(Naeem et al., 2016). En el caso de la resistencia a la rifampicina, una sustitución de nucleótidos en el 

gen rpoB es responsable, lo que afecta la inhibición de la transcripción bacteriana al interactuar con la 

subunidad beta de la ARN polimerasa dependiente del ADN bacteriano (Chen y Kaye., 2011).  

 

5.5 MECANISMOS DE EVASIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE 

5.5.1 Inhibición de trampas extracelulares de neutrófilos (NET´s)  

La erradicación de bacterias por parte de los neutrófilos generalmente incluye funciones comunes de 

estas células, es decir, fagocitosis, liberación de defensinas y formación de trampas extracelulares de 

neutrófilos (NETs), que son estructuralmente una malla de fibras de ADN que contiene histonas y 

enzimas proteolíticas antimicrobianas, liberadas al espacio extracelular. Los microorganismos son 

inmovilizados en estas trampas extracelulares, donde encuentran una concentración letal de agentes 

antimicrobianos (Brinkmann et al., 2004). El proceso de extravasación de neutrófilos al sitio de 

infección de la mucosa está regulado por la integrina β-2 de superficie, CD18, además de citocinas 

como IL-8 e IL-17 (Barteneva et al., 1996; Molestina et al., 1999; Scurlock et al., 2011). Recientemente, 

Rajeeva et al. 2018 han sugerido una estrategia de evasión de neutrófilos utilizada por C. trachomatis 

que da como resultado la parálisis de la extrusión de NET’s por parte de la célula huésped. La escisión 

y liberación del receptor 2 de formil -péptido de superficie de neutrófilos (FPR2) por el factor de 

actividad similar a la proteasa clamidial (CPAF) juega un papel en este proceso como un objetivo de 
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CPAF que afecta el estallido oxidativo que interfiere con la activación de neutrófilos mediada por 

químicos (Porter et al., 2005). 

5.5.2 Evasión de la fagocitosis 

Chlamydia tiene la capacidad de inhibir el estrés oxidativo a través de NADPH oxidasa en neutrófilos 

humanos y en células HeLa (Tauber et al., 1989). El mecanismo utilizado implica la reubicación del 

sustrato 1 de la toxina botulínica C3 relacionado con Ras (Rac1), que es una subunidad reguladora 

de NADPH oxidasa reduciendo la eficiencia de la fagocitosis (Boncompain et al., 2010). Se sugiere 

que NADPH oxidasa se reubica en el lado interno de la membrana de inclusión clamidial lo que 

promueve la función glucolítica bacteriana, afectando de manera negativa la generación de energía 

de la célula hospedera (Szaszák et al., 2011).  

5.5.3 Inhibición de la apoptosis 

Chlamydia es capaz de infectar e inhibir la función de defensa contra la apoptosis de la célula 

hospedera al reducir el procesamiento de procaspasa con la inducción de IL-8; por lo tanto, se 

mantiene la expresión de la proteína antiapoptótica de leucemia de células mieloides (Mcl-1) a través 

de la activación de las vías PI3K/Akt y ERK1/2 (Sarkar et al., 2015). Esto permite que la bacteria resida 

y se esconda dentro del neutrófilo hasta por 90 horas en comparación con las 10 horas en los 

neutrófilos no infectados (Van Zandbergen et al., 2004). Cuando los neutrófilos infectados sufren 

apoptosis y finalmente son ingeridos por los macrófagos vecinos, las bacterias pueden replicarse y 

persistir por más tiempo. La infección de macrófagos a través de neutrófilos apoptóticos induce la 

secreción del factor de crecimiento tumoral beta (TGF-끫뷺) en comparación con el TGF-ߙ después de 

la infección directa de macrófagos con bacterias (Rupp et al., 2009), lo que facilita que las bacterias 

se mantengan ocultas, es decir, permanece protegido cuando es absorbido por macrófagos. CPAF 

contribuye a la actividad antiapoptótica de las clamidias al degradar a las proteínas proapoptóticas 

(BH3-only BCL-2, BIM, PUMA y BAD) (Pirbhai et al., 2006). Se ha observado que la proteína BIM 

desaparece durante la infección por Chlamydia y esta desaparición podría ser inhibida por los 

inhibidores del proteasoma (Fischer et al., 2004). Estas moléculas proapoptóticas transmiten señales 

de muerte a las mitocondrias inhibiendo las moléculas pro/antiapoptóticas de BCL-2 que activan la 

proteína BAX y BAK (Dong et al., 2005). Por tanto, la degradación de las moléculas proapoptóticas 

confiere resistencia a la apoptosis durante la infección celular por clamidia. 
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5.5.4 Chlamydia suprime el complejo principal de histocompatibilidad de clase I y II (MHC I y II) 

En la infección por C. trachomatis, CPAF es responsable de degradar el factor de transcripción 

Upstream-1 (USF-1) y el factor regulador X5 (RFX5). USF-1 es un factor de transcripción constitutivo 

expresado de forma ubicua necesario para la expresión de la inducción de IFN-γ del transactivador de 

clase II (CIITA) que media la expresión de MHC de clase II (Pirbhai et al., 2006); mientras que RFX5 

es un miembro del complejo del factor de transcripción RFX que se requiere para unirse al factor 

regulador Upstream- X1 (RFX1) de la cadena pesada del MHC de clase I y los genes de microglobulina 끫뷺2 (끫뷺2M) (Gobin et al., 1998). Es importante destacar que CPAF es homólogo entre especies, y 

también se ha demostrado que CPAF recombinante de C. pneumoniae degrada RFX5, lo que afecta 

la expresión de MHC de clase I (Fan et al., 2002). 

 

5.5.5 Agotamiento de linfocitos T  

El aumento de la expresión de la proteína de muerte celular programada (PD-1) es indicativo del 

agotamiento de las células T (Barber et al., 2006). La unión de PD-1 a sus ligandos (PD-L1 y PD-L2) 

en las células presentadoras de antígenos suprime la activación mediada por la señalización del 

receptor de células T, lo que confiere a las células T persistencia en el "estado agotado", que se 

caracteriza por la falta de respuesta a la exposición al antígeno, pérdida de citotoxicidad y producción 

de citocinas como, IL-2, TNF e IFNߛ (Wherry et al., 2004). En un análisis de perfiles transcripcionales, 

Porcella et al. informan que las cepas de C. trachomatis que contienen plásmidos aumentan dos veces 

la expresión de PD-L1 en células epiteliales humanas encomparación con las cepas deficientes en 

plásmido (Porcella et al., 2015). Además de PD-L1, otras moléculas relacionadas con la 

inmunosupresión, por ejemplo, la proteína 끫뷺 inhibidora de NF-ߢB (NF-ߢBI끫뷺) y la proteína inductora 

del factor de necrosis tumoral ߙ (TNFߙIP3) también se expresan en niveles más altos en células 

epiteliales infectadas con cepas portadoras de plásmidos que sugieren que uno de los ocho genes 

codificados por el plásmido puede actuar para desactivar funciones inmunitarias específicas, lo que 

subraya la necesidad de seguir investigando y comprender mejor el mecanismo de supresión 

inmunitaria del plásmido (Wong et al., 2019) 
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6. TRANSMISIÓN, PATOGENIA Y SIGNOS CLÍNICOS 

6.1 TRANSMISIÓN 

Los CE se eliminan principalmente y en mayor número, en secreciones vaginales de animales 

infectados en los momentos previos y posteriores al aborto o parto, igualmente se encuentran en 

placenta. En ganado caprino son más frecuentes las descargas vaginales y comienzan desde las dos 

semanas antes del aborto lo que explicaría la mayor incidencia de abortos en esta especie en 

comparación con los ovinos (Rodolakis y Laroucau, 2015). Una vez en el medio ambiente, los CE 

eliminados pueden permanecer viables durante varias semanas o meses (Nietfield, 2001). Entre 

animales el contagio se da por ingestión de los CE (Caro et al., 2009; Kerr et al., 2005). Otra vía de 

infección es la aerógena, a través de aerosoles presentes en ambientes contaminados (Buxton et al., 

1990). También existen otras rutas como son la venérea, la leche y calostro (Rodolakis et al., 1998; 

Martínez., 2021). 

 

6.2 PATOGENIA Y SIGNOS CLÍNICOS 

Tras la infección oro-nasal, el microorganismo se establece en órganos linfoides faríngeos, y tras un 

periodo de multiplicación breve, se produce la diseminación por vía hemolinfática hacia otros órganos 

hasta alcanzar el tejido placentario (Nietfield, 2001) permaneciendo la cabra infectada, hasta su 

próxima gestación, tiempo donde el microorganismo se reactiva, produciendo el aborto, dos a tres 

semanas antes de la fecha estimada del parto o con la presentación de corderos muertos o débiles 

que mueren pocos días después del nacimiento (Aitken, 2000). Generalmente en la especie caprina 

resulta frecuente la retención placentaria, endometritis y vaginitis, mientras que en ovinos raramente 

se presenta esta signología (Rodolakis et al., 1998). Los cambios patológicos que se producen en la 

placenta son resultado de la multiplicación de las bacterias y se hace evidente a partir del día 90 de 

gestación y podría estar asociado a cambios hormonales (Leaver et al., 1987). Hacia las etapas finales 

de la gestación, entre los días 125 a 140, la placenta se encuentra masivamente infectada por C. 

abortus y las alteraciones en la unión fetoplacentaria pueden provocar el aborto. Mediante técnicas de 

inmunohistoquímica se ha observado que la infección comienza en el epitelio coriónico y la 

multiplicación clamidial produce una lisis celular y la liberación de CE. Tanto el LPS clamidial como 

otros componentes antigénicos celulares y bacterianos, actúan como señales de alarma, activando 
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macrófagos y linfocitos Th1 con un aumento de IFN-γ del lado materno (Entrican, 2002). 

Posteriormente se da la colonización de células del trofoblasto, resultando en una respuesta 

inflamatoria dirigida por neutrófilos y la destrucción masiva de las células del corion, lo que provoca 

alteraciones en el equilibrio hormonal que puede producir un descenso brusco en la producción de 

progesterona y aumento en los niveles de prostaglandina E2 (PGE2), dando como resultado la 

inducción del parto. Este descenso en los niveles de progesterona induce al descenso en la producción 

de serpina, que es una proteína que regula la proliferación de linfocitos en útero (Peltier et al., 2000). 

El descenso de serpina potencializa la activación de linfocitos Th1, que incrementan la producción de 

IFN-γ, lo que activa a los macrófagos maternos y fetales que liberan citocinas proinflamatorias, como 

TNF que activa a células NK (por sus siglas en inglés natural killer), que tienen la capacidad de atacar 

a las células infectadas del epitelio coriónico. El TNF también provoca vasoconstricción de los vasos 

sanguíneos que irrigan la placenta, aunado a la liberación de IL-8 por parte del epitelio vascular, que 

causa fenómenos de trombosis en los vasos afectados, lo que provoca lesiones necróticas y la 

quimiotaxis de neutrófilos hacia el foco de infección (Figura 8) (Entrican, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Patogenia del AEPR. Acontecimientos ocurridos en el epitelio coriónico materno y fetal (adaptado de 

Entrican, 2002). 
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La placentitis que se produce por este proceso puede dar lugar al aborto por distintas causas en 

combinación. Por una parte, la inflamación de la barrera placentaria provoca una menor eficiencia en 

el intercambio materno-fetal de nutrientes y gases. Además, la arteritis del placentoma afecta el riego 

sanguíneo de toda la placenta ocasionando necrosis y la colonización de un gran número de 

placentomas podría originar la destrucción de células del trofoblasto y, por lo tanto, la falta de 

producción de hormonas placentarias que controlan la gestación (Navarro et al., 2004; Sammin et al., 

2009). La infección induce una respuesta inmunitaria protectora lo que evita que las hembras 

infectadas aborten en sus gestaciones posteriores, aunque siguen excretando bacterias 

ocasionalmente durante partos y estros aproximadamente en los tres años posteriores, favoreciendo 

así la diseminación de la bacteria en el rebaño (Papp et al., 1993; Entrican et al., 1998). En hembras 

no gestantes, C. abortus es capaz de producir una infección latente que no estimula una inmunidad 

protectora, con la consiguiente reactivación y multiplicación del microorganismo durante la siguiente 

gestación (Longbottom et al., 2013), mientras que en nacidos infectados se han descrito lesiones como 

neumonía, encefalitis, hepatitis e incluso miocarditis (Miller et al., 1990; Navarro et al., 2004; 

Longbottom et al., 2013). Esto puede deberse a la inmadurez del sistema inmunitario de estos 

animales que sería incapaz de evitar la diseminación del patógeno hacia varios órganos (Navarro et 

al., 2004). 

 

 

7. RESPUESTA INMUNE CONTRA C. abortus 

La familia Chlamydiaceae al ser patógenos intracelulares, activan mecanismos que les permiten 

permanecer y multiplicarse en el interior de la célula utilizando la maquinaria metabólica de ésta. Por 

lo que el hospedador debe ser capaz de eliminar a las bacterias que permanecen en el interior de sus 

células y mantener su integridad y funcionalidad. Esta serie de mecanismos biológicos tiene como 

objetivo proteger al organismo hospedador de la invasión y el establecimiento de una infección. Por lo 

tanto, el éxito del establecimiento de la infección dependerá de la capacidad del hospedador para 

establecer una respuesta inmunitaria efectiva contra el patógeno (Entrican et al., 2004). 
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7.1 RESPUESTA INMUNE INNATA 

En la respuesta inmune innata se incluyen mecanismos externos de protección, como son la barrera 

física que supone la piel y el aumento de la temperatura corporal, barreras químicas como la bajada 

del pH o sustancias antimicrobianas segregadas por el organismo como pueden ser la lisozima o la 

espermina y barreras biológicas como la microbiota. Los mecanismos internos de protección se 

refieren a los mecanismos de defensa celular llevados a cabo por células especializadas para tal fin 

como pueden ser los neutrófilos o polimorfonucleares (PMN), macrófagos y células NK, a los que se 

van a sumar la acción de diversos elementos solubles como son el complemento y ciertas citocinas 

(Abbas et al., 2003). 

Los PMN son células efectoras importantes en la respuesta innata del sistema inmunitario (Mayadas 

et al., 2014). Vigilan constantemente el organismo en busca de signos de infecciones microbianas y 

cuando las encuentran, responden rápidamente para atrapar y matar a los patógenos invasores. Se 

reconocen tres funciones antimicrobianas principales para los neutrófilos: fagocitosis, desgranulación 

y liberación de material nuclear en forma de trampas extracelulares de neutrófilos (NET). Estas 

funciones se consideraban, hasta hace poco tiempo, el único propósito de los neutrófilos, sin embargo, 

la investigación actual realizada ha revelado que los neutrófilos poseen un repertorio muy diverso de 

respuestas funcionales que van más allá de la simple destrucción de microorganismos. Hoy en día se 

reconoce que los neutrófilos son células complejas transcripcionalmente activas (Ericson et al., 2014) 

que producen citocinas (Tecchio y Cassatella, 2016), modulan las actividades de las células vecinas, 

contribuyen a la resolución de la inflamación (Greenlee-Wacker, 2016), regulan a los macrófagos para 

las respuestas inmunitarias a largo plazo (Chen et al., 2014), participan activamente en varias 

enfermedades, e incluso tienen un papel en la inmunidad de memoria innata (Netea et al., 2016). En 

las infecciones por C. abortus se ha observado en modelos murinos que al depletar la población de 

PMN, los animales presentan una mayor carga bacteriana, se acelera el proceso de aborto y se 

aumenta la tasa de mortalidad (Buendia et al., 1999a). Sin embargo, el papel de los PMN es limitado 

cuando los animales son infectados por segunda vez con C. abortus, ya que su ausencia no altera el 

desarrollo normal de la gestación, aunque si se ve afectada la producción temprana de citocinas 

(Montes de Oca et al., 2000). 

Los macrófagos son un componente celular esencial del sistema inmunitario innato, son de vida 

prolongada, y con una amplia distribución en los tejidos linfoides y no linfoides de todo el cuerpo 



 

32 
 

(Epelman et al., 2014). Tienen funciones fundamentales en la homeostasis y muchos procesos 

fisiológicos, incluida la función metabólica, la eliminación de desechos celulares, la reparación y 

remodelación de tejidos. Su papel en la respuesta inmune se basa en su capacidad fagocítica, cuyo 

proceso se lleva a cabo en el fagosoma, en donde intervienen diferentes proteínas como lisozima, 

lactoferrina, catepsinas y especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, para degradar a los 

microorganismos y llevar a cabo la presentación de antígenos (Epelman et al., 2014). En las 

infecciones por Chlamydia, la fagocitosis de estas bacterias induce su maduración y la secreción de 

IL-6, IL-2 y TNF (Schramm et al., 1996). 

La IL-6 es también secretada por linfocitos, mastocitos, células endoteliales, queratinocitos y 

fibroblastos. Su liberación está inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta al TNF. Tiene 

actividad pirogénica y regula la activación de macrófagos, y el desarrollo y la diferenciación de 

linfocitos B, activación de linfocitos T citotóxicos y células plasmáticas. En la perspectiva de la 

respuesta inmune innata, la IL-6 induce el reclutamiento de células de la respuesta inmune y promueve 

la apoptosis de los neutrófilos, mediando la inflamación para controlar la infección (Cunningham et al., 

2013). La producción temprana de IL-6 previene respuestas inmunitarias exacerbadas dependientes 

de IFN-γ, lo que podría explicar aspectos de la fisiopatología de la infección clamidial (Croker et al., 

2003; Entrican et al., 2004). En pacientes asintomáticos con infecciones por Chlamydia se han podido 

detectar altas concentraciones de esta citocina en suero y se ha relacionado con un papel protector 

en el control de la infección, dado que los ratones deficientes en IL-6, son significativamente más 

susceptibles a la infección a través de vías respiratorias (Zhang et al., 2010), por lo que es necesaria 

para controlar la infección clamidial al limitar la replicación y la colonización por el patógeno (Sun et 

al., 2017). 

La IL-12 es una proteína heterodimérica de dos subunidades (p35, p40) producida por células 

fagocíticas y células dendríticas en infecciones producidas por microorganismos intracelulares, y actúa 

principalmente a través de STAT4 para inducir la producción de IFN-γ por parte de células T y NK. 

Como la IL-12 participa en el desarrollo de la respuesta Th1, se cree que representa un vínculo 

importante entre la inmunidad innata y la adaptativa. Tiene su función sobre células NK y linfocitos T, 

incrementando su actividad citolítica, también dirige la diferenciación de la respuesta inmune hacia 

una respuesta Th1, induciendo la producción de IFN-γ y otras citocinas proinflamatorias (Zundler y 

Neurath. 2015). Respecto a C. abortus, el tratamiento con IL-12 exógena confiere protección inmediata 
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y a largo plazo en ratones susceptibles BALB/c (Huang et al., 1999). Se ha observado que la IL-12 se 

produce en fases tempranas de la infección por C. abortus (Buendia et al., 1999b) y su rol puede estar 

involucrado en la patología asociada con la infección (Del Rio et al., 2001). 

Las células NK por su parte, se encargan de destruir directamente a las células infectadas por 

patógenos intracelulares, además son una fuente temprana de IFN-γ (Zhang et al., 2017). Se ha 

comprobado que la depleción de esta población celular en animales infectados con C. abortus provoca 

un aumento de la susceptibilidad del animal, con una mayor morbilidad y carga bacteriana en hígado 

y una disminución sustancial en la concentración de IFN-γ en suero (Buendia et al., 2004). 

 

7.2 RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA 

La respuesta inmune adaptativa se activa cuando los mecanismos inmunitarios innatos no son 

suficientes para detener la infección. Es una respuesta antígeno-específica que establece memoria 

inmunológica, de modo que exposiciones repetidas al mismo antígeno (Ag), provocan una respuesta 

de mayor rapidez, intensidad y eficacia. Existen dos tipos de respuesta adquirida: la respuesta 

humoral, mediada por los anticuerpos (Ac) secretados por las células plasmáticas derivadas a su vez 

de los linfocitos B; y la respuesta celular, en la que intervienen mayoritariamente los linfocitos T 

citotóxicos (CD8+). El que se lleve a cabo una u otra dependerá del espectro de citocinas secretadas 

por los linfocitos T cooperadores (Th o CD4+), activados tras reconocer el determinante antigénico 

procesado y presentado por las células presentadoras de antígeno (CPA), como las células 

dendríticas, macrófagos y linfocitos B. Así, en la respuesta inmunitaria humoral juegan un papel 

predominante los linfocitos Th2, mientras que en la respuesta celular son esenciales los Th1 (Janeway 

et al., 2001). En el caso de los patógenos intracelulares como C. abortus la respuesta inmunitaria 

protectora será principalmente de tipo celular, mientras que la respuesta humoral tiene un papel de 

mayor relevancia en la prevención y/o resolución de las reinfecciones (Abbas et al., 2003). 

 

7.2.1 Respuesta inmune celular  

Las células T efectoras detectan antígenos peptídicos derivados de diferentes tipos de patógenos. Los 

péptidos de patógenos intracelulares que se multiplican en el citoplasma son transportados a la 
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superficie celular por moléculas MHC de clase I y presentados a las células T CD8+. Estos se 

diferencian en células T citotóxicas que destruyen a las células infectadas. Los antígenos peptídicos 

de patógenos que se multiplican en vesículas intracelulares y los derivados de bacterias y toxinas 

extracelulares ingeridas son transportados a la superficie celular por moléculas MHC de clase II y 

presentados a las células T CD4+. El encuentro inicial con el antígeno específico en presencia de 

señales coestimuladoras desencadena la activación de las células T, para entrar a la fase G1 del ciclo 

celular. Al activarse, deben reingresar al ciclo celular y dividirse rápidamente para producir un gran 

número de progenie que se diferenciará en células T efectoras. Su proliferación y diferenciación están 

impulsadas por interleucina-2 (IL-2), que es producida principalmente por linfocitos Th1. Esta citocina 

también impulsa la proliferación de linfocitos B y células NK (Janeway et al., 2001). 

En la infección en modelos murinos con C. abortus se ha demostrado que la depleción de linfocitos T 

CD4+, produce una menor morbilidad tras la infección. Este hecho podría estar asociado con la 

producción exacerbada de citocinas y con la inducción de apoptosis por parte de los linfocitos T CD4+. 

Así en una primoinfección de C. abortus, la ausencia de linfocitos T CD4+ se encuentra asociada a la 

nula producción de IFN-γ (Del Río et al., 2001; Martínez et al., 2006); también provoca un incremento 

de la carga bacteriana en hígado. Por otra parte, los linfocitos T CD8+, específicamente la 

subpoblación CD8+ CD28-, son capaces de regular las respuestas inflamatorias exacerbadas 

provocadas por los linfocitos T CD4+ (Jiang y Chess, 2000). Esto se ha comprobado in vivo en ratones 

con depleción de linfocitos T CD8+, en donde se observó que se aumenta la mortalidad entre un 75% 

a 100% (Ortega et al., 2006). Por lo que se ha sugerido que la respuesta a la infección por C. abortus, 

se debe a un rápido establecimiento de la respuesta inmune innata, el reclutamiento de linfocitos T 

CD8+ y de la producción temprana de IFN- γ (Del Río et al., 2000). 

El TNF es la citocina responsable de dirigir la respuesta inmune específica de tipo celular (Th1). Es 

producida por macrófagos en respuesta a una activación directa por LPS bacteriano o de manera 

indirecta por la acción de linfocitos T cooperadores. Es miembro de una familia de proteínas 

involucradas en la regulación inmunitaria y la inflamación. Esta citocina tiene una función esencial, ya 

que sirve como señal de alarma para la activación de células de la inmunidad específica, mediando la 

mayoría de las funciones inmunitarias e inflamatorias. También regula el crecimiento de un gran 

número de tipos celulares, activa a macrófagos para incrementar su propia producción y la de otras 

citocinas como, IL-1, IL-6, factor estimulante de colonias macrófagos (M-CSF), factor estimulante de 
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colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF). También tiene función de quimiocina al foco 

inflamatorio de PMN y células NK productoras de IL-12 (Mehta et al., 2018). Se ha sugerido que el 

TNF puede actuar junto con linfocitos T CD8+ en la resolución de la infección por Chlamydia, también 

se ha asociado su función en la patogénesis de la infección, donde parece contribuir al daño 

placentario, siendo la causa principal del aborto (Buxton et al., 2002). 

La presencia de TNF tiene una acción directa en la activación de macrófagos y como resultado de 

esto, se obtiene la producción de IFN-γ, por parte de este linaje celular. El IFN-γ es una de las citocinas 

que se encuentran en mayor cantidad durante las primeras fases de la infección clamidial y es crucial 

para el control de sus infecciones. Tiene un papel esencial en la defensa contra numerosos patógenos 

intracelulares (Elahi et al., 2000; Bregenholt et al.,2001). El IFN-γ, en bajas concentraciones, induce 

cuerpos aberrantes, no infecciosos, incapaces de replicarse. Este efecto puede ser revertido al añadir 

triptófano al cultivo. Su actividad clamidiostática in vivo se basa en la activación de ciertas enzimas 

catalíticas como la indoelamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y la sintetasa de óxido nítrico inducible (iNOS) 

(Rottenberg et al., 2000). La enzima IDO se encarga de catalizar la degradación del triptófano, que es 

un aminoácido esencial para el crecimiento de Chlamydia. Sin embargo, algunas especies de 

Chlamydia parecen ser capaces de adquirir o generar su propio triptófano, inhibiendo la actividad de 

IDO (Rottenberg et al., 2002; Schoborg 2011.). Los resultados en un modelo murino sugieren que los 

altos niveles de IFN-γ detectados en el organismo durante los primeros días de la infección, controlan 

la dispersión de las bacterias hasta la llegada de otras subpoblaciones leucocitarias, como linfocitos T 

CD8+ al foco inflamatorio (Montes de Oca et al., 2000a). No obstante, aún no se conoce con exactitud 

cómo se establece el balance necesario entre una producción suficiente de IFN-γ que proteja contra 

la infección y que al mismo tiempo no produzca una respuesta inflamatoria que pueda ser perjudicial 

para el organismo, ya que se ha comprobado que en altas concentraciones esta citocina resulta 

citotóxica y en animales gestantes, la presencia de IFN-γ en la placenta, controla el crecimiento de C. 

abortus, pero también produce lesiones en el trofoblasto placentario, lo que facilitaría a la presentación 

del aborto (Kerr et al., 2010). 

Otro de los mecanismos que utilizan los macrófagos activados por IFN-γ, es la producción de la enzima 

iNOS, (Huang et al., 2002), una molécula con gran potencial microbicida. En estudios in vitro se 

comprobó que altas concentraciones de óxido nítrico (NO) secretado por la acción de iNOS, inhibe la 

producción de IL-12 por parte de los macrófagos, la inmunosupresión de la respuesta Th1 (Huang et 
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al., 2002) y una respuesta inflamatoria con gran daño celular (van der Veen, 2001). Por lo que una 

correcta modulación de iNOS, es importante para lograr una óptima inmunidad protectora y para 

reducir los posibles efectos dañinos causados por el NO durante la infección clamidial (Huang et al., 

2002). 

Por otra parte, se ha demostrado que los linfocitos T reguladores (Treg), tienen la capacidad de 

atenuar la respuesta inmunitaria celular y modulan la respuesta inmune innata, previniendo una 

respuesta excesiva, que podría generar un daño tisular grave, teniendo como consecuencia un 

aumento en la morbilidad y el cuadro patológico (Antunes y Kassiotis, 2010; Hou et al., 2015). Se sabe 

que los linfocitos Treg FoxP3+ secretan IL-10, que es particularmente importante en la regulación de 

las respuestas inmunitarias (Uhlig et al., 2006; Maynard et al., 2007; Rubtsov et al., 2008).  

La IL-10 es una de las principales citocinas antiinflamatorias secretada por macrófagos, células 

dendríticas y linfocitos B y T (CD4+ y CD8+) (Moore et al., 2003; Kamanaka et al., 2006). Esta citocina 

regula el equilibrio entre las respuestas Th1 y Th2, modulando la actividad de linfocitos B, células NK, 

macrófagos y células dendríticas (Sabat et al., 2010; Scapini et al., 2011). En la infección clamidial la 

IL-10 suprime la secreción de varias moléculas proinflamatorias como IFN-γ, IL-1, IL-6, IL-18 y TNF, 

así como la actividad de macrófagos y de la respuesta Th1, permitiendo el establecimiento de la 

respuesta Th2 que protege al hospedador de una excesiva respuesta inflamatoria (Moore et al., 2002; 

Couper et al., 2008a, 2008b; Buendia et al., 2009; Yilma et al., 2012). Al parecer varios antígenos 

clamidiales, tales como OmpA están asociados a la producción de IL-10 (Vats et al., 2007; Azenabor 

et al., 2011; Bermudez-Fajardo et al., 2011) y se ha demostrado que la expresión de esta citocina se 

incrementa durante la infección clamidial, lo que podría estar asociado con la aparición de infecciones 

crónicas (Han et al., 2006; Rizzo et al., 2008; Azenabor y York, 2010; del Rio et al., 2013, 2018). En el 

caso de infecciones por C. abortus en modelos murinos se ha observado que después de una elevada 

producción de IL-10, se disminuye la presencia de IFN-γ, TNF y linfocitos T CD4+ en los focos de 

infección del hígado y bazo (Del Rio et al., 2000). Posteriormente se comprobó en un modelo de 

infección crónica por C. abortus con ratones que sobreexpresaban IL-10, que tenían una respuesta 

inflamatoria moderada a C. abortus, permitiendo el establecimiento de una infección a largo plazo. 

Esto se relaciona con el establecimiento de infecciones persistentes (Del Rio et al., 2018). 
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7.2.2 Respuesta inmune humoral 

Muchos microorganismos patógenos se multiplican en los espacios extracelulares de la célula, y la 

mayoría de los patógenos intracelulares se propagan moviéndose de una célula a otra a través de los 

fluidos extracelulares. Los espacios extracelulares están protegidos por la respuesta inmune humoral, 

en la que los anticuerpos producidos por las células B favorecen la destrucción, neutralizando o 

opsonizando microorganismos extracelulares con lo que evitan la propagación de infecciones 

intracelulares. La activación de los linfocitos B y su diferenciación en células plasmáticas secretoras 

de anticuerpos se desencadena por el contacto con el antígeno y suele requerir linfocitos T 

cooperadores para la activación de linfocitos B (Janeway et al., 2001). 

Se ha demostrado mediante estudios in vitro, que varias Pmp de C. trachomatis, C. pneumoniae, C. 

psittaci y C. abortus provocan una respuesta inmunitaria humoral (Livingstone et al., 2005), 

describiéndose la PmpD como un antígeno que genera anticuerpos neutralizantes que impiden la 

internalización de las bacterias (Crane et al., 2006). Se ha descubierto que el desarrollo de un 

adecuado ambiente inmunológico durante la activación de linfocitos T, con presencia de IL-12, así 

como la presencia de anticuerpos específicos (IgG2 e IgA), facilita y acelera el desarrollo de una 

respuesta protectora contra microorganismos intracelulares, por parte de los linfocitos T (Igietseme et 

al., 2003; Moore et al., 2003). Tras la infección de C. abortus se establece una inmunidad de memoria 

eficaz y protectora que hace que los animales que hayan abortado no vuelvan a hacerlo por la misma 

causa (Essig y Longbottom. 2015). 

Por otro lado, los linfocitos T y B durante el periodo de división y diferenciación necesario para ser 

activos contra un Ag determinado, tienen la capacidad de diferenciarse en una población de células 

de memoria. De esta manera se forma una reserva de linfocitos sensibles al Ag al que son capaces 

de reaccionar de una manera más rápida, ante una segunda exposición al mismo. En este sentido, se 

ha visto que el papel de los linfocitos B de memoria y especialmente, la presencia de Ac específicos 

es crucial en evitar las reinfecciones por C. abortus (Buendia et al., 2002, 2009). También se ha 

observado que la presencia de IFN-γ es menor durante la reinfección que durante la primoinfección y 

una rápida migración de linfocitos T CD4+ y CD8+ a los focos infecciosos, de los que aún no se ha 

esclarecido cual es función precisa en una infección secundaria (Montes de Oca et al. 2000b).   
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8. PREVENCIÓN Y CONTROL 

8.1 MANEJO 

Las medidas de manejo tienen como objetivo evitar la introducción de animales infectados en rebaños 

libres de la enfermedad. Para esto los animales sanos se pueden mantener en un sistema cerrado o 

incorporando animales de reposición procedentes de granjas libres de C. abortus. Por otro lado, si el 

patógeno ya se encuentra circulando en el rebaño, se debe aislar inmediatamente a las ovejas que 

abortan, retirar los restos del aborto y limpiar y desinfectar el área para evitar en la medida de lo posible 

la diseminación del microorganismo (Longbottom y Coulter, 2003). Estas medidas llegan a ser de difícil 

aplicación debido a la presencia de portadores asintomáticos y a la imposibilidad de distinguir animales 

vacunados de infectados mediante diagnóstico serológico convencional (Entrican et al., 2012). 

8.2 ANTIBIOTERAPIA  

Existe una amplia gama de antimicrobianos y terapias para el tratamiento de las infecciones por 

Chlamydia. Las tetraciclinas son los antibióticos más usados cuando las hembras están infectadas por 

C. abortus, con el fin de reducir la incidencia de abortos y muertes perinatales (Aitken, 2007). Sin 

embargo, el uso de antibióticos no garantiza evitar el aborto ni la eliminación del patógeno en el 

ambiente durante el parto (Longbottom y Coulter, 2003); por otro lado, existe el riesgo latente de la 

resistencia a los antibióticos. Aunque en C. abortus no se ha reportado resistencia a tetraciclinas, sí 

se han encontrado cepas resistentes de Chlamydia suis, aisladas de cerdos (Lenart et al., 2001; Dugan 

et al., 2004; Borel et al., 2016). A pesar de que la resistencia a los antibióticos en clamidias es un 

hallazgo clínico in vivo, se ha demostrado en condiciones in vitro que C. suis es capaz de desarrollarla 

a través de la acumulación de mutaciones puntuales bajo presión antibiótica selectiva (Sandoz y 

Rockey, 2010). Además, la resistencia a tetraciclina puede transferirse horizontalmente, lo que sugiere 

que una administración sostenida del antibiótico podría impulsar la propagación de la resistencia 

(Suchland et al., 2009). Otro punto importante para tomar en cuenta es que existen investigaciones 

que comprueban que los antibióticos pueden generar estados de persistencia clamidial que 

contribuyen a mantener la infección dentro del rebaño (Hogan et al., 2004), por lo que las infecciones 

persistentes o crónicas requieren un tratamiento más largo e incluso podrían no responder a la terapia 

antibiótica y esto podría confundirse con una resistencia a antibióticos adquirida genéticamente 

(Sandoz y Rockey, 2010). 
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8.3 VACUNACIÓN 

Tras una primoinfección con C. abortus los animales generan una respuesta inmune de memoria eficaz 

que hace que no vuelvan a sufrir problemas reproductivos en los siguientes contactos con el agente 

etiológico, es por eso, que la vacunación es una medida efectiva para el control y prevención de la 

enfermedad. Actualmente existen dos tipos de vacunas comerciales disponibles, las inactivadas y las 

vivas atenuadas, y aunque las dos contribuyen al control de la infección, ninguna confiere protección 

total, ni elimina completamente la diseminación del agente. Se ha observado que entre los beneficios 

que presentan los animales vacunados expuestos a la infección, es que experimentan un número 

significativamente menor de abortos y una reducción de la excreción de bacterias durante un periodo 

de entre dos y tres gestaciones posteriores a la vacunación (OIE, 2012).   

Las vacunas inactivadas fueron las primeras en utilizarse hacia la década de los 50’s, poco después 

del descubrimiento de la enfermedad, pero se han publicado estudios manifestando la ineficacia de 

estas tanto en el modelo murino (Caro et al., 2001), como en ovinos (García de la Fuente et al., 2004). 

En el hospedador natural se ha comprobado que no existen diferencias significativas entre animales 

vacunados y no vacunados en cuanto a la presentación de fallos reproductivos y excreción de 

bacterias en los días posteriores al parto/aborto, aunque si se observa un efecto positivo sobre el peso 

de los corderos nacidos vivos (García de la Fuente et al., 2004; García-Seco et al., 2016). El principal 

problema del uso de las vacunas inactivadas es que, al no impedir la excreción de bacterias, favorece 

la persistencia de la infección de forma enzoótica en el rebaño vacunado, lo que podría provocar una 

selección a favor de las cepas más virulentas (Rodolakis y Souriau, 1979; Wilsmore et al., 1990a; 

García de la Fuente et al., 2004).  

En cuanto a la vacuna atenuada, está basada en una cepa mutante de la cepa 1B obtenida por 

inducción química y termosensible (Rodolakis y Souriau, 1983), por lo tanto, teóricamente tiene un 

crecimiento limitado. La naturaleza “viva” de una vacuna siempre implica riesgos y limitaciones en su 

uso, entre los que se comprende, que puede causar una grave zoonosis en mujeres embarazadas; 

además, esta vacuna no puede administrarse a animales gestantes o a animales tratados con 

antibióticos, lo que restringe aún más su uso. Existe también el riesgo de que las cepas atenuadas 

reviertan a virulentas y causen enfermedad y aborto en animales vacunados. Algunos estudios han 

demostrado la conexión entre esta vacuna y la aparición de casos de AEO (Laroucau et al., 2010; 

Wheelhouse et al., 2010; Sargison et al., 2015), tal es el caso de la investigación realizada por Sargison 
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et al., (2015) que describe una tormenta de abortos atípicos en ovejas y la identificación de la cepa 

vacunal 1B de C. abortus en productos del aborto (Sargison et al., 2015). Por estas razones es que el 

uso de esta vacuna resulte cada vez menos atractivo para veterinarios y ganaderos. 

Existe un gran inconveniente al utilizar vacunas inactivadas o atenuadas, que es la imposibilidad de 

diferenciar con las pruebas serológicas disponibles, a animales vacunados de animales infectados 

(DIVA) (Borel et al., 2005). Para evitar estos inconvenientes se han desarrollado vacunas subcelulares 

que contienen moléculas clamidiales que intervienen específicamente en la inducción de una 

respuesta inmunitaria efectiva. Sin embargo, los ensayos con antígenos recombinantes y péptidos no 

han conseguido obtener resultados iguales o mejores que los que se han obtenido con la vacuna 

inactivada o atenuada, por lo que las investigaciones se han centrado en mejorar la presentación de 

dichos antígenos mediante la selección de adyuvantes y vías de inoculación (Longbottom y 

Livingstone, 2006).  

 

 

9. DIAGNÓSTICO  

Un diagnóstico presuntivo de infección por C. abortus a menudo se puede obtener mediante la historia 

clínica, la signología y la patología de presentación. Los signos clínicos que evidencia un rebaño 

afectado por C. abortus no son suficientes para llegar a un diagnóstico definitivo de la enfermedad. 

Algunos datos epidemiológicos como la persistencia de la infección en el rebaño y la afectación 

mayoritaria de primíparas con abortos tardíos, así como la observación macroscópica de placentas 

con lesiones necrótico-hemorrágicas, pueden hacer que el veterinario incluya el AEPR como primer 

diagnóstico diferencial. Sin embargo, existen otras enfermedades abortivas en los pequeños rumiantes 

que pueden cursar con cuadros similares, como la toxoplasmosis, la brucelosis o la fiebre Q, por lo 

que la única forma de emitir un diagnóstico certero implica la confirmación del laboratorio (Borel et al., 

2014).  

Las técnicas de laboratorio que se pueden emplear para el diagnóstico de C. abortus pueden 

clasificarse en directas e indirectas. Las primeras tienen como objetivo la identificación de C. abortus 

en las muestras de tejido o hisopos, mientras que las segundas detectan en muestras de suero, los 

anticuerpos anti-clamidia generados por los hospedadores tras la infección. 
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9.1 TÉCNICAS DE DIAGNÓSTICO DIRECTAS 

El aislamiento bacteriológico se ha considerado como la técnica “estándar de oro”. Sin embargo, este 

procedimiento presenta varios inconvenientes: por un lado, la toma, almacenamiento y transporte de 

la muestra deben cumplir unos requisitos especiales para asegurar la viabilidad de los 

microorganismos y evitar la contaminación; y por otro, la técnica en sí es costosa y requiere mucho 

tiempo, además de que implica la pericia de un técnico experto. La adición de antibióticos ayuda a 

reducir los efectos de la contaminación; sin embargo, también se debe tener cuidado en la elección 

de los antibióticos utilizados. Los antibióticos adecuados incluyen estreptomicina (200 mg/ml), 

gentamicina (50 mg/ml), vancomicina (75 mg/ml) y nistatina (25 unidades/ml), mientras que la 

penicilina, la tetraciclina y el cloranfenicol inhiben el crecimiento de Chlamydia y no deben utilizarse.   

Históricamente, el primer método para cultivar clamidias fuera del huésped natural se desarrolló en 

1935, cuando Burnet y Rountree lograron cultivar el agente de la psitacosis en la membrana 

corioalantoidea de embriones de pollo en desarrollo. Aunque el cultivo en embriones de pollo todavía 

se usa hoy en día en los laboratorios, particularmente para el crecimiento masivo de antígenos o 

inóculos necesarios para los estudios de exposición experimental (Burnet y Rountree, 1935). 

Posteriormente se descubrió que podía multiplicarse en células del saco vitelino de embriones de pollo 

en desarrollo (Stamp et al., 1950; Tang et al., 1957). Los sacos vitelinos de embriones de 6 a 8 días 

de edad se inoculan con suspensiones de muestra al 10% y los embriones mueren entre 4 y 14 días 

después de la infección. Aunque el cultivo de huevos sigue siendo una técnica útil para aislar muestras 

de prueba difíciles, es costoso, carece de reproducibilidad y la sensibilidad a la infección puede variar 

entre las especies y subtipos de clamidias. Sin embargo, el cultivo de huevos todavía se usa hoy en 

día en los laboratorios, particularmente para el crecimiento masivo de antígenos o inóculos necesarios 

para los estudios de exposición experimental (OIE, 2000). El establecimiento del cultivo celular implicó 

un método de aislamiento alternativo y más sensible, además estuvo disponible y podría ser empleado 

por laboratorios con instalaciones adecuadas. Chlamydia abortus puede ser cultivada en gran variedad 

de líneas celulares, siendo McCoy, L929, células de riñón de hámster neonato (BHK), células de riñón 

de mono búfalo verde (BGMK) y células HeLa las más susceptibles a la infección (Croy et al., 1975; 

Wills et al., 1984; Barnes, 1989; Thewessen et al., 1989; Johnston and Siegel, 1992) y son utilizados 

porque además de permitir el seguimiento de la evolución de la infección, con identificación del efecto 

citopático, permiten la observación de inclusiones intracitoplasmáticas en células teñidas con 
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anticuerpos monoclonales fluorescentes o bien, la titulación del número de unidades formadoras de 

inclusiones (UFI) (Alonso et al., 2012; Arráiz et al., 2008). 

El frotis se realiza a partir de membranas placentarias y cotiledones que muestren lesiones típicas 

asociadas al AEPR, también de hisopos vaginales tomados al momento del aborto, de fetos y animales 

abortados (Longbottom y Coulter. 2003). Los frotis preparados pueden teñirse para detectar cuerpos 

elementales o reticulares utilizando uno de varios procedimientos de tinción, por ejemplo, tinción 

modificada de Maquiavelo, Giménez, Giemsa o Ziehl-Neelsen modificada (MZN) (Stamp et al. 1950; 

Aitken y Longbottom, 2004; Andersen, 2004) y el método de estreptavidina-biotina (Szeredi y Bacsadi, 

2002).  

Debido a su morfología y propiedades tintoriales C. abortus se parece a la rickettsia Coxiella burnetti 

sin embargo, las diferencias antigénicas entre C. abortus y Coxiella burnetti se pueden detectar 

mediante pruebas serológicas (OIE, 2000; Alonso et al., 2012). 

Para las técnicas histológicas se pueden utilizar una variedad de procedimientos de tinción. Un método 

muy utilizado es la tinción histoquímica con Giemsa (Stamp et al., 1950) y la tinción de azul de metileno 

(Dagnall y Wilsmore, 1990). Sin embargo, ninguna es específica y pueden reaccionar de forma 

cruzada con otras especies bacterianas. Los procedimientos de tinción inmunohistoquímica que 

utilizan anticuerpos monoclonales (mAbs) dirigidos contra antígenos de superficie de clamidia, como 

LPS y OmpA, son más sensibles y producen resultados más confiables en comparación con la tinción 

de histoquímica. Un método de inmunoperoxidasa directa que se ha desarrollado para detectar C. 

abortus en tejidos fijados con formalina ha demostrado ser una prueba muy rápida y sensible 

(Finlayson et al., 1985; Kunz et al., 1991; Zahn et al., 1995).  

Las técnicas inmunológicas directas se basan en la detección del LPS específico de familia. Una de 

las principales ventajas del uso de inmunoensayos sobre el cultivo celular para el diagnóstico de 

infecciones, además del menor tiempo que lleva completar la prueba, es que no dependen de la 

viabilidad, detectando CE tanto viables como no viables, así como antígenos como el LPS en las 

secreciones. Se ha demostrado que las pruebas varían considerablemente en términos de sensibilidad 

y especificidad según el tipo de muestras analizadas, y las sensibilidades más bajas generalmente se 

observan cuando hay una baja prevalencia de infección y, por lo tanto, un bajo número de organismos 

detectables (Wood y Timms, 1992). 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) brinda una detección rápida, sensible y específica entre 

especies individuales. La mayoría de los métodos de PCR convencionales publicados se basan en la 
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detección del operón de ARN ribosomal (ARNr) (Messmer et al., 1997; Everett et al., 1999a) o el gen 

ompA (Kaltenboeck et al., 1997b; Yoshida et al., 1998). Se han desarrollado también ensayos de PCR 

anidada, que en la primera ronda de amplificación se genera un producto específico de 

Chlamydiaceae, que sirve como plantilla en la segunda ronda, donde se utilizan oligonucleótidos 

específicos de especie (Kaltenboeck et al., 1997a, b; Sachse y Hotzel, 2003). Se ha propuesto también 

un sistema de PCR dirigido al gen ompB, que inicialmente genera un producto específico de familia y 

después del análisis con enzimas de restricción, pueden identificar la mayoría de las especies de 

Chlamydia (Hartley et al., 2001). 

Mientras que la PCR convencional solo puede confirmar la presencia o ausencia de un patógeno 

determinado, la PCR en tiempo real también permite cuantificar la cantidad de este agente presente 

en la muestra. La acumulación de producto amplificado se monitorea mediante la medición de la señal 

fluorescente generada por la digestión con exonucleasa de una sonda fluorogénica marcada 

específicamente (Livak et al., 1995; Heid et al., 1996). La mayoría de las pruebas de PCR en tiempo 

real están dirigidas al gen de la subunidad ARNr 23S (Everett et al., 1999b; DeGraves et al., 2003a; 

Ehricht et al., 2006). El número de protocolos de PCR en tiempo real desarrollados para especies de 

clamidias individuales está aumentando constantemente. Utilizando segmentos discriminatorios en el 

gen ompA, se han desarrollado ensayos separados para C. psittaci y C. abortus, que podrían ser útiles 

en el diagnóstico clínico de psitacosis y AEPR (Pantchev et al., 2008). 

 

9.2 TÉCNICAS DE DIAGNÓSTICO INDIRECTAS 

La técnica de fijación del complemento (FC) es el primer ensayo descrito basado en LPS y el más 

utilizado para el diagnóstico veterinario (Stamp et al., 1952). En el AEPR, los títulos séricos detectados 

por FC aumentan en el momento del aborto y permanecen altos durante al menos 6 semanas (Storz, 

1971). Un título de FC superior a 1/32 se considera un indicio de la presencia de Chlamydia, mientras 

que valores inferiores pueden deberse a infecciones entéricas subclínicas por C. abortus o reactividad 

cruzada con C. pecorum u otros LPS bacterianos (Aitken y Longbottom, 2004). Entre las desventajas 

que existen de esta prueba es que no tiene buenos resultados si se utilizan sueros hemolizados (Cross 

y Clafin, 1963). Estudios recientes que utilizaron sueros de ovejas y cabras con ausencia o presencia 

documentada de AEPR informaron especificidades de entre 83% y 98.1% y sensibilidades entre 68,8% 

y 91,4% (Jones et al., 1997; Longbottom et al., 2001, 2002; Vretou et al., 2007). 
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El ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) fue desarrollado a partir de la necesidad de 

una detección específica de anticuerpos y la diferenciación serológica de animales vacunados e 

infectados. Sin embargo, la problemática actual de la enfermedad ha representado diversas 

complicaciones para lograr estos objetivos, por ejemplo, la comprensión del carácter enzoótico de la 

clamidiosis, es decir, la latencia, persistencia o infección crónica dentro del animal, está lejos de 

comprenderse. A lo largo del tiempo se han desarrollado diferentes ELISAs que se basan en el uso 

de diversos antígenos clamidiales. Los más usados son ELISA basado en LPS, a pesar de que tiene 

reactividad cruzada con todas las especies de Chlamydia, es adecuado para identificar animales 

infectados con cualquier especie, y es una prueba más sensible que la FC, especialmente en rebaños 

en donde se han producido abortos (Griffiths et al. 1996). 

También se ha desarrollado un ELISA basado en la proteína completa OmpA o péptidos específicos, 

debido a la diversidad de los dominios variables que posee el gen ompA, en donde se reconocen los 

cuatro dominios variables (VD1-4), que tienen la capacidad de discriminar las cepas C. abortus y C. 

pecorum (Kaltenboeck et al., 1993). Se ha demostrado la serorreactividad de los dominios VD1 y VD2 

al analizar sueros de infecciones experimentales (Livingstone et al., 2005). En cuanto a los ensayos 

basados en la proteína completa, se ha adaptado el ELISA competitivo que se basa en la unión de 

anticuerpos monoclonales (mAbs) específicos contra el VD1 o VD2 de OmpA, que se inhiben por la 

presencia de anticuerpos séricos. La inhibición depende en gran medida de la cantidad y calidad de 

afinidad de los anticuerpos competidores (Vretou et al., 2001).  

La Pmp son otras proteínas utilizadas para el diagnóstico serológico por ELISA y se ha logrado gracias 

al descubrimiento y caracterización de esta familia de proteínas. Se ha demostrado que son altamente 

inmunorreactivas y que comprenden epítopos presentes en las especies de Chlamydia (Souriau et al., 

1994; Longbottomet al., 1996, 1998; Vretou et al., 2003). 

 

 

10. USO DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES   

El ácido desoxirribonucleico (ADN) contiene la información necesaria para la síntesis de proteínas. El 

descubrimiento del código genético abrió la posibilidad de obtener péptidos y/o proteínas a gran escala 

a partir de diversos organismos en los cuales no se producen de manera natural. A las proteínas 
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obtenidas de esta manera se les conoce como proteínas recombinantes (PR). Éstas se pueden 

producir en microorganismos como bacterias, hongos, virus y levaduras, así como en líneas celulares 

cultivables de insectos, plantas y de mamíferos. La tecnología del ADN recombinante permitió el 

descubrimiento de una serie de proteínas fabricadas en organismos microbianos. La primera fue la 

proteína humana somatostatina en 1977, seguida de la insulina humana producida en Escherichia coli 

en 1978 (Jonasson et al., 2002; Palomares et al., 2004). 

La sobreexpresión de las proteínas recombinantes ofrece la ventaja de producir grandes cantidades 

de la proteína de interés con características similares a la proteína natural y de manera relativamente 

sencilla y rápida (Porro et al., 2005). Escherichia coli es uno de los sistemas de sobreexpresión más 

utilizados para la producción de PR. Algunas ventajas que ofrece son su rápida reproducción, utiliza 

medios de cultivo relativamente baratos, buen manejo en fermentaciones de alta densidad y fácil 

escalamiento. Además, ha sido uno de los organismos más utilizados como modelo de estudio, debido 

a esto se ha sido caracterizado ampliamente y se han desarrollado numerosas herramientas que han 

facilitado su clonación y expresión genética (Baneyx y Mujacic, 2004).  

Otra ventaja del uso de las PR es que se puede hacer mutagénesis dirigida para modificar su 

secuencia de aminoácidos, algunos ejemplos de estas técnicas son: la PCR de extensión por 

sobreposicionamiento (OE-PCR por sus siglas en inglés), mutagénesis de casete, el método de Kunkel 

entre otras. Esto permite cambiar la secuencia de aminoácidos y conferir o suprimir características 

específicas que se deseen estudiar, como la estabilidad térmica, la inmunogenicidad, propiedades 

estructurales o alguna otra de interés industrial, médico o farmacológico (Palomares et al., 2004). 

Con los avances en el conocimiento de biología molecular y biotecnología, es relativamente sencillo 

producir PR. Muchas proteínas pueden ser obtenidas con algún método que utilice la tecnología de la 

PR. Sin embargo, antes de iniciar un proceso de producción, se debe establecer un protocolo 

adecuado en base a las características de la PR que se desea expresar y esto definirá, por ejemplo: 

el sistema de sobreexpresión, el vector de sobreexpresión, si se expresará la proteína completa o 

algún dominio, las posibles dificultades que se puedan presentar en el proceso, las estrategias de 

purificación y almacenamiento de la PR (Guevara et al., 2013) 
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1. JUSTIFICACIÓN  

Actualmente la clamidiosis en caprinos es considerada una enfermedad endémica en México y no 

existen en el mercado pruebas diagnósticas de origen nacional a un precio accesible, por lo que se 

hace necesario el desarrollo de técnicas diagnósticas sensibles y específicas que permitan la 

identificación y el control de la clamidiosis en los rebaños nacionales.  

 

2. HIPÓTESIS  

La proteína recombinante OmpA, producida en E. coli BL21, conservará sus propiedades antigénicas 

y será reconocida por sueros de cabras positivos al cultivo celular de Chlamydia. 

 

3. OBJETIVO PRINCIPAL 

Establecer y evaluar un ELISA indirecto para el diagnóstico de la clamidiasis, basado en el uso de la 

proteína recombinante OmpA.  

 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

A. Inducir la sobreexpresión de la proteína recombinante OmpA en E. coli BL21. 

B. Purificar la proteína recombinante OmpA, mediante cromatografía liquida de afinidad. 

C. Identificar la proteína recombinante pura mediante la detección de la etiqueta de Histidinas, 

por Western blot. 

D. Estandarizar una técnica de ELISA indirecto utilizando la proteína OmpA recombinante y 

sueros de caprinos.  
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1. OBTENCIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE OmpA (rOmpA) 

1.1 INDUCCIÓN DE LA EXPRESIÓN DE rOmpA EN E. coli BL21 

Se sembraron 100 μl de colonias de la cepa E. coli BL21- pLATE/ompA en 10 ml de medio LB + 

ampicilina (100 μg/ml). Se incubó a 37°C durante 18 h, en agitación a 200 rpm.  

Posteriormente se realizó un precultivo. Para esto, se tomaron 20 μl del cultivo anterior y se sembraron 
en 10 ml de medio LB + ampicilina (100 μg/ml) y se dejó incubando a 37°C durante 18 h, en agitación 
a 200 rpm. Transcurrido el tiempo de incubación se midió la absorbancia en una dilución 1:10, a una 

longitud de onda de 600 nm. La absorbancia total de la muestra se obtuvo 

 multiplicando la absorbancia obtenida en la lectura por el factor de dilución, en este caso 10. El 

resultado se expresó en Unidades de Absorbancia (UA). 

Una vez obtenida la absorbancia total del precultivo se realizaron los cálculos necesarios utilizando la 

fórmula C1V1=C2V2, para inocular 100 ml de medio LB + ampicilina (100 μg/ml), con una concentración 
de 0.1 UA. El cultivo se incubó a 37°C, en agitación a 200 rpm y se continuó midiendo absorbancias 

hasta que alcanzara valores entre 0.5. Una vez alcanzado este punto el cultivo fue inducido con 1.5 

mM de isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) y se incubó a 37°C durante 18 h, en agitación a 

200 rpm.  

1.2 LISIS DEL CULTIVO E. coli BL21- pLATE/ompA, INDUCIDO  

El cultivo inducido se dividió en cuatro alícuotas de 25 ml y se centrifugaron a 10 000 xg, durante 40 

min. Se descartó el sobrenadante y los paquetes celulares se resuspendieron en 400 ml de Tris-HCl 

50 mM.  

La lisis del cultivo se realizó con homogeneizador de alta presión (AVP Gaulin 15MR-8TBA) a 525 

kg/cm2 durante 15 min. El lisado se recuperó y se formaron alícuotas de 25 ml que se centrifugaron a 

10 000 xg durante 40 min. Se descartaron los sobrenadantes y la fracción insoluble (cuerpos de 

inclusión) se conservó a -20°C hasta su uso.  
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1.3 SOLUBILIZACIÓN DE CUERPOS DE INCLUSIÓN  

En un vaso de precipitados los cuerpos de inclusión se agregaron junto con un buffer de solubilización, 

que contenía un gramo de dodecil sulfato de sodio (SDS), 2.5 ml de β-mercaptoetanol, 250 μl de Tris 
– HCl 1 M pH 8 y 47.5 ml de agua destilada estéril. El vaso se recubrió con parafilm y se dejó en 

agitación a 200 rpm durante 18 h a temperatura ambiente.  

 

1.4 DIÁLISIS DE PROTEÍNAS SOLUBILIZADAS 

Se cortó un trozo de 25 cm de longitud de una membrana de celulosa (Spectrapor membrane tubing, 

114158449) y se hirvió en agua destilada durante 5 min con el objetivo de abrir los poros de la 

membrana. Posteriormente se colocó el broche inferior a la membrana y se vertió dentro de la 

membrana la mezcla del buffer de solubilización con los cuerpos de inclusión. Una vez que se agregó 

toda la mezcla se selló la membrana con el broche superior. Este procedimiento, se debe realizar de 

manera rápida y sin dejar que la membrana se seque.  

En un recipiente, se agregaron 2 litros de solución Tris – HCl 5 mM y la membrana dejando en agitación 

magnética a 250 rpm, durante 3 h a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, se realizó 

un primer cambio de la solución Tris – HCl 5 mM y se dejó en agitación magnética a 250 rpm, durante 

18 h a 4°C. Por último, se realizó nuevamente el cambio de solución Tris – HCl 5 mM y se dejó en 

agitación magnética a 250 rpm durante 3 h a temperatura ambiente.  

 

1.5 DESNATURALIZACIÓN DE PROTEÍNAS 

Para realizar la desnaturalización de proteínas el contenido de la membrana se vertió en una probeta 

para cuantificar el volumen final de la mezcla dializada. 

Conociendo el volumen de la mezcla dializada se agregó Sarcosyl, para que la solución quedara en 

una concentración del 8%. De igual manera, se ajustó la molaridad de la solución Tris – HCl para que 

la mezcla tuviera una concentración final de 50 mM. La mezcla se pasó a un matraz Erlenmeyer, se 

tapó con parafilm y se dejó en agitación a 250 rpm a temperatura ambiente, durante 18 h. La muestra 

se guardó a -20°C hasta su uso.  
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1.6 PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE MEDIANTE CROMATOGRAFÍA DE 

AFINIDAD 

Para la purificación de la proteína recombinante, inicialmente, se realizó el equilibrio y activación de 

una columna de afinidad de Níquel – Sefarosa His Trap™ FF 5 ml (GE, Healthcare, GE17-5255-01).  

La columna se colocó en un soporte universal y con jeringas estériles se pasó en orden estricto por la 

columna: 15 ml de agua destilada estéril, 2.5 ml de 0.2 M EDTA, 10 ml de 0.5 M NaOH, 15 ml de agua 

destilada estéril, 2.5 ml de 0.2 M NiSO4 y 30 ml agua destilada estéril. En este punto la columna se 

puede guardar a 4°C para su uso posterior. El pH de la muestra se ajustó a 8 antes de ser pasada por 

la columna. Nuevamente en la columna se pasaron 15 ml de agua destilada estéril, 30 ml de Buffer de 

equilibrio (Tris-HCl 50mM), muestra (pasar 3 ml de muestra y dejar reposar 10 min, hasta que se hayan 

pasado 25 ml de muestra a purificar), 60 ml de buffer de lavado (Tris-HCl 50mM, 30 mM imidazol) y 

15 ml de buffer de elución (Tris-HCl 50mM, 250 mM imidazol), en este paso se recolectaron las 15 

eluciones de 1 ml cada uno en tubos estériles, y finalmente 30 ml de agua destilada estéril. Las 

eluciones se conservaron a -20°C, hasta su uso.  

  

1.7 IDENTIFICACIÓN DE rOmpA MEDIANTE ELECTROFORESIS SDS-PAGE Y WESTERN 

BLOT ANTI-HISTIDINAS 

Las eluciones de la proteína recombinante fueron resueltas en un gel SDS-PAGE al 12%, utilizando 

15 μl de proteína purificada y 5 μl de buffer de Laemmli 4x. Se cargaron dos geles en paralelo, uno 
para tinción con azul de Coomassie y otro para inmunotransferencia. La electroforesis se corrió a 110 

voltios durante 90 min.  

La inmunotransferencia se realizó en cámara húmeda. Para la detección de la proteína recombinante 

se realizó una transferencia de proteínas del gel SDS – PAGE, hacia una membrana de fluoruro de 

polivinilideno (PVDF), de la siguiente manera; se cortó un trozo de membrana de 8.5 x 5.5 cm y se 

sumergió durante 3 min en metanol absoluto, para que la membrana se hidratara y activara; por otra 

parte en un recipiente amplio que contenía Buffer de Tobwin (0.037% SDS, 25 mM Tris base, 192 mM 

glicina, 20% metanol) se sumergieron los papeles filtro, esponjas y el gel SDS – PAGE durante 5 min. 

Los componentes se colocaron en el siguiente orden: esponja, fibra, papel filtro, gel SDS- PAGE, 
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membrana PVDF, papel filtro, fibra y esponja, con el cuidado de no formar alguna burbuja entre cada 

capa para evitar una transferencia errónea. La transferencia se realizó a 110 voltios durante 85 min.  

Una vez terminada la transferencia la membrana se bloqueó con leche descremada al 0.1% en PBS - 

Tween, se dejó en agitación suave durante una hora a temperatura ambiente, posteriormente se 

descartó la solución de bloqueo y se lavó la membrana con TBS-T 1X, tres veces, durante 5, 10 y 15 

min y dos lavados con PBS 1X durante 5 min cada uno.  

Se colocó el anticuerpo primario Anti – 6xHis Tag (Roche, Mannheim, Alemania) en dilución 1:5000 

en 20 ml de solución de leche descremada 0.1% en PBS - Tween y se dejó en agitación durante 18 h 

a 4°C. Se descartó el anticuerpo primario y se lavó la membrana con TBS-T 1X, tres veces, durante 

5, 10 y 15 min y dos lavados con PBS 1X durante 5 min cada uno. Se agregó el anticuerpo secundario 

Anti - IgG Ratón (BioRad, Hercules, EUA), en dilución 1:5000 en 20 ml de solución de leche 

descremada 0.1% en PBS – Tween, para el reconocimiento del anticuerpo primario que fue generado en 

ratón. Se dejó en agitación durante 2 h a temperatura ambiente, se descartó el anticuerpo secundario 

y se volvió a lavar la membrana con el protocolo antes descrito, solamente que en esta ocasión se 

repitió el mismo protocolo tres veces.  

Para revelar la membrana se disolvieron 0.0125 gr de diaminobencidina al 97% en 20 ml de PBS 1X 

y se agregaron 50 μl de peróxido de hidrógeno al 30%. La mezcla se colocó en un recipiente y se 

sumergió la membrana. Se mantuvo en agitación suave hasta que se comenzó a observar la presencia 

de bandas color marrón. Una vez que las bandas estuvieron bien definidas, la membrana se enjuagó 

con agua destilada y se dejó secar.  

 

1.8 CUANTIFICACIÓN DE rOmpA PURIFICADA 

Para conocer la concentración de la proteína pura se realizó una curva patrón de albúmina de suero 

bovino (BSA) a partir concentraciones estándares de 100, 50, 20, 10 y 5 μg/ml. 

El ensayo se realizó utilizando el reactivo de Bradford en concentración 1:1 con la muestra y se midió 

a una longitud de onda de 595 nm.  
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2. RECONOCIMIENTO INMUNOLÓGICO DE LA PROTEÍNA  

Mediante Western blot se evaluaron 5 sueros positivos y 4 sueros negativos al diagnóstico por cultivo 

celular, para la identificación de C. abortus. Para esto se realizó una electroforesis en gel SDS-PAGE 

y una transferencia en membrana PVDF con la metodología antes descrita en la sección 1.7, 

solamente que en esta ocasión se utilizó como anticuerpo primario los 5 sueros positivos y 4 sueros 

negativos en concentración de 1:500 y como anticuerpo secundario se utilizó Anti - IgG de Cabra+HRP 

(Invitrogen, EEUU) en una concentración de 1:5000. 

 

3. ESTANDARIZACIÓN DE LA TÉCNICA DE INMUNOENSAYO ENZIMÁTICO 

(ELISA) INDIRECTO 

La proteína recombinante pura OmpA se fijó en placas de 96 pozos Maxisorp® (Thermo Scientific 

NUNC. EEUU) en dos concentraciones diferentes, utilizando 50 ng para la mitad de la placa y 100 ng 

para la segunda mitad de la placa, y utilizando como amortiguador el buffer de carbonato – bicarbonato 

(SIGMA, EEUU) quedando en un volumen final de 100 μl por cada pozo. La placa se tapó y se incubó 
a 4°C durante 18 h y se realizaron tres lavados a la placa, utilizando 200 μl de PBS-Tween 1X por 

cada pozo. Posteriormente la placa se bloqueó con leche descremada en polvo al 5% utilizando 100 

μl por pozo. La placa se incubó a 37°C durante 2 h en agitación lenta.  

Se prepararon los anticuerpos primarios. Para esto se utilizó el suero positivo en donde 

cualitativamente se observó una banda de mayor intensidad, lo que representaría una mayor 

concentración de anticuerpos dirigidos contra la proteína OmpA recombinante. Igualmente el suero 

negativo se seleccionó con respecto al que presentara menor o nula señal en la intensidad de la banda, 

representando la falta de anticuerpos dirigidos contra la proteína OmpA recombinante.  

Ambos anticuerpos se prepararon en cuatro concentraciones diferentes: 1:100, 1:150, 1:250 y 1:350, 

en un volumen final de 100 μl y se agregaron a sus pozos correspondientes. Cada dilución de suero 

se realizó en cinco repeticiones. Una vez que se agregó el suero de campo positivo y negativo, la 

placa se incubó a 4°C durante 18 h y después fue lavada utilizando 200 μl de PBS-Tween 1X por cada 

pozo hasta que se observara limpia y sin residuos de leche descremada. Se agregó el anticuerpo Anti 
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- IgG de Cabra+HRP (Invitrogen, EEUU) en una concentración de 1:5000 y se dejó incubando a 37°C 

durante 2 h en agitación lenta. La placa se volvió a lavar cuatro veces con 200 μl de PBS-Tween 1X 

por cada pozo.  

Para el revelado de la placa se prepararon 10 ml de solución de revelado en proporción 1:1, para lo 

que se utilizaron 5 ml de solución KPL TMB Peroxidase Substrate (A) y 5 ml de KPL Peroxidase 

Substrate Solution (B). Se agregaron 100 μl de solución de revelado a cada pozo, se incubó a 
temperatura ambiente durante 5 min que fue el momento en el que se empezó a apreciar una 

coloración en tono azul, en este momento se agregaron 100 μl de solución de frenado (H2SO4 2N). Se 

realizó la lectura de la placa con espectrofotómetro a 450 nm de longitud de onda. 
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RESULTADOS 
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1. SOBREEXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE OMPA 

1.1 DETECCIÓN DE rOmpA MEDIANTE ELECTROFORESIS DE SDS-PAGE  

Para comprobar la sobreexpresión y conocer la localización de la proteína OmpA en E. coli BL21 se 

realizó el crecimiento de la cepa E.coli BL21- pLATE/ompACa que es la que contiene el plásmido con 

el gen de interés. La inducción de la proteína se realizó durante la fase exponencial de crecimiento 

con 1.5 mM de IPTG. Posteriormente se realizó la lisis del cultivo inducido mediante alta presión y se 

obtuvieron la fracción soluble (sobrenadante) y la fracción insoluble (cuerpos de inclusión), se cargaron 

en un gel SDS – PAGE al 12% y se corrió la electroforesis. El gel se tiñó con Azul de Coomassie para 

la visualización de las proteínas. 

En la figura 9 se observa la proteína en los carriles 5 y 6 que son los que corresponden a la fracción 

de los cuerpos de inclusión en diluciones 1:4 y 1:8 respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 9. Determinación de la localización de la proteína recombinante OmpA. Electroforesis en SDS – PAGE al 12%. 

M. Marcador de peso molecular. Carril 1. C+ Proteína HN de Rubulavirus porcino. Carril 2. E.coli BL21- pLATE/ompA 

inducida. Carril 3. E.coli BL21- pLATE/ompA lisado completo Carril 4. Sobrenadante del lisado de E.coli BL21- 

pLATE31 inducida. Carril 5. Cuerpos de inclusión del lisado E.coli BL21- pLATE31 inducida, dilución 1:4. Carril 6. 

Cuerpos de inclusión del lisado E.coli BL21- pLATE31 inducida, dilución 1:8. 
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Una vez observada la proteína recombinante se comparó contra la cepa E.coli BL21 pLATE 31 que 

corresponde al control negativo. En la figura 10 se muestra la presencia de la proteína rOmpA 

únicamente en los cuerpos de inclusión de la cepa inducida E.coli BL21- pLATE/ompACa en el carril 

1 mientras que la cepa inducida cepa E.coli BL21 pLATE 31 no presenta producción de la proteína 

OmpA (Carril 3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 10. Inducción de E. coli BL21-pLATE/ompACa. Electroforesis en SDS – PAGE al 12%. M. Marcador de peso 

molecular. Carril 1. E. coli BL21- pLATE/ompA inducida. Carril 2. E. coli BL21- pLATE/ompA no inducida. Carril 3. E. 

coli BL21- pLATE31 inducida. Carril 4. E. coli BL21- pLATE31 no inducida. La flecha roja señala la banda de mayor 

intensidad que corresponde a la proteína rOmpA. 
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1.2 DETECCIÓN DE rOmpA MEDIANTE WESTERN BLOT  

Posteriormente se realizó una transferencia en membrana PVDF de los geles anteriores, para 

corroborar la presencia de la proteína OmpA recombinante mediante el anticuerpo monoclonal Anti-

6His-Tag. La membrana se reveló con diaminobencidina mostrando una banda aproximada de 38 kDa 

que corresponde al peso molecular de la proteína recombinante, con la ausencia del péptido señal, el 

cual fue omitido en la construcción del plásmido pLATE/ompACa. Por lo anterior, se verifica que al 

inducir la cepa E. coli BL21- pLATE/ompACa con IPTG, hubo una sobreexpresión de la proteína 

recombinante y quedó localizada en cuerpos de inclusión (Figura 11 y 12).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 11. Western blot para la identificación de etiqueta de Histidinas de la proteína recombinante OmpA en cuerpos 

de inclusión. M. Marcador de peso molecular. Carril 1. Control (+) Proteína HN de Rubulavirus porcino purificada de 

66 kDa. Carril 2. BL21- pLATE/ompA inducida. Carril 3. BL21- pLATE/ompA inducida con tratamiento de lisis celular. 

Carril 4. Sobrenadante de BL21- pLATE/ompA inducida. Carril 5. Cuerpos de Inclusión de BL21- pLATE/ompA 

inducida en dilución 1:4. Carril 6. Cuerpos de Inclusión de BL21- pLATE/ompA inducida en dilución 1:8. 
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Figura 12. Western blot para la identificación de etiqueta de histidinas de la proteína recombinante OmpA producida 

durante la inducción de E. coli BL21-pLATE/ompACa. M. Marcador de peso molecular. Carril 1. BL21- pLATE/ompA 

inducida. Carril 3. BL21- pLATE/ompA no inducida. Carril 3 BL21- pLATE31 inducida. Carril 4. BL21- pLATE31 no 

inducida. La flecha roja señala la identificación de rOmpA mediante anticuerpo anti-6 His-Tag. 
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2. PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE OMPA 

2.1 IDENTIFICACIÓN DE rOmpA PURIFICADA MEDIANTE ELECTROFORESIS SDS – PAGE   

Una vez que a un cultivo inducido de 100 ml se le dio el tratamiento de lisis, solubilización y 

desnaturalización, se purificó mediante cromatografía por afinidad con una columna de Níquel – 

Sefarosa His Trap™ FF 5 ml (GE, Healthcare, GE17-5255-01) y las eluciones se resolvieron en un gel 

SDS – PAGE al 12% teñido con azul de Coomassie (Figura 13 A y B), y se cuantificaron mediante la 

técnica de Bradford obteniendo una concentración de 9 µg/mL cuantificada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. rOmpA purificada por cromatografía de afinidad. Electroforesis en SDS – PAGE al 12%.                       

M. Marcador de peso molecular. Carril 1. Muestra en solubilizada y desnaturalizada. Carril 2. Elución del lavado. 

Carril 3. Elución de la proteína no pegada. Carril 4 – 9, 10 - 18. Eluciones de la proteína purificada. 
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2.2 IDENTIFICACIÓN DE rOmpA PURIFICADA MEDIANTE WESTERN BLOT  

De igual manera se confirmó la presencia de la proteína purificada mediante la identificación con el 

anticuerpo anti 6 His-Tag. En la figura 14 se observa la identificación de la proteína recombinante 

purificada. 

 

 

3. RECONOCIMIENTO INMUNOLÓGICO DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE 

OMPA 

En un ensayo de Western blot la cepa E. coli BL21- pLATE/ompA inducida, fue enfrentada a un pool 

de 5 sueros positivos al aislamiento mediante cultivo celular. En la figura 15 se observa la detección 

Figura 14. Western blot para el reconocimiento de la proteína recombinante purificada. M. Marcador de peso 

molecular. Carril 1. Muestra solubilizada y desnaturalizada. Carril 2. Elución del lavado. Carril 3. Elución de la proteína 

no pegada Carril 6 – 10. Eluciones de la proteína purificada. 



 

62 
 

de la proteína rOmpA por los anticuerpos presentes en sueros de campo y el reconocimiento de otras 

proteínas propias de E. coli BL21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente se evaluó de manera individual la reacción a la proteína recombinante purificada de 

cinco sueros positivos y cuatro sueros negativos a cultivo celular, y se pudo observar una mayor 

reacción en los sueros de animales positivos a cultivo celular (Figuras 16 y 17). Se eligió el suero F93 

como positivo y el 3393 como negativo para desarrollar el ELISA indirecto. 

Figura 15. Western blot de la cepa BL21- pLATE/ompA inducida, enfrentada a pool de sueros positivos a cultivo 

celular y revelado por diaminobencidina. 
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4. ESTANDARIZACIÓN DEL ELISA INDIRECTO 

Se probaron dos diferentes concentraciones del antígeno, 50 y 100 ng y cuatro diluciones diferentes 

de los sueros de campo 1:100, 1:150, 1:250, 1:350 y los resultados de las lecturas obtenidas se 

muestran en el cuadro 2.  

De acuerdo con las densidades ópticas obtenidas en los blancos, muestran lecturas muy bajas lo que 

sugiere que no existe ruido de fondo, que pueda afectar las lecturas de los sueros de campo. 

Figura 16. Western blot de rOmpA enfrentado a 

sueros de cabras positivas a C. abortus por 

aislamiento en cultivo celular. 

Figura 17. Western blot de rOmpA enfrentado a 

sueros de cabras negativas a C. abortus por 

cultivo celular. Se observan bandas en A, C y D 
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 Cuadro 2. Densidades ópticas obtenidas en la estandarización de la técnica de ELISA indirecto. En las columnas 1 y 7 se muestran las D.O. de los blancos de la 

prueba. Fila A y E. Dilución 1:100. Fila B y F. Dilución 1:150. Fila C y G. Dilución 1:250. Fila D y H. Dilución 1:350. Para cada suero se realizaron cinco 

repeticiones. 

   

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 A 0.036 0.321 0.418 0.399 0.464 0.437 0.089 0.455 0.492 0.457 0.589 0.545 

B 0.040 0.286 0.349 0.328 0.346 0.315 0.061 0.396 0.365 0.395 0.443 0.392 

C 0.048 0.194 0.209 0.217 0.221 0.183 0.058 0.266 0.228 0.238 0.278 0.292 

D 0.038 0.198 0.221 0.215 0.272 0.256 0.064 0.235 0.230 0.230 0.244 0.230 

 E 0.046 0.531 0.561 0.517 0.513 0.507 0.056 0.789 0.804 0.819 0.846 0.834 

F 0.044 0.387 0.410 0.396 0.388 0.386 0.059 0.543 0.570 0.578 0.671 0.651 

G 0.045 0.307 0.333 0.300 0.306 0.344 0.059 0.479 0.494 0.459 0.481 0.444 

H 0.049 0.177 0.185 0.199 0.338 0.188 0.062 0.288 0.309 0.270 0.301 0.333 

Su
er

o 
ne

ga
tiv

o 
 

50 nanogramos 100 nanogramos 

Su
er

o 
po

si
tiv

o 
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Con las densidades ópticas que se obtuvieron, se realizaron cuadros para resumir los promedios y las 

desviaciones estándar de cada dilución de suero, en las dos diferentes concentraciones de proteína 

utilizada. El análisis estadístico se realizó utilizando el programa IBM SPSS Statistics para Windows, 

versión 21.0 (IBM Corp., Armonk, NY) (Cuadro 3). 

 

 

 

 

 

 

          (Sneg: suero negativo; Prom: Promedio; DS: desviación estándar). 

 

 

  

 

  

 

 

 

 

                         (Spos: suero positivo; Prom: Promedio; DS: desviación estándar). 

50 ng de antígeno en placa  
OD 1:100 OD 1:150 OD 1:250 OD 1:350 

Sneg1 0.321 0.286 0.194 0.198 
Sneg2 0.418 0.349 0.209 0.221 
Sneg3 0.399 0.328 0.217 0.215 
Sneg4 0.464 0.346 0.221 0.272 
Sneg5 0.437 0.315 0.183 0.256 
Prom 0.408 0.325 0.205 0.232 

DS 0.054 0.026 0.016 0.031 

50 ng de antígeno en placa  
OD 1:100 OD 1:150 OD 1:250 OD 1:350 

Spos1 0.531 0.387 0.307 0.177 
Spos2 0.561 0.410 0.333 0.185 
Spos3 0.517 0.396 0.300 0.199 
Spos4 0.513 0.388 0.306 0.338 
Spos5 0.507 0.386 0.344 0.188 
Prom 0.526 0.393 0.318 0.217 

DS 0.022 0.010 0.019 0.068 

Cuadro 4. Promedios y desviaciones estándar para el suero positivo en sus diferentes diluciones, utilizando 50 ng 
de proteína purificada.  

Cuadro 3. Promedios y desviaciones estándar para el suero negativo en sus diferentes diluciones, utilizando 50 ng 
de proteína purificada.  
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100 ng de antígeno en placa  
OD 1:100 OD 1:150 OD 1:250 OD 1:350 

Sneg1 0.455 0.396 0.266 0.235 
Sneg2 0.492 0.365 0.228 0.230 
Sneg3 0.457 0.395 0.238 0.230 
Sneg4 0.589 0.443 0.278 0.244 
Sneg5 0.545 0.392 0.292 0.230 
Prom 0.508 0.398 0.260 0.234 

DS 0.058 0.028 0.027 0.006 
                         (Sneg: suero negativo; Prom: Promedio; DS: desviación estándar). 

  

100 ng de antígeno en placa  
OD 1:100 OD 1:150 OD 1:250 OD 1:350 

Spos1 0.789 0.543 0.479 0.288 
Spos2 0.804 0.570 0.494 0.309 
Spos3 0.819 0.578 0.459 0.270 
Spos4 0.846 0.671 0.481 0.301 
Spos5 0.834 0.651 0.444 0.333 
Prom 0.818 0.603 0.471 0.300 

DS 0.023 0.055 0.020 0.024 
                          (Spos: suero positivo; Prom: Promedio; DS: desviación estándar). 

 

A partir de los datos anteriores, se realizaron cuadros para calcular la diferencia entre los promedios 

del suero positivo y el negativo en cada una de las diluciones utilizadas, para poder observar en cual 

dilución existe una mayor diferencia y obtener un margen que permita diferenciar entre un suero que 

sea positivo y uno negativo. También se realizó una prueba T de Student para saber si esta diferencia 

que existía entre cada dilución era significativa (P<0.05). El análisis estadístico se realizó utilizando el 

programa IBM SPSS Statistics para Windows, versión 21.0 (IBM Corp., Armonk, NY) (Cuadro 7 y 8).  

 

Cuadro 5. Promedios y desviaciones estándar para el suero negativo en sus diferentes diluciones, utilizando 100 ng 
de proteína purificada.  

Cuadro 6. Promedios y desviaciones estándar para el suero positivo en sus diferentes diluciones, utilizando 100 ng 
de proteína purificada.  
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                   (Prom Spos: Promedio de suero positivo; Prom Sneg: promedio de suero negativo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    (Prom Spos: Promedio de suero positivo; Prom Sneg: promedio de suero negativo). 

 

La prueba fue significativa para todas las diluciones utilizadas en las dos diferentes concentraciones 

de proteína, a excepción de la dilución 1:350 con 50 ng de antígeno. También se puede observar que 

las diferencias entre los promedios de los sueros positivos y negativos son mayores para la placa que 

se fijó con 100 ng de proteína recombinante. A comparación de la placa en la que se usaron 50 ng de 

proteína recombinante en donde se observan diferencias menores. Por lo que se eligió la 

concentración de 100 ng de proteína recombinante con la dilución de suero de 1:100, como 

concentraciones óptimas de la prueba. 

50 ng de antígeno en placa 
 

Prom Spos Prom Sneg Diferencia Prueba T 

OD 1:100 0.526 0.408 0.118 0.002 

OD 1:150 0.393 0.325 0.069 0.001 

OD 1:250 0.318 0.205 0.113 0.000 

OD 1:350 0.217 0.232 -0.015 0.664 

100 ng de antígeno en placa 
 

Prom Spos Prom Sneg Diferencia Prueba T 

OD 1:100 0.818 0.508 0.311 0.000 

OD 1:150 0.603 0.398 0.204 0.000 

OD 1:250 0.471 0.260 0.211 0.000 

OD 1:350 0.300 0.234 0.066 0.000 

Cuadro 7. Diferencias entre promedios de suero positivo y negativo, en placa con 50 ng 
de antígeno. 

Cuadro 8. Diferencias entre promedios de suero positivo y negativo, en placa con 100 ng 
de antígeno.  
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El presente trabajo utilizó la proteína recombinante OmpA producida en el sistema de expresión E. 

coli BL21. Esta cepa se desarrolló en un trabajo previo realizado por Santiago (2019), en donde la 

proteína de interés se clonó en el vector de expresión pLATE31 que le confiere una etiqueta de seis 

histidinas para facilitar su identificación y su purificación.  

La necesidad de desarrollar tecnologías en el campo del diagnóstico serológico se da a partir de la 

poca disponibilidad y los altos costos de las pruebas serológicas comerciales. En función de estas 

problemáticas se decidió comenzar con el desarrollo de pruebas nacionales que tengan mayor 

disponibilidad y accesibilidad. Con anterioridad se realizó un ELISA indirecto, utilizando como 

antígeno, cuerpos elementales, obteniendo una especificidad de 66.6% y sensibilidad de 75% 

(Martínez, 2013). Este trabajo ha sido desde entonces un antecedente para enfocar esfuerzos hacia 

la elaboración de pruebas que puedan mejorar estos parámetros, por lo que el uso de proteínas 

recombinantes era necesario utilizarlas como la base para el desarrollo de un ELISA indirecto de 

origen nacional.  

Las proteínas se consideran como los inmunógenos más potentes por lo que pueden desencadenar 

una buena respuesta inmune y por lo tanto ser reconocidas por los anticuerpos. Sin embargo, deben 

cumplir con ciertas características como pesar más de 10 kDa y tener una estructura compleja (Pavón 

et al., 2016), que permitirán la elección de antígenos para el diagnóstico serológico, por lo que es 

necesario tener conocimiento previo de las propiedades que posean las proteínas de interés. La gran 

mayoría de las investigaciones se han centrado en la superficie de Chlamydia ya que es el sitio crucial 

de interacción entre el microorganismo y el hospedero.  Por lo tanto, se han realizado esfuerzos para 

analizar el papel de las proteínas expuestas en la superficie para el proceso de infección (Jones et al., 

2000). Una de las proteínas más estudiadas es la proteína principal de la membrana externa (OmpA) 

de entre 37 a 40 kDa, que comprende aproximadamente el 60 % del complejo total de proteínas de la 

membrana externa del cuerpo elemental infeccioso (CE) de la bacteria. OmpA de clamidia contiene 

cuatro dominios expuestos en la superficie de secuencias altamente variables (VS1 a VS4) que se 

encuentran dispersos entre cinco segmentos altamente conservados (CS1 a CS5) (Stephens et al., 

1987). Se expresa en todas las etapas del ciclo de desarrollo de Chlamydia y, por lo tanto, se considera 

que tiene actividad en varios procesos biológicos importantes. Es altamente inmunoaccesible e 

inmunogénica y alberga epítopos específicos de género, especie y serotipo que provocan respuestas 

de células T y anticuerpos neutralizantes (Su y Caldwell, 1991). Funcionalmente, OmpA es una 

adhesina que actúa en la unión a la superficie de la célula del hospedero (Su et al., 1988) y se comporta 
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como otras porinas bacterianas, formando canales hidrofílicos de iones y nutrientes en la membrana 

externa de la bacteria (Wyllie et al., 1998, 1999). En C. abortus, se ha demostrado una forma 

oligomérica de 110 kDa, probablemente por la formación de trímeros que confiere inmunidad 

protectora (De Sa et al., 1995; McCafferty et al., 1995; Wyllie et al., 1998). Por esta razón OmpA ha 

sido seleccionada como un “antígeno diana” para pruebas serológicas (Salti-Montesanto et al., 1997; 

Vretou et al., 2007; McCauley et al., 2007; Forsbach-Birk et al., 2010), pruebas moleculares 

(Kaltenboeck et al., 1997; Yoshida et al., 1998; Pantchev et al., 2010) y desarrollo de vacunas (Dong-

Ji et al., 2000; Pal et al., 2001). Sin embargo, los estudios sobre la naturaleza y la función biológica de 

OmpA se han visto gravemente limitados por problemas como las dificultades de cultivar a la bacteria 

en grandes cantidades, y otra de mayor importancia, que OmpA nativa es particularmente difícil de 

purificar y reconstituir (Stephens et al., 1985).  

Por esta razón, el desarrollo de proteínas recombinantes ha significado un apoyo al mejoramiento de 

las limitantes antes mencionadas. La expresión de OmpA recombinante en Escherichia coli ha sido 

descrita por varios grupos (Pickett et al., 1988; Kaul et al., 1990; Koehler et al., 1992; Dascher et al., 

1993; Manning y Stewart, 1993; Su et al., 1996; Wyllie et al., 1999; Jones et al., 2000). Sin embargo, 

la mayoría de los estudios se refieren a especies de Chlamydia de importancia humana y existen 

pocos protocolos publicados para la expresión constante de OmpA de longitud completa son escasos 

y no son referentes para clamidias significativas en medicina veterinaria.   

Hoelzle et al en el 2003 desarrolló las clones y expresión de genes que codifican OmpA de las tres 

especies de Chlamydia de importancia en veterinaria, C. abortus, C. pecorum y C. suis, mediante el 

uso del plásmido inducible por arabinosa pBADMycHis. Las clonaciones se realizaron de dos maneras, 

con el péptido señal íntegro y sin el péptido señal. En el presente trabajo para la producción de la 

proteína recombinante se utilizó la cepa cuya construcción carece de péptido señal, obteniendo los 

mismos resultados que Hoelzle et al (2003), es decir, que la proteína rOmpA se expresó dando la 

formación de cuerpos de inclusión insolubles en el citoplasma de la cepa transformante E. coli BL21. 

Los cuerpos de inclusión (CI) se forman durante la expresión de alto nivel de proteínas heterólogas en 

E. coli (Fahnert et al., 2004; Villaverde y Carrio. 2003). La formación de agregados de cuerpos de 

inclusión impone un desafío importante en la purificación de la proteína recombinante a partir de E. 

coli, por lo que la información sobre las propiedades físicas y estructurales de los CI durante las 

condiciones de expresión es necesaria para desarrollar procedimientos de solubilización que puedan 

dar como resultado una mejor recuperación de la proteína bioactiva (Palmer y Wingfield. 2012). Se 
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debe considerar también que la naturaleza de la proteína OmpA la vuelva particularmente difícil de 

purificar y reconstituir debido a la presencia de enlaces disulfuro, por lo que, en este trabajo se utilizó 

β-mercaptoetanol como agente reductor que actúa sobre dichos enlaces, logrando obtener una buena 

purificación de la proteína recombinante (Figura 13 A y B) a pesar de que se localizó en mayor 

proporción en cuerpos de inclusión (Figura 9). 

Se ha detectado que la expresión basal de OmpA producida en E. coli puede ejercer efectos tóxicos 

en el hospedero procarionte, deteniendo la expresión de proteínas (Pickett et al., 1988) y en la figura 

10 se puede observar que es necesaria la inducción con IPTG para el inicio de la expresión del vector 

y su traducción a estructura proteica, y no se observa ninguna producción de proteína recombinante 

en la cepa que no ha sido inducida. Por lo tanto, los transformantes de E. coli BL21 podrían entrar en 

la fase de crecimiento logarítmico sin verse afectados por niveles de rOmpA con un posible efecto 

citotóxico, y la inducción posterior de cultivos con IPTG dio como resultado la expresión de rOmpA de 

C. abortus. 

Después de la solubilización de los cuerpos de inclusión, se realizó una diálisis en membrana de 

celulosa para permitir el replegamiento de la proteína recombinante. En este proceso se eliminó el 

exceso de agentes desnaturalizantes y reductores, permitiendo que la proteína vuelva a su estructura 

normal (Clark, 1998). Posteriormente la proteína rOmpA se purificó utilizando una columna de Niquel-

Sefarosa. A partir de un cultivo en lotes el rendimiento obtenido aproximado fue de 9 μg/ml. Mientras 
que Hoelzle et al., 2003 obtuvieron un rendimiento de 10 μg/ml para la proteína OmpA de C. abortus 

y C. pecorum que carecían de péptido señal y rendimiento de 1 μg/ml para OmpA de C. suis, que 

poseía péptido señal. Este rendimiento parecido en ambos trabajos podría deberse a que, al no poseer 

péptido señal, se evita algún procesamiento posterior a la traducción y la translocación de rOmpA y 

naturalmente la proteína se mantendrá acumulada en el citoplasma danto pie a la formación de los 

cuerpos de inclusión, siendo de mayor beneficio para la evaluación de las características 

inmunogénicas o antigénicas de la proteína recombinante.  

En este panorama, otra de las ventajas que presenta la formación de cuerpos de inclusión es la poca 

acción que tienen las proteasas sobre estas estructuras, manteniendo a la PR protegida de la 

degradación. Cabe mencionar que la cepa E. coli BL21 no contiene la proteasa lon y es deficiente en 

la proteasa de la membrana externa OmpT, la falta de estas dos proteasas reduce la degradación de 

proteínas recombinantes expresadas en esta cepa bacteriana (Yin et al., 2007). 
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Una vez que se obtuvo la proteína recombinante purificada, se identificó por Western blot a través de 

la etiqueta de seis histidinas que posee, mediante el anticuerpo anti 6x-His Tag y también se evaluó 

con sueros de campo de animales detectados como positivos y negativos al cultivo celular.  

Para evaluar los sueros de campo, se utilizaron cinco sueros de animales que resultaron positivos al 

aislamiento por cultivo celular en donde se puede observar una banda intensa que se ubica a los 38 

kDa aproximadamente (Figura 16), sugiriendo un nivel alto de anticuerpos contra la proteína OmpA. 

Para evaluar a los animales que tuvieron resultados negativos al aislamiento por cultivo celular, se 

utilizaron cuatro sueros, de los cuales en tres de ellos se observa la presencia de la banda de 

reconocimiento a la proteína rOmpA, y únicamente en un suero no se observa ninguna presencia de 

reacción hacia la proteína recombinante (Figura 17). Una vez analizados los sueros se eligieron 

únicamente dos de ellos, para utilizarlos en el diseño del ELISA indirecto. Para el suero negativo se 

eligió el único que no presentó reacción en el Western blot, identificado como 3393, mientras que para 

el suero positivo se eligió el suero F93, ya que fue el que su reacción identificó una banda mejor 

definida y sin presencia de otras bandas de menor peso molecular, lo cual limitó la posibilidad de 

establecer un punto de corte para la prueba. 

Una clave para comprender el desempeño variable de los anticuerpos es determinar los sitios de 

unión, o epítopos, que reconocen. Los epítopos generalmente se dividen en dos categorías, epítopos 

lineales donde un tramo de aminoácidos continuos es suficiente para la unión y epítopos 

conformacionales donde los residuos de aminoácidos clave se unen mediante el plegamiento de 

proteínas (Sela et al., 1967). Por lo tanto, los anticuerpos dirigidos a epítopos lineales serán visibles 

en técnicas en donde las proteínas tengan un proceso de desnaturalización total o parcial durante la 

preparación de la muestra antes del inmunoensayo, como sucede en el Western blot, 

inmunohistoquímica (IHC) o microscopía confocal basada en inmunofluorescencia; mientras que los 

anticuerpos contra epítopos conformacionales se refieren a aquellos en donde de involucran proteínas 

en su estado nativo, por ejemplo, en la citometría de flujo o técnicas de ELISA (Forsström et al., 2015). 

En nuestro estudio se observó una reacción de los sueros de campo hacia la proteína recombinante 

tanto para la técnica por Western blot y por técnica de ELISA, lo que sugiere que los animales 

infectados naturalmente tienen la capacidad de desarrollar anticuerpos contra epítopos lineales y 

conformacionales. Lo que nos indica como conclusión inicial que la proteína recombinante que se 
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produjo en E. coli BL21 conserva su capacidad antigénica, y se confirma con la reacción visible, al 

enfrentarse a los sueros de campo.  

Para desarrollar el ELISA indirecto, la proteína recombinante se pegó a una placa de Maxisorp® 

(Thermo Scientific NUNC. EEUU) en dos diferentes concentraciones por pozo, de 50 y 100 ng. Dentro 

del desarrollo de pruebas de ELISA para la detección de infecciones provocadas por el género 

Chlamydia, se han empleado diferentes concentraciones de antígeno en las placas, por ejemplo, se 

diseñó un ELISA para la detección de C. suis en cerdos, utilizando, como antígeno un péptido 

específico de esta especie de 8 aminoácidos de la proteína PmpC y para cada pozo se agregaron 100 

μg del péptido purificado. Aunque existe una gran diferencia entre las concentraciones, se debe tomar 

en cuenta los tamaños de los antígenos empleados, ya que en el presente trabajo se realizó la 

clonación de la proteína OmpA completa, únicamente eliminando el péptido señal, teniendo una 

proteína de aproximadamente 380 aminoácidos. Otro estudio en el que se realizó la clonación de 

OmpA de C. trachomatis en donde incluyeron a los cuatro segmentos variables, debido a que en esta 

especie se ha observado que las regiones VS1, VS2 y VS4 estimulan la respuesta humoral y la región 

VS3 estimula la respuesta celular, utilizando una concentración de 1 μg en sus ensayos (de Haro et 

al., 2019).  

Para estandarizar la dilución óptima de suero se utilizaron cuatro diferentes diluciones, siendo estas, 

1:100, 1:150, 1:250, 1:350 y una vez que la placa se leyó a una longitud de onda de 450 nm, se 

observó que las absorbancias del suero negativo eran altas y no tenían una gran diferencia en 

comparación con las absorbancias que se obtuvieron del suero positivo. Para poder entender acerca 

de estos resultados obtenidos se debe conocer el comportamiento inmunológico que mantiene en un 

animal infectado una vez que ha abortado. Durante la infección a sus hospedadores, Chlamydia se 

enfrenta al estrés impuesto por la respuesta inmunitaria o por la administración de agentes 

antimicrobianos y derivado de hallazgos experimentales acerca de los mecanismos de inducción de 

un estado de persistencia in vitro, tales como el efecto de citocinas, hormonas entre otros, es razonable 

especular que la bacteria puede entrar en un estado de persistencia in vivo. Esta evidencia del estado 

de persistencia in vivo, proviene de la observación directa de cuerpos aberrantes en los tejidos 

infectados. Por ejemplo, por medio de inmunomicroscopía electrónica con oro, se han observado 

cuerpos aberrantes de C. pneumoniae en tejido aterosclerótico de pacientes humanos (Borel et al., 

2008). De manera similar, se detectaron CA de C. suis mediante inmunohistoquímica e 

inmunomicroscopía electrónica con oro en el intestino de cerdos infectados naturalmente (Pospischil 
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et al., 2009). Además, los CA de C. muridarum estaban presentes en células endocervicales utilizando 

un modelo de infección del tracto genital femenino en ratones (Rank et al., 2011; Phillips Campbell et 

al., 2012). También se identificó la presencia de CA en células endocervicales obtenidas de una mujer 

con cervicitis por C. trachomatis (Lewis et al., 2014). Si bien la observación de CA en tejidos infectados 

no indica necesariamente una infección persistente, la capacidad ampliamente demostrada de 

Chlamydia para causar infecciones persistentes, asintomáticas, crónicas y reactivaciones aparentes 

es muy sugestiva. Con respecto a la reactivación en una infección natural, la evidencia que existe es 

indirecta. Un estudio basado en modelos de infección en ratones se observó que C. pneumoniae 

puede reactivarse en los pulmones semanas después de la inoculación inicial con el tratamiento con 

cortisona, pero no en animales inmunocompetentes, lo que sugiere fuertemente que las respuestas 

inmunitarias contra Chlamydia provocan que estas bacterias entren en un estado persistente en los 

tejidos infectados (Malinverni et al., 1995; Laitinen et al., 1996). Además, la detección molecular de 

antígenos de Chlamydia, en muestras clínicas y con la ausencia de un cultivo celular positivo, puede 

sugerir un estado persistente que ocurre in vivo (Hogan et al., 2004). Sin embargo, cabe señalar que 

la detección de moléculas relativamente estables, como el ADN o los antígenos proteicos, no indica 

necesariamente la presencia de organismos viables y, por lo tanto, no es una prueba concluyente de 

un fenotipo persistente in vivo (Suchland et al., 2017).  

En infecciones por C. abortus la persistencia puede ocurrir cuando las ovejas se infectan mientras no 

están gestantes o durante la última etapa de la gestación. Estas ovejas abortarán durante la gestación 

posterior (Rodolakis et al., 1998), mientras que las ovejas que abortan una vez por Chlamydia abortus, 

no vuelven a abortar durante al menos 3 a 4 años. Si bien la inmunidad materna previene los abortos 

repetidos, las ovejas que han abortado debido a una infección por C. abortus eliminan posteriormente 

al microorganismo en las secreciones vaginales durante el estro, presentan títulos persistentemente 

bajos (Papp et al., 1993) y mantienen una respuesta persistente de anticuerpos hasta por dos años 

(Papp et al., 1994). Experimentalmente se ha demostrado que dos años después de la inoculación 

intranasal en ovejas muestran gestaciones y partos normales, las placentas presentan características 

macroscópicas normales y al igual que en hisopos vaginales, no se pudo detectar al microorganismo 

C. abortus mediante la tinción de Ziehl-Neelsen modificada y qPCR. A pesar de estas características 

los niveles de anticuerpos específicos de Chlamydia de las ovejas abortadas disminuyen 

constantemente durante el período del primer año después de la infección, sin embargo, permanecen 

en un nivel elevado hasta el segundo año después de la infección (Longbottom et al., 2013). Con esta 
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información se puede sugerir que los sueros de los cuatro animales cuyo resultado al cultivo celular 

fue negativo, podrían encontrarse en un estado de persistencia, por lo que técnicas como la 

observación directa del microorganismo por cultivo celular o tinciones y la detección molecular darían 

resultados negativos, mientras que serológicamente los animales tienen presencia de títulos altos 

contra C. abortus, que son dirigidos tanto a epítopos lineales como conformacionales, ya que la 

reacción visible de la unión de anticuerpos específicos al antígeno, es visible en Western blot y ELISA 

indirecto.  

En nuestro ensayo se obtuvieron absorbancias elevadas al realizar la prueba en las condiciones 

establecidas con el suero negativo; seria necesario obtener un mayor número de muestras para poder 

establecer un punto de corte empleando este antígeno. El objetivo de establecer un valor límite es 

maximizar la probabilidad de identificar un verdadero positivo y minimizar los resultados falsos 

negativos en una población que a menudo se encuentra superpuesta (Wild, 2013). La importancia de 

los resultados falsos negativos o falsos positivos depende de los niveles requeridos de sensibilidad 

diagnóstica frente a la especificidad. Establecer un punto de corte de dos o tres veces la desviación 

estándar del grupo de control negativo es la práctica aceptada y más común. Esto supone que existe 

una estadística de distribución normal en ambos tipos de población y que se está midiendo un 

procedimiento de muestreo representativo para toda la población. La razón aquí es que se espera que 

aproximadamente el 95% de las observaciones distribuidas normalmente se encuentren dentro de un 

rango de la media más dos veces la desviación estándar (Crowther. 2000). Lo que hace necesario 

realizar evaluaciones previas de más de un suero para los controles negativos, es por esto que, para 

continuar con la validación de la técnica de ELISA aquí establecida, se recomienda utilizar sueros de 

animales de rebaños libres de enfermedades abortivas, que puedan ayudar a obtener un 

comportamiento de datos en distribución normal y de esta manera, poder disminuir la línea de corte 

de la prueba, mejorando así su especificidad y evitando obtener gran cantidad de resultados falsos 

negativos.  

En la actualidad la búsqueda de proteínas con potencial inmunogénico y la observación del 

comportamiento de los datos en pruebas de ELISA, ha servido no sólo para diagnosticar a los 

animales, sino también para la predicción de futuros abortos. De manera experimental, se encontró 

que los niveles de anticuerpos contra Chlamydia abortus eran más altos después del desafío en ovejas 

que abortaron en comparación con las ovejas que tenían corderos vivos (O’Neil et al., 2018). También 

se ha asociado el aumento en los niveles de anticuerpos con falla reproductiva en C. abortus (Papp et 
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al., 1994; Wilsmore et al., 1990). Esta alerta temprana de abortos podría tener beneficios significativos 

en términos de dirigir un tratamiento de antimicrobianos de acción prolongada, o bien un mejor manejo 

de estos animales en las etapas previas, durante y después del parto para conseguir una desinfección 

adecuada de áreas y residuos biológicos contaminados.  

Considerando los beneficios que proporciona una buena técnica de diagnóstico serológico el presente 

trabajo continuará con la evaluación de un mayor número de sueros positivos y sueros negativos que 

tengan historial de “no abortos”, lo que permitirá mejorar el punto de corte establecido y posteriormente 

la validación de la prueba mediante varias repeticiones para asegurar la repetibilidad y reproducibilidad 

de esta.  
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 La proteína recombinante OmpA de C. abortus producida en el sistema de expresión 

procarionte E. coli BL21, conserva sus características antigénicas y al ser acoplada a ensayos 

de Western blot y ELISA indirecto es reconocida por sueros de campo de animales con cultivo 

celular positivo. 

 La proteína recombinante se logró purificar mediante cromatografía de afinidad y se identificó 

la etiqueta de histidinas que posee en su porción C-terminal, mediante un anticuerpo 

monoclonal Anti 6x-HisTag. 

 A pesar de que no se obtuvo un punto de corte para la técnica de ELISA indirecta, se obtuvo 

la propuesta de una concentración de 100 ng de antígeno recombinante y dilución de sueros 

positivo y negativo de 1:100, en donde se observa una mayor diferencia entre los promedios 

de las D.O. del suero positivo y negativo, y con una significancia de P<0.05 
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ANEXO I. Soluciones para geles desnaturalizantes de Poliacrilamida – Duodecil 

sulfato de sodio (SDS-PAGE) y Western blot  

 

1. Tris HCl pH 8.8, 1.5 M 

Tris base    18.17 g 

Agua destilada    50 ml 

 

Se ajusta pH a 8.8 con HCl, se afora a 100 ml con agua destilada y se esteriliza a 121ºC, 15 

lb/in2 durante 15 min. Se almacena a 4ºC. 

 

2. Tris HCl pH 6.8, 0.5 M 

Tris base    6.0 g 

Agua destilada    50 ml 

 

Se ajusta pH a 6.8 con HCl, se afora a 100 ml con agua destilada y se esteriliza a 121ºC, 15 

lb/in2 durante 15 min. Se almacena a 4ºC. 

 

3. Mix Acrilamida – Bisacrilamida  

Acrilamida    30.0 g 

Bisacrilamida    0.8 g 

 

Filtrar con papel Whatman N°1. Se afora a 100 ml con agua destilada y se almacena en 

frasco ámbar a 4 ºC. 

 

4. Persulfato de amonio al 10%  

Persulfato de amonio   100 mg 

Agua destilada    1 ml 

 

Se utiliza al momento o se hacen alícuotas de 100 μl y se congelan a -20 ºC. 
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5. SDS al 10 %  

Duodecil sulfato de sodio 10 g 

Agua destilada    100 ml  

 

6. Amortiguador de muestra (Buffer de Laemmli 4x) 

0.5 M Tris-HCl pH 6.8  1.0 ml 

Glicerol    0.8 ml 

SDS al 10%    1.6 ml 

2-mercaptoetanol   0.4 ml 

Agua destilada    0.4 ml 

Azul de bromofenol   0.020 mg 

 

Se almacena en recipiente ámbar a temperatura ambiente. 

 

7. Amortiguador de corrida pH 8.3 (tris glicina) 10x 

Tris base    30 g 

Glicina     144 g 

SDS     10 g 

 

Se ajusta el pH a 8.3 con HCl. Se afora a 1000 ml y se almacena a temperatura ambiente. 

 

8. Amortiguador de corrida pH 8.3 (tris glicina) 1x 

Amortiguador de corrida pH 8.3 (tris glicina) 10x 100 ml  

 

Aforar a 1000 ml con agua destilada. Almacenar a temperatura ambiente.  

 

9. Tinción de Coomassie 

Etanol     40 % 

Ácido acético    10 % 

Azul brillante de Coomassie  0.05% 

Agua destilada    60% 
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10. Solución desteñidora para tinción de Coomassie 

Etanol     40 % 

Ácido acético    10 % 

Agua destilada   60% 

 

11. Solución de transferencia (buffer de Towbin) 

SDS     0.36 g 

Tris base   3.03 g 

Glicina      14.4 g 

Metanol    200 ml 

 

Se afora a 1000 ml con agua destilada. Se almacena en frasco ámbar a 4°C 

 

ANEXO II. Soluciones para equilibrio y activación de columna Niquel-Sefarosa 

1. EDTA 0.2 M 

EDTA  14.89 g 

Aforar a 200 ml de agua destilada 

 

2. NaCl 0.5 M 

NaCl  5.84 g 

Aforar a 200 ml de agua destilada 

 

3. NaOH 0.5 M 

NaOH  4 g 

Aforar a 200 ml de agua destilada 

 

4. NiSO4 0.2 M 

NiSO4  6.19 g 
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Aforar a 200 ml de agua destilada 

 

5. Buffer de equilibrio  

Tris HCl 50 mM pH 8 

Tris base 1.21 g 

Se ajusta pH a 8 con HCl, se afora a 200 ml con agua destilada.  

 

6. Buffer de lavado  

Tris HCl 50 mM pH 8, Imidazol 30 mM 

 

Tris HCl 50 mM pH 8 

Tris base 1.21 g 

Se ajusta pH a 8 con HCl 

 

Imidazol  0.396 g 

Se afora a 200 ml 

 

7. Buffer de elución  

Tris HCl 50 mM pH 8, Imidazol 250 Mm 

 

Tris HCl 50 mM pH 8 

Tris base 1.21 g 

Se ajusta pH a 8 con HCl 

 

Imidazol 3.3 g 

Se afora a 200 ml 

 

 

Todas las soluciones se deben filtrar con filtro de 0.45 o 0.2 μm. Se almacenan a 4°C. 
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ANEXO III. Soluciones para el desarrollo de la técnica de ELISA indirecto.  

1. Solución de carbonato – bicarbonato  

Na2CO3   1.59 g 

NaCO3H  3.93 g 

NaN3    200 mg 

 

Ajustar pH a 9.6. Aforar a 1000 ml y esterilizar a 121ºC, 15 lb/in2 durante 15 min.  

 

2. Ácido sulfúrico 2 N 

H2SO4     2.6 ml 

Agua destilada estéril   47.4 ml  
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