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RESUMEN

El aborto enzootico de los pequenos rumiantes (AEPR), producido
por Chlamydophila abortus, es considerado en México una enfermedad
exotica. El objetivo de éste estudio fue demostrar mediante la Técnica
de Inmunoabsorcion Ligada a Enzimas (ELISA) la presencia de
anticuerpos contra Chlamydophila abortus en sueros de cabras lecheras
mayores de 2 anos de edad de la Comarca Lagunera. Se recolectaron
439 muestras serologicas de 55 rebanos lecheros de explotaciones
extensivas sin estudios previos de Chlamydophila abortus en los
municipios de Gomez Palacio en el Estado de Durango, Torreodn,
Matamoros, Francisco. I. Madero, San Pedro y Viesca en el Estado de
Coahuila. El diagnostico se determindé mediante el uso de paquetes
comerciales para el diagnostico de Chlamydophila abortus, del Instituto
Pourquier (Francia). Los resultados encontrados arrojaron una
seropositividad de un total de 19/54 (35%) rebanos lecheros para
Chlamydophila abortus, y 32/439 (7.28%) cabras muestreadas. Se
concluye en esta investigacion que se demuestra la existencia de
anticuerpos contra a Chamydophila abortus, la cual puede ser una
posible causa de abortos en rebanos de cabras lecheras de la Comarca
Lagunera.

Palabras clave: Chamydophila abortus, aborto caprino, Analisis

Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA), Comarca Lagunera.



I. INTRODUCCION

Meéxico es el primer productor caprino de América Latina con mas
de 9 millones de cabezas, seguido de Brasil. Se estima que
aproximadamente 150.000 productores a nivel nacional dependen total
o parcialmente de esta especie. El fenotipo predominante en la zona es
el criollo que proviene del cruzamiento de los animales criollos con las
razas Anglo-Nubia y Alpina (Medrano, 2000).

El Aborto Enzootico de los Pequennios Rumiantes (AEPR) es una
enfermedad infecciosa que afecta a ovinos y caprinos, producida por
Chlamydophila abortus (Everett y col., 1999; Longbottom y Coulter,
2003), causa el aborto en el ultimo tercio de gestacion (Entrican y col.,
2001) y el nacimiento prematuro de crias débiles y de bajo peso, que
generalmente mueren durante los primeros dias de vida (Everett y col.,
1999).

Se considera exotica en México (NOM-046-ZO0O-1995), y es de
importancia zoonoética por causar riesgo en la salud de mujeres
embarazadas (Longbottom y Coulter., 2003; Caro y col., 2008),
después del contacto con ovejas y cabras paridas, lo que da una
enfermedad febril grave en el embarazo y la pérdida del feto (Everett y
col., 1999; Longbottom y Coulter, 2003; Papp y Shewen, 1996; Caro y
col., 2008).

Estudios recientes demuestran por pruebas patologicas,
serologicas y moleculares, que Chlamydophila psitacci y Chlamydophila
abortus son especies distintas. C. psitacci causa enfermedad sistémica
aviar y C. abortus causa el aborto (Van Loock y col., 2003).

La infeccion por esta enfermedad causa pérdidas econdémicas. El
aborto caprino es frecuente en nuestro pais, pero no hay trabajos que
establezcan su prevalencia sobre su etiologia, ademas son escasos los
reportes sobre AEPR en Meéxico y en la Comarca Lagunera no hay
estudios al respecto, por tal motivo, la finalidad de la presente
investigacion es buscar anticuerpos contra Chlamydophila abortus en

hatos caprinos lecheros, de esta region.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Papp%20JR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shewen%20PE%22%5BAuthor%5D

II. ANTECEDENTES

2.1. Historia

El primer reporte de infeccion de Chlamydophila fue en 1936 en
un rebano de ovinos en Escocia, el cual sugeria que los abortos eran el
resultado de factores ambientales, tales como deficiencias nutricionales
Greig y col., 1936). A esta enfermedad se le llam6 Aborto Enzootico de
los Ovinos (AEO), y en 1950 se demostré que era una enfermedad
infecciosa causada por un microorganismo del grupo linfogranuloma
venéreo psitacoso (LGV) (Stamp y col., 1950; Entrican y col., 2001).

Con el advenimiento de la microscopia electronica y técnicas de
cultivo en tejidos en la década de los 60s, se hizo evidente que las
clamidias no eran virus. En 1966 se demostro que Chlamydiae era una
bacteria por que poseia ADN y ARN y un ciclo de desarrollo diferente al
de un virus, su pared celular es similar a las bacterias Gram negativas
y posee ribosomas con susceptibilidad a antibioticos, un rasgo
caracteristico de las procariontes (Moulder, 1966). Para 1966 solo se
conocian dos especies C. psitacciy C. trichomatis hasta que en la década
de los 80s, Everett amplio un analisis de la secuencia de ADN llevado
para reevaluar la relacion genética en el orden Chlamydiales y proponer
la nueva taxonomia (Everett y col., 1999). En el ano 1999 se reclasifico
la familia Chlamydiaceae, del orden Chlamydiales: Chlamydia y
Chlamydophila, con un total de nueve especies, basado en las
secuencias de ADN de los genes 16S y 23S rRNA, mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) (Everett y col., 1999). El apoyo a esta
reclasificacion fue también gracias al analisis filogenético de las
principales proteinas de la membrana externa y lipoproteinas ricas en
cisteina (Bush y Everett, 2001).

En Meéxico se considera que la infeccion por esta bacteria es
exoOtica, se han realizado diversos estudios de la enfermedad en
pequenos rumiantes, en 1996 se realizo el aislamiento de la bacteria en

rebanos ovinos de cinco estados del pais (Escalante y col., 1996), en



1997 se hizo el primer reporte de la bacteria en caprinos (Escalante y
col., 1997).
Cuadro 1. Familia Chlamydiaceae (Everett y col,, 1999).

Chlamydiaceae Especie Huésped

C. abortus Ovejas, Cabras

C. psittaci Aves
Chlamydophila C. felis Gatos

C. caviae Cuyos

C. pecorum Mamiferos

C. pneumoniae Humanos
Chlamydia C. trichomatis Humanos

C. suis Cerdos

C. muridarum Ratones

2.2. Estudios de Chlamydophila abortus en México

En 2001, se demostro la participacion Chlamydophila spp en un
proceso zoonotico en México a partir de ganado caprino infectado con
este agente (Escalante y col., 2001), en el 2005, se demostro la
presencia de la bacteria en el estado de Michoacan en donde se logro el
aislamiento de la bacteria en heces (Lazcano, 2006). En el 2008 se hizo
un estudio serologico en rebanos caprinos lecheros de seis estados del
pais, encontrando anticuerpos contra la bacteria (Mora y col., 2008). Y
en el 2011 se hizo un estudio de aislamiento y serologia en Guanajuato

de C. abortus encontrandose su presencia (Mora 2011) (Cuadro 1).

2.3. Etiologia

Chlamydophila abortus, la cual es una bacteria Gram negativa
intracelular obligada de células eucariotas cuyo principal 6rgano diana
es la placenta (Everett y col., 1999; Longbottom y Coulter, 2003), (antes
llamada Chlamydia psitacci tipo 1)

Los miembros de la familia Chlamydiaceae se consideran
bacterias Gram negativas, intracelulares obligadas de células eucariotas

(Everett y col., 1999; Longbottom y Coulter, 2003). Viven en lo que ha



sido referido como un medio ambiente extremo teniendo que desarrollar
propiedades Unicas de supervivencia y volviéndose dependientes de la
célula que infectan, lo cual involucra un ciclo de desarrollo lnico donde
participan 2 fases del microorganismo.

1. La infecciosa extracelular; Cuerpo Elemental (CE) el cual mide de
0.2 a 0.3 um de diametro, su funcion es infectar células
susceptibles.

2. La no infecciosa; Microorganismos activos metabdlicamente,
Cuerpo Reticular (CR) el cual presenta un diametro de 0.5 a 1.6
um, su funcién es la multiplicacion bacteriana (Caro y col., 2008;

Everson y col., 2002).

o

Figura 1. Estados donde se ha encontrado C. abortus. UNAM-FMVZ-Microbiologia-
Chlamydiae SAGARPA-INIFAP-CENID MICROBIOLOGIA-Palo Alto.

El ciclo unico de desarrollo de Chlamydiaceae puede dividirse en
las siguientes fases (Figura 2):

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

2. Internalizacion: El CE entra por inclusion intracitoplasmatica y es
ahi mismo donde permanece durante el ciclo completo.

3. Conversion de cuerpo elemental (CE) a cuerpo reticular (CR):
Después de un proceso de reorganizacion estructural dentro de la

inclusion intracitoplasmatica se da la conversion del CE en CR de



6 a 10 horas. Durante este proceso evita ser destruida por parte
de la célula.

4. Multiplicacion del CR: El CR se multiplica mediante una fision
binaria de 10 a 18 horas, esto lo realiza utilizando los
componentes celulares. A medida que los cuerpos reticulares se
van multiplicando la inclusion intracitoplasmatica rapidamente
se llena y aumenta su tamano de 18 a 24 horas (Hackstadt y col.,
1999; Longbottom y Coutler, 2003).

5. Reorganizacion de CR a CE: Dentro de 24 a 48 horas el CR se
transforma de nuevo en el infeccioso y metabédlicamente inactivo
CE.

6. Liberacion de la nueva progenie: En las 48 a 72 horas la célula se
lisa liberando la nueva progenie de CE las cuales van a infectar
células susceptibles vecinas. También se liberan CR y cuerpos

intermedios (Hackstadt y col., 1999; Longbottom y Coutler, 2003).

En 1990 se realizo una vacuna unica de CEs, de Chlamydia psitacci
para la utilizarla en ovejas prenadas con una dosis Unica de
administracion subcutanea, dando proteccion a la madre y se relaciona

la supervivencia del cordero (Tan y col., 1990).

& CE

Endocitosis
Lisis celular y Rl
liberacién de Nicleo
CEs infecciosos G
‘ =
O ‘. . L /'l
CE Convertido
aCR
Horas A
6-10 |
Reorganizaci(;n- \
de CRaCE 10-18 /*

| Multiplicaciéon

. S ./ | del CR por

fision binaria

Figura 2. Ciclo de Desarrollo (Longhbottom y Coutler, 2003).



2.4. Patogenia

Los grandes cambios patologicos se han observado en la placenta
cuatro semanas después de la infeccion y antes del aborto (Navarro y
col., 2001). En rebanos infectados los animales se contagian de cuerpos
elementales que contienen fetos abortados, placenta, y descargas
vaginales de hembras abortadas (Papp y Shewen, 1996), estas formas
infecciosas se diseminan primero por sangre (clamidemia), en 1 a 5 dias
por diferentes 6rganos incluyendo lifonédulos mesentéricos e intestino.
Se produce un periodo de latencia hasta el dia 45-60 de gestacion que
resulta indetectable. A partir de ese momento se produce una segunda
clamidemia que llega cerca de la placenta y tras el 60 dia de gestacion
aproximadamente, la bacteria coloniza las células epiteliales de la
placenta produciendo hemorragias en el estroma de las cartunculas del
corion. A los 90 dias de gestacion se producen danos en la placenta
(placentitis necrotica), que altera el paso de nutrientes al feto y una
infeccion sistémica de éste causando un aborto por muerte y expulsion
fetal en el ultimo tercio de la gestacion (Longhbottom y Coutler., 2003;

Navarro y col., 2004).

2.5. Transmision

Después del aborto o del parto la cabra excreta una gran cantidad
del microorganismo en descargas uterinas, en la placenta, y en la piel
de los cabritos abortados, siendo éstas fuente de infeccion y
contaminacion mas importantes en el medio ambiente para el hato
durante meses, asi como también se infectan por pastos contaminados
por infeccion de membranas fetales y descargas (Caro y col., 2008).
Algunos animales pueden también excretar el microorganismo en su
siguiente estro y parto. Después de 7-14 dias no hay riesgo de
reproducirse estos microorganismos. Una vez que la cabra aborta a
consecuencia de esta enfermedad no vuelve a abortar (Papp y Shewen,
1996). Animales adultos se infectan como consecuencia de la
contaminacion de corrales de parto o de los pastos por las membranas

fetales (Longhbottom y col., 2003) Los anticuerpos siguen presentes



por 2 anos o mas. El aborto siempre aparece en las ultimas semanas
de gestacion independientemente del momento de la infeccion (Entrican

y col., 2001; Navarro y col., 2004; Longhbottom y col., 2003).
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C. abortus
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Figura 3. Potencial zoon6ético de los agentes patdgenos de origen animal.

También se puede dar por contacto con cabras externas que han
abortado, por lo tanto el vinculo de mujeres embarazadas con las
hembras y corderos al momento del parto es una fuente de infeccion
(Entrican y col, 2001; Caro y col., 2008). Pueden infectarse a cualquier
edad o época del ano, pero el mayor periodo de riesgo es en Primavera,
en temperaturas menores o cerca a cero grados, es probable que se
prolongue por dias o por meses ((Longhbottom y col., 2003). El papel

transmisor de los machos no esta claramente definido, se han aislado
C. abortus de semen, testiculos, y glandulas accesorias de carneros de
12 meses de edad de carneros experimentalmente infectados, no se han

demostrado todavia su capacidad infectante (Longhbottom y col., 2003).

2.6. Signos clinicos

Cuando el AEPR se encuentra en un hato se observan pocos o
ningin signo en los animales previos al parto y en hembras no

prenadas no se encuentra ningun signo clinico hasta el subsiguiente



embarazo (Entrican y col., 2001). Se pueden presentar cambios de
comportamiento o descargas vaginales 48 horas antes del parto y en
hembras después del aborto pueden presentar una descarga uterina
purulenta de color marréon durante 7 a 10 dias (Longhbottom y col.,
2003). Los cabritos abortados pueden parecer normales o mostrar un
cierto grado de edema subcutaneo, las membranas de la placenta
pueden tener un color amarillo rojizo (Longhbottom y col., 2003).
También se ha informado de que algunos cabritos pueden nacer sanos y
sobreviven a la infeccion, aunque pueden abortar durante su primer
embarazo (Entrican y col., 2001). Los signos que se presentan pueden
también manifestarse de diferentes formas como neumonia leve y

transitoria y una hepatitis (Navarro y col., 2004).

2.7. Lesiones

Los animales abortados muestran edema subcutaneo o difuso y
presencia de liquido seroso sanguinolento (ascitis, hidropericardio,
hidrotérax) y el desarrollo de una placentitis donde la mayoria de los
cotiledones aparecen con un aspecto arenoso debido a la necrosis
(Longhbottom y col., 2003; Buendia col., 1999). Generalmente no se
observan lesiones macroscopicas, aunque pueden observarse petequias
en la lengua. Histologicamente afecta el abomaso, higado, bazo y
pulmon (Navarro y col. 2004). Se puede observar neumonitis extensiva y
alvéolos afectados con exudado fibrinoso y seroso (Longbottom y
Coutler., 2003). En el higado, los cambios patologicos consisten
principalmente en areas de necrosis, también pequenos focos de
necrosis pueden ser encontrado en el pulmon, el bazo y, en menor

frecuencia en el encéfalo y los linfonodulos (Longbottom y col., 2003).

2.8. Diagnostico
Después del historial clinico dado en abortos, es necesaria una
confirmacion en wun laboratorio diagnoéstico para descartar otros
procesos que también cursan con abortos (Berri y col., 2009).El

diagnoéstico debe ser diferencial con otros procesos abortivos como



Brucelosis, Leptospirosis, Coxiella burnetti = Campilobacteriosis,
Listeriosis, Toxoplasmosis, Salmonelosis o abortos no infecciosos por
traumatismos o nutricionales.

Para el diagnostico de infecciones por Chlamydophila abortus hay
dos enfoques principales. La primera consiste en la deteccion directa del
agente en el tejido o muestras de hisopos del utero, piel de cabritos,
mientras que el segundo implica serologia de muestras de sangre para
la presencia de anticuerpos contra la clamidia (ELISA) (OIE, 2008). Las
muestras mas adecuadas para analizar un brote de abortos
sospechosos de la familia Chlamidaceae son el feto completo, placenta,
hisopo vaginal y sangre de la madre (OIE, 2008). Como esta bacteria es
dificil de aislar se requiere de conocimiento especializado y tener un
adecuado almacenamiento y transporte de las muestras biolégicas para
asegurar la viabilidad de los organismos, y no dar lugar a presentarse
contaminacion por otras bacterias Gram negativas que puedan
reaccionar a falsos positivos. Para este aislamiento se necesita medidas
de seguridad por ser una bacteria que produce zoonosis.

El medio de transporte adecuado para las clamidias es a base de
sacarosa/fosfato/glutamato o medio SPG complementado con suero

fetal bovino, antibioticos y fungicidas (Spencer y Johnson, 1983).

2.8.1. Pruebas utilizadas para el diagnostico de C. abortus
En caso de abortos se debe remitir al laboratorio placentas,
fluidos uterinos y vaginales, una muestra de sangre de las hembras que
han abortado y el feto entero o sus visceras con contenido, todo en
adecuadas condiciones de conservacion, segun las instrucciones del
laboratorio para realizar las siguientes pruebas:

Bacterioscopica: Improntas de los cotiledones infectados, de la

piel de un feto recién abortado y de flujo vaginal de una oveja recién
abortada para coloracion de Gram y Stamp.

Aislamiento: Cultivo de células McCoy (Kelly y col., 1996), HeLa y
Embrion de pollo

e Toma de muestras:



1. Cotiledones de la placenta refrigerados o en medio de transporte para
cultivo y en formol 10%, amortiguado con fosfatos, para histopatologia.
2. Higado y pulmoén de fetos abortados o el feto entero en su defecto

3. Flujo vaginal de cabra abortada en jeringa e hisopo (OIE, 2008).

4. Bazo (Del Rio y col., 2001).

Serologicas:

- La Técnica de Fijacion de Complemento (CFT): Ha sido utilizado
durante mas de 50 anos, su desventaja es que carece de especificidad,
debido a su antigeno, que consiste principalmente en el LPS resistentes
al calor, que es comun en todas las especies de Chlamydiaceae.

- Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA): A partir de sueros o
frotis de de tejidos, puede ser directa o indirecta. En recientes anos se
ha wutilizado ELISA basada en reconocer regiones especificas de la
proteina mayor de la membrana externa y fragmentos de proteina
recombinante de la familia POMP (Proteina polimorfica de membrana
externa), expresa proteina de 80-90 kDa (Lenzko y col., 2011; Vretou y
col., 2007).

- Inmunofluorescencia (FAT): En frotis de tejidos que puede ser
directa o indirecta, su inconveniente es que no diferencia anticuerpos
infecciosos de vacunales.

- Inmunohistoquimica: Esta técnica de diagnostico directo detecta
anticuerpos monoclonales o policlonales sobre el tejido para marcar la
C. abortus y detectarla.

- Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica de
biologia molecular adecuada para detectar el ADN de agentes patogenos
dificiles de cultivar como lo es la C. abortus a partir de muestras de
placenta o hisopo vaginal proporciona una deteccion rapida y especifica
en muestras biologicas sin recurrir a cultivo celular (Lenzko y col.,

2011; Berri y col., 2009).

2.9. Situacion sanitaria en México
Chlamydophila abortus se encuentra dentro del grupo 1 de

enfermedades exoticas de la ganaderia y avicultura nacional de
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notificacion obligatoria (NOM-046-Z00-1995). ElI grupo 1 esta
compuesto por las enfermedades exdticas que no se encuentran en el
territorio nacional y que por su rapida diseminacion e impacto
economico para la poblacion animal y riesgo para la salud publica son
consideradas de notificacion inmediata obligatoria a las dependencias

oficiales de sanidad animal del pais (NOM-046-ZO0O-1995).
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III. JUSTIFICACION

El aborto en los pequenos rumiantes es un problema de alta
incidencia, teniendo como causa principal Brucella melitensis, sin
embargo no se deben descartar otras enfermedades abortivas, como las
infecciones clamidiales. De acuerdo a los antecedentes descritos,
considerando que la Comarca Lagunera ocupa el primer lugar en
produccion de leche caprina a nivel nacional, y por lo tanto una
infeccion debido a Chlamydophila abortus, podria causar grandes
pérdidas econémicas a esta industria y tomando en cuenta que en esta
region no existe notificacion alguna sobre la presencia de esta bacteria
en cabras, la finalidad de la presente investigacion es determinar la
presencia de C. abortus e incluirla como una posible enfermedad
abortiva en las cabras de la region y controlar el problema

oportunamente.

IV. HIPOTESIS

Las cabras lecheras de la Comarca Lagunera presentan

anticuerpos contra Chlamydophila abortus.

V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General
Demostrar la presencia de anticuerpos contra Chlamydophila

abortus en rebanos caprinos lecheros de la Comarca Lagunera.
5.2. Objetivo Especifico

Determinar la seroprevalencia Chlamydophila abortus mediante la

prueba inmunoabsorbente ligada a enzimas (ELISA).
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Marco de Referencia
La Comarca Lagunera, region ubicada en el centro-norte de
Meéxico, esta conformada por parte de los Estados de Durango y
Coahuila (Figura 4) y su nombre se debe a los cuerpos de agua que se

formaban alimentados por dos rios: el Nazas y el Aguanaval.

Estados Unidos de Amearic

COMARCA
La=LrERD

zuadalajara
) W, L Cuatemala
Figura 4. Comarca Lagunera conformada por 11 municipios del Estado de Durango y 5 del

estado de Coahuila. Tomado de:
http://www.comarcalagunera.com/portal/laguna/comarca.php, online (2009).

La Comarca Lagunera, esta integrada por 16 municipios, 11 del
Estado de Durango: Gomez palacio, Lerdo, Tlahualilo de Zaragoza,
Mapimi, San Pedro del Gallo, San Luis del cordero, Rodeo, Nazas,
Cuencame de Ceniceros, General Simoén Bolivar y San Juan de
Guadalupe y S del Estado de Coahuila: Torreon, Matamoros, San Pedro
de las Colonias, Matamoros y Viesca (Figura 5). Esta poblacion se
encuentra con una altitud de 1,120 metros (3,674 pies), una latitud de
24° 22' Norte, y una longitud 102° 22' Oeste.

(http: / /www.comarcalagunera.com/portal/laguna/comarca.php.Online

2009).
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COAHWUILA

ZACATECAS

ZACATECAS

Figura 5. Comarca Lagunera, integrada por 11 municipios del Estado de Durango: 1)
Goémez Palacio, 2) Lerdo, 3) Tlahualilo de Zaragoza, 4) Mapimi, 5) San Pedro del Gallo, 6)
San Luis del Cordero, 7) Rodeo, 8) Nazas, 9) Cuencame de Ceniceros, 10) General Simén
Bolivar y 11) San Juan de Guadalupe y 5 municipios del Estado de Coahuila: 1) Torreon, 2)
Matamoros, 3) San Pedro de las Colonias, 4) Francisco I. Madero, y 5) Viesca. Tomado de:

http://www.comarcalagunera.com/portal/laguna/comarca.php, Online 2009.

6.2. Origen y caracteristicas de las muestras
Se tomaron 439 muestras de sangre para la obtencion de suero
de 51 hatos de cabras lecheras de la Comarca Lagunera con un sistema
de explotacion extensiva sin estudios previos de Chlamydophila abortus.
Las cabras muestreadas fueron elegidas mayores de dos anos de edad y

de acuerdo a su historial clinico de abortos.

6.3. Toma de muestras
Se tomaron 10 ml de sangre de vena yugular de las cabras en
condiciones asépticas, utilizando tubos de vidrio al alto wvacio
(MonojectTM) y agujas estériles (0.70 x 36 mm). Se separd el coagulo
sanguineo del suero y se transportaron en refrigeracion a 4 °C para su

procesamiento en el laboratorio.

6.4. Procesamiento de muestras
Las muestras se centrifugaron a 900 rpm durante 10 minutos

para la separacion del suero, el cual se transfirié a microtubos estériles
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(Eppendorf), previamente identificados, posteriormente se mantuvieron
en congelacion a -20 °C en el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (CENID Microbiologia, Palo Alto,

Cuajimalpa, D.F.) hasta su utilizacion.

Se realizo un estudio inmunoenzimatico (ELISA) para la deteccion
de anticuerpos contra Chlamydophila abortus. Se utiliz6 un paquete
comercial (Serological Diagnosis of Chlamydophila abortus by ELISA
Method. Instituto Pourquier — Francia) de acuerdo a las especificaciones
del fabricante. Esta prueba se basé en la deteccion de un antigeno
recombinante el cual es una proteina polimorfica de membrana externa
de 80-90 kDa, la cual es especifica para Chlamydophila abortus y no

tiene reaccion cruzada con Chlamydophila pecorum.

6.4.1. Procedimiento

1. Deposito de controles y suero de estudio en la placa

El suero control y muestras se diluyeron (1/20) utilizando el

siguiente método; Se depositaron:

190 pl de una solucion amortiguada (dilution buffer 4) por pocillo.

10 pl de suero control negativo sin diluir en Al y A2

10 pl de suero control positivo sin diluir en B1 - B2, C1 - C1

10 pl de suero muestra sin diluir por pocillo en D1 — D2, hasta H11 -
H12

Se homogenizo el contenido en los pocillos agitando gentilmente
la placa, cubriéndola con papel aluminio e incubandola por 1 hora (+ 5

minutos) a 37 °C (+ 3 °C) (Figura 6).

Figura 6. Placa con 96 pocillos en incubacién, 1

horaa 37 °C.
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2. Preparacion de la solucion de lavado
- Se diluyeron 100 ml de una solucion lavadora concentrada (Wash

solution 20X) en 1900 ml de agua destilada

3. Lavado de pocillos
- Se vacio el contenido de la placa y se sacudié para eliminar el exceso
de liquido.
- Se llenaron los pocillos con 250 a 300 ul de la solucién de lavado y la
placa y se sacudi6 para eliminar el exceso de liquido.

- Se realizaron un total de 3 lavados (Figura 7).

Figura 7. Lavado de la placa después de la

primer incubacién.

4. Preparacion del conjugado
- Se diluyé el conjugado 1:100 con una soluciéon amortiguadora
(Dilution Buffer)
- Se depositaron 100 ul del conjugado diluido en cada pocillo.
- Se cubrio la placa y se incubo 30 minutos (+ 3 min) a 37 °C (+ 5 °C)

(Figura 8).

Figura 8. Deposito de conjugado.

_

G onyv godo

5. Lavado de pocillos

- Se vacio el contenido de la placa y se sacudio para eliminar el exceso

de liquido.
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- Se llenaron los pocillos con 250 a 300 pl de la solucion de lavado y la
placa y se sacudi6 para eliminar el exceso de liquido.

- Se realizaron un total de 3 lavados (Figura 7).

6. Revelado
- Se depositaron 100 ul de la solucion reveladora (Revelation Solution
No. 2) lista para usarse en cada pocillo.
- Se incub¢ la placa a 21 °C (= 5 °C) por 20 minutos alejado de la luz.
- Se depositaron 100 pl de una solucion paradora (Stop Solution) por
pocillo.

- Se agitdé gentilmente la placa hasta que la soluciéon se homogenizo

(Figura 9).
_____ Figura 9. Deposito de solucion reveladora.
/ - - : :
T ":‘
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7. Lectura

- Se llevd a cabo la lectura inmediatamente después de aplicar la
solucion paradora a una densidad optica a 450 nm (OD-450) (Figuras

10y 11).

Figura 10. Muestras positivas color

amarillo.
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8. Uso del lector
- Se conecta el lector a la impresora
- Se coloca papel en la impresora
- Se pulsa el boton de lectura (Read)
- Se le da entrada 2 veces (Enter)
- Se selecciona la DO-450
- Se coloca la placa

- Se pulsa el boton de lectura (Read) y se esperan los resultados.

Figura 11. Lector de ELISA.
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7. RESULTADOS

7.1. Deteccion de anticuerpos contra Chlamydophila abortus
mediante ELISA

De los 439 cabras muestreadas 32/439 (7.28%) resultaron positivas,
19/439 (4.32%) sospechosas y 388/439 (88.38%) negativas a
Chlamydophila abortus (Figuras 12). De los 54 rebanos lecheros 19/54
(35.18%) resultaron positivos (Figura 13).

Porcentaje general del muestreo en la
Comarca Lagunara

M Positivos M Sospechosos Negativos
4%

Figura 12. Seroprevalencia por cabra de C. abortus en la Comarca Lagunera.

Seroprevalencia en Rebaiios de la

ComarcaLagunera
ELISA # Rebafios %
Negativos 35 65
Total 54 100
Negativos
65%

Figura 13. Seroprevalencia por rebaiio de C. abortus en la Comarca Lagunera.
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A continuacion se desglosan los resultados de la seroprevalencia

de C. abortus, en los 6 municipios muestreados (Figuras 14 y 15).

20
120 103 10
100 92
80 68 71 68
el —
60 47 50 55
40 5727 B
20 a7 97 11 [
o Lot 2] I Sl EN RN g s
Goémez Torredn Matam Fco.l. San Viesca
Palacio oros Madero Pedro
Positivo 4 3 9 2 3 11
B Sospechoso 7 2 7 1 0 2
Negativo 92 22 104 68 47 55
Total de sueros 103 27 120 71 50 68

Figura 14. Seroprevalencia de C. abortus por municipio en la Comarca Lagunera.

GOMEZ PALACIO TORREON MATAMOROS
@% POSITIVOS 0% SOSPECHOSOS M % NEGATIVOS B%POSITIVOS 0% SOSPECHOSOS M % NEGATIVOS D% POSITIVOS  E%S0SPECHOSOS W% NEGATIVOS
49{? 7% 11% 7%

6%

FRANCISCO |. MADERO San Pedro VIESCA

@%POSITIVOS 0% SOSPECHOSOS M % NEGATIVOS D@%POSITIVOS  @%SOSPECHOSOS W% NEGATIVOS = % POSITIVOS %SOSPECHOSOS M % NEGATIVOS

3% 19

6%
0%

Figura 15. Seroprevalencia de C. abortus por municipio a) Gémez Palacio, Dgo. 4% (+), 7%
(S), 89% (-); b) Torredn, Coah. 11% (+), 7% (S), 82% (-) ; c) Matamoros, Coah. 7% (+), 6%
(S), 87% (-); d) Francisco 1. Madero, Coah. 3% (+), 1% (S), 96% (-); e) San Pedro, Coah. 6%
(+), 0% (S), 94% (-); ) Viesca, Coah. 16% (+), 3% (S), 81% (-).
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8. DISCUSION

En el presente estudio se utilizé la técnica de ELISA (Serological
Diagnosis of Chlamydophila abortus by ELISA Method. Instituto
Pourquier - Francia) con el fin de buscar anticuerpos contra
Chlamydophila abortus, encontrandose una seroprevalencia por rebano
del 35%.

Estudios previos realizados con ensayos de ELISA demostraron
que el paquete comercial Pourquier para el diagnostico e Clamydophila
abortus, es altamente especifico ya que no reacciona con ninguno de
los sueros de corderos libres de patogenos especificos infectados
experimentalmente con varios subtipos de C. pecorum. Por lo tanto, no
produce ningun resultado falso positivo con sueros de referencia
conocidos como libres de aborto enzootico ovino, o con sueros de hatos
sospechosos a infeccion con C. pecorum, o con sueros de hatos sin
historia clinica de abortos (Vretou y col., 2007; Wilson y col., 2009).

Sin embargo, el paquete comercial Pourquier presenta una baja
sensibilidad ya que solo detecta alrededor del 50% de los sueros
positivos a C. abortus, encontrados positivos por otros métodos de
diagnostico (Vretou y col., 2007; Wilson y col.,2009).

Por otra parte, estudios previos en 4 estados del pais,
Guanajuato, Guerrero, Baja California Sur, Puebla, Coahuila y
Durango, demostraron la presencia anticuerpos contra Chlamydophila
abortus, similares resultados se obtuvieron en este trabajo realizado en
sueros de cabras lecheras mayores de 2 anos de edad de la Comarca
Lagunera, pudiendo inferir que esta bacteria es una posible causa de
abortos en esta region.

En este estudio se encontro una seroprevalencia de 7.28% de
anticuerpos contra C. abortus. Un estudio realizado en 2010 de C.
abortus por la técnica de ELISA (Instituto Pouquier) en el estado de
Guanajuato arrojo6 una prevalencia de 9.6% (Mora, 2011). Otros

estudios realizados en CENID Microbiologia de Baja California Sur (sin
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publicar) presenté un 5% (8/180) y en Puebla se encontré6 un 4%
(23/536) de seroprevalencia individual.

Este estudio es parte del proyecto “Estudio Epidemiologico de
enfermedades en caprinos de la Comarca Lagunera” ocupando como
primer lugar, Brucela melitensis con porcentaje de 78% (172/793) de
positividad en la Comarca Lagunera y en segundo lugar Leptospira con

un 60% (412/681) en Coahuila y un 58% (80/149) en Durango.

9. CONCLUSION Y SUGERENCIAS

Se demostraron anticuerpos de Chlamydophila abortus en
rebanos caprinos lecheros en la Comarca Lagunera, mediante la técnica
de ELISA, sin embargo, no existen evidencias de aislamientos de
Chlamydophila abortus en caprinos en la region.

Se sugiere realizar mas estudios para determinar si la bacteria
esta participando en los abortos en caprinos.

Se debe considerar a Chlamydophila abortus dentro de los agentes
etiologicos biologicos causantes de aborto caprino junto con Brucella

melitensis y Leptospira spp.
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