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Aislamiento de Chlamydia abortus
en rebanos caprinos lecheros

y su relacioén con casos de aborto
en Guanajuato, México

Resumen

Chlamydia abortus se clasifica como un agente exdtico en México; sin em-
bargo, existe cada vez més evidencia de su presencia en los rebafios capri-
nos. El objetivo de este estudio fue aislar a C. abortus en cabras lecheras de
rebafios con problemas de abortos en el estado de Guanajuato, México, y
desarrollar pruebas diagnosticas adecuadas para su detecciéon. Se tomaron
muestras de suero e hisopos vaginales de seis rebafios caprinos. La prueba
ELISA mostro 9.60% de animales seropositivos a C. abortus. El PCR a par-
tir del ADN de moco vaginal dio como resultado 30 animales positivos de
126 (23.8%). Se aislé Chlamydia spp. en 34 de 126 animales muestrea-
dos (26.98%). Los tres métodos diagnosticos probados resultaron comple-
mentarios y de gran valor ya que se pueden aplicar en las zonas donde se
sospecha que Chlamydia esta causando abortos. En el trabajo se demostrd
que este patdgeno estd presente en los rebafos lecheros de México, por lo
que las autoridades sanitarias veterinarias deberfan considerar la clamidiosis
como endémica, con la finalidad de establecer los procedimientos sanitarios
apropiados para evitar que la enfermedad se propague y evitar también el
contagio a los humanos.

Palabras clave: Caprinos; Chlamydia abortus; Aborto; México.

Introduccién

El aborto enzodtico de los pequefios rumiantes (AEPR) es una enfermedad infec-
ciosa ocasionada por Chlamydia abortus, anteriormente llamada C. psittaci tipo | o
Chlamydophila abortus (Andersen, 1991, Everett et al, 1999). Esta enfermedad
afecta a ovinos, caprinos y bovinos; causa abortos durante el Ultimo tercio de la
gestacion o el nacimiento de crias débiles, que generalmente mueren durante los
primeros dias de vida (Kuo et al, 2011; Longbottom y Coulter, 2003; Rodolakis,
2001; Chisu et al., 2013).

La transmisién entre animales ocurre principalmente durante el parto o el
aborto, debido a las bacterias que se excretan en las descargas vaginales, la placen-
ta y la piel de los fetos abortados (Longbottom y Coulter, 2003; Rodolakis, 2001;
Gutiérrez et al,, 2011). En México, esta enfermedad se considera exdtica v, por lo
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tanto, se incluye en el Grupo 1 del acuerdo en el que se enlistan y clasifican las
enfermedades y plagas de los animales que se consideran exdticas y endémicas y
cuya notificacion es obligatoria (SAGARPA, 2007). Sin embargo, en México se han
realizado diversos reportes de la enfermedad en pequefios rumiantes. En 1996 se
realizd el aislamiento de C. psittaci en rebafios ovinos de cinco estados del pais
(Escalante-Ochoa et al,, 1996), mientras que en 1997 se reporto la presencia de
C. psittaci en rebafos caprinos (Escalante-Ochoa et al., 1997).

Después se realizaron otros estudios de esta enfermedad en caprinos. En
2005 se demostro la presencia de la bacteria en el estado de Michoacén, en don-
de se logro el aislamiento de la bacteria en heces, fetos abortados y cabritos muer-
tos prematuramente (antes de los cinco dias de edad) (Lazcano, 2006; Lazcano
et al,, 2005). En 2008 se hizo un estudio seroldgico en rebarios caprinos lecheros
de seis estados del pais y se encontraron anticuerpos contra la bacteria (Mora et
al, 2008). En 2001 se demostro la participacién de Chlamydia spp. en infecciones
zoondticas en México, que se relacionaron con ganado caprino y ovino infectado
con este agente (Escalante et al.,, 2001; Barbosa Mireles et al., 2013).

Debido a que el AEPR se considera una enfermedad exdtica en México, no
se cuenta con los reactivos, anticuerpos y técnicas de diagndstico que permitan
la répida identificacion de un caso donde C. abortus esté involucrada. Aunado a
esto, el aislamiento del agente es dificil, ya que el personal técnico requiere entre-
namiento especializado y necesita un medio bioldgico vivo para su cultivo, como
embriones de pollo o cultivo celular. Toma semanas el obtener su aislamiento e
identificacion (Biberstein y Hirsh, 2004; Longbottom y Coulter, 2003). Por estos
motivos, el objetivo del presente estudio fue determinar la presencia de C. abortus
mediante aislamiento bacteriolégico, Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR,
por sus siglas en inglés) y Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (ELISA,
por su acrénimo en inglés), en rebafios caprinos lecheros con problemas de abor-
tos sugerentes de clamidiosis, en el estado de Guanajuato, México, y establecer los
métodos diagnésticos apropiados para su deteccion.

Materiales y métodos
Animales
Se seleccionaron seis rebafios caprinos lecheros de Guanajuato, México, con his-
toria previa de abortos. Los rebafios, de produccién intensiva, tenfan como fin
zootécnico la produccién de pie de cria, la recria y la obtencion de leche para la
elaboracién de quesos.

Se obtuvo informacion de las granjas mediante dos cuestionarios aplicados
a los propietarios: el primero para obtener informacion de aspectos generales de
la granja, tales como las medidas del manejo, la genética, la nutricion, la salud
del rebafio, reproduccion e instalaciones. El objetivo del segundo cuestionario fue
recabar informacion individual de cada uno de los animales muestreados, como
edad, nimero de partos, historia clinica, en caso de existir, y datos de produccion
(Mora, 2011). Esta informacion permitid establecer los diagnésticos diferenciales
para estos rebafos con problemas. El nimero de animales muestreados por cada
unidad de produccién se observa en el cuadro .
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Cuadro 1.NUmero de animales muestreados por rebafio
y muestras positivas obtenidas

Muestras positivas/nimero de animales por rebafio NUmero total
Prueba de muestras
ELISAn =125 0/12 10/34 1/30 1/15 0/13 0/21
PCRn =126 2/12 12/34 7/31 2/15 3/13 4/21
A's'am'i”f]tz’zde”ano 112 15/34  7/31 3/15 4/13 4/21 34

n = numero total de muestras

Muestras clinicas

Se analizaron un total de 126 muestras de exudados vaginales por medio del ais-
lamiento en cultivo celular y PCR para la identificacion de C. abortus; mientras que
125 muestras de suero de los mismos animales se utilizaron para la deteccion de
anticuerpos contra este microorganismo por medio de ELISA (cuadro1).

Las cabras seleccionadas para ser muestreadas debian cumplir las siguientes
condiciones: haber tenido uno o mas partos; estar dentro de las dos semanas
proximas al parto, haber parido como méximo cuatro semanas antes o haber te-
nido un aborto.

Las muestras vaginales se tomaron con hisopos estériles y se transportaron
en tubos con 2 ml de medio de sacarosa-fosfato/glutamato (SPG) (sacarosa
217 mM, KH,PO, 4 mM, K,HPO, 7 mM y L-glutamina 1%) suplementados con
10% de suero fetal bovino (SFB) y antibidticos —100 pg/ml estreptomicina, 50 pg/
ml gentamicina— (Sachse et al,, 2009).

Una vez en el laboratorio, los hisopos se escurrieron: con una pinza estéril se
ejercié presion en las paredes de un tubo de ensayo, luego los hisopos se desecharon.
Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 3000 x G durante 40 minutos a
4 °C. Se tomaron 500 pl del sobrenadante y se transfirieron a un microtubo estéril,
que se identificd y congeld a -70 °C hasta su utilizacion para el aislamiento bacte-
riolégico. El resto del contenido del tubo se transfirié a otro microtubo estéril y se
congeld a -70 °C para su posterior extraccion de ADN.

Pruebas serologicas
El diagndstico seroldgico se realizd con el estuche comercial “IDEXX Chlamy-
diosis Verification Test” (antes llamado “Pourquier® ELISA Chlamydiosis Serum
Verification”, IDDEX Laboratories, Inc,, Westbrook, Maine, US), el cual utiliza un
antigeno recombinante y permite detectar la proteina de membrana externa de
80-90 kDa; ésta es especifica de C. abortus y no cruza con los antigenos de
Chlamydia pecorum.

Se realizd la prueba de Rosa de Bengala al 3% (Aba test card 3%, PRONABIVE,
DF, Mexico) para descartar la presencia de brucelosis en los rebafios.
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Aislamiento e identificacion de Chlamydia spp.
Para el aislamiento se utilizaron cultivos celulares de la linea de fibroblastos de ra-
ton L929, los cuales se cultivaron en Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM, GIB-
CO, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), suplementado con 10% de SFB, 19% de
aminodacidos no esenciales, 1% de L-glutamina y antibidticos (50 pug/ml gentami-
cina y 100 pg/ml penicilina-estreptomicina) (MEM-C), todos de Life Technologies,
en condiciones de humedad a 37 °C con 5% CO, (Escalante-Ochoa et al,, 1996).
La infeccion de la monocapa se llevd a cabo en placas de poliestireno de
24 pozos (NUNC™ Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), con cubreobjetos esté-
riles de 12 mm de didmetro para realizar las inmunofluorescencias. Las células se
colocaron en una concentracion inicial de 5x 10% células por pozo y se incubaron
por un periodo de 24 horas, hasta alcanzar una confluencia de 60-70%. De forma
paralela, se prepararon placas sin cubreobjetos para realizar pases ciegos de los
cultivos en caso de ser necesario.

Proceso de infeccién

Para realizar la infeccién se retird el medio MEM-C de los pozos y se afiadie-
ron 100 pl del sobrenadante de las muestras clinicas. Se usaron dos pozos por
muestra, tanto para el diagnéstico mediante inmunofluorescencia como para los
pases ciegos subsecuentes. Cada placa contd con dos pozos infectados con la cepa
C. abortus A22 como controles positivos y una muestra testigo negativa, también
por duplicado.

Las microplacas se colocaron en una incubadora con rotacion orbital a 50 rpm,
durante una hora a 37 °C en condiciones de humedad. Posteriormente se afia-
dieron 900 pl de MEM-C a cada pozo y se incubaron a 37 °C en condiciones de
humedad y 5% de CO, por 72 horas mas. Pasado este tiempo, las placas sin
cubreobjetos se conservaron a -70 °C; las placas con cubreobjetos se lavaron tres
veces con PBS, durante cinco minutos cada vez. Se aspird el PBS y las monocapas
se fijaron con 1 ml de metanol a -20 °C por 10 minutos. El metanol se retird y las
placas se dejaron secar a temperatura ambiente.

Inmunofluorescencia directa
La identificacién de las inclusiones intracitoplasmaticas producidas por Chlamydia
spp. se realizé utilizando inmunofluorescencia directa con el estuche comercial
IMAGEN™ Chlamydia DakoCytomation LTD (Cambs, UK), el cual detecta el li-
popolisacérido de la bacteria por medio de anticuerpos monoclonales marcados
con fluoresceina. Se tomaron 25 pl de los anticuerpos marcados con fluorescei-
na-5-isotiocianato, se diluyeron 1/10 en PBS y se agregaron 2 pl de azul de Evans
(0.5%) para contrastar la tincién; éstos se afadieron a cada pozo de la placa,
seguido de la incubacion en una cdmara himeda durante 30 minutos a 37 °C. Se
lavaron tres veces durante cinco minutos con PBS y los cubreobjetos se sacaron de
los pocillos y se dejaron secar a temperatura ambiente (Vanrompay et al., 1994).
Luego los cubreobjetos se montaron en laminillas de vidrio con el medio de
montaje Vectashield® (Vector Laboratories,Inc, Burlingame, CA, USA) y se fijaron
con barniz de unas transparente. Las preparaciones se analizaron en un microsco-
pio de fluorescencia Leica DM1000 (magnificacion 40X).
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En caso de no observar inclusiones citoplasméticas en la primera lectura, se
llevd a cabo un segundo pase tomando las células de los pozos sin cubreobjetos,
previamente conservadas a -70 °C. Estas placas se congelaron y descongelaron
cinco veces para lisar las células v liberar las bacterias. El contenido se transfirio a
microtubos estériles y se infectd un nuevo cultivo siguiendo el procedimiento an-
tes descrito. Las muestras solo se consideraron como negativas después de haber
llevado a cabo dos pases ciegos sin observacién de inclusiones citoplasmaéticas.

Identificacion de C. abortus por PCR
El ADN se extrajo de fibroblastos de raton L929 infectados con las cepa ATCC de C.
abortus A22. Se tomaron 200 pl del cultivo celular infectado y se inactivé por calor
en bafio Marfa a 80 °C durante 20 minutos.

La extraccién del ADN de las muestras clinicas se realizd con el método de
fenol-cloroformo y se utilizaron 500 pl de las muestras de exudado vaginal en
medio de transporte, de acuerdo con el protocolo descrito por Sambrook y Russell
(2001). También se extrajo el ADN de fibroblastos de ratén L929 sin infectar, para
usarlo como testigo negativo en el PCR, siguiendo el mismo procedimiento.

Primers
Los primers utilizados para la identificacién de C. abortus se disenaron a partir del
gen 165 RNAr con el programa /DT SciTools Primer Quest™M, que amplifica 342 pb:

“forward” (5'-TGAGGCTGATGACTGGGATCAAGT-3") y
“reverse” (5'-GTCAATGCCAAGGCATCCACCAAT-3").

La PCR se realizé en un termociclador Thermo Hybaid PCR Express. Las reacciones
se llevaron a cabo en un volumen de 50 pl con amortiguador de PCR 1X, MgCl,
3 mM, dNTP 400 pM, 25 pmol de cada primer, 1 U de Taq Polimerasa (Invitrogen,
Life Technologies) y 25 ng de ADN del cultivo infectado con la cepa ATCC de C
abortus A22 como testigo positivo o bien con el cultivo de fibroblastos de raton
1929 sin infectar.

Adicionalmente, se utilizd el ADN de diferentes bacterias que pudieran estar
involucradas en abortos en caprinos, incluyendo a Brucella abortus, Leptospira
hardjo, Histophilus somni, Salmonella typhy, Campylobacter jejuni, Campylobac-
ter fetus y Mycoplasma bovis. El programa para la amplificacion del ADN de
C. abortus con los primers del gen 16S RNAr fue el siguiente: una desnaturali-
zacioén inicial de cinco minutos a 95 °C, seguida de 40 ciclos que incluyeron un
minuto a 95 °C, 30 s a 63 °Cy un minuto a 72 °C, para concluir con un paso de
extension final de 10 minutos a 72 °C.

Los productos de la amplificacién se observaron en un gel de agarosa al 1%,
tefiidos con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) (Sambrook y Russell, 2001) y se anali-
zaron en un fotodocumentador (Kodak, Gel Logic200, Rochester, New York, USA)
con el programa Kodak Molecular Imaging v.4.0.2.
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Andlisis estadistico

La PCR utilizada en este estudio se evalué con un cuadro corriente de concordan-
cia. Se consideraron tres pardmetros: sensibilidad, especificidad y el valor predic-
tivo de la prueba (positiva y negativa). También se determind la validez de la PCR
(Armijo, 1994; Greenberg et al., 2002). Con la finalidad de establecer el grado de
concordancia entre las pruebas diagnosticas, se determind el coeficiente de Kappa
(Cohen, 1960).

Resultados

Pruebas seroldgicas y aislamiento bacterioldgico

Los 125 sueros de las cabras fueron negativos a brucelosis. Sin embargo, en el
ELISA, para el diagndstico de C. abortus, 12 de las 125 cabras fueron positivas
(9.60%). El proceso para el aislamiento e identificacién de Chlamydia spp. en
cultivo celular e inmunofluorescencia directa dio como resultado 34 animales po-
sitivos de 125 (26.98%) (cuadro 2).

PCR
La PCR no amplifico el ADN de L. hardjo, H. somni, S. typhi o M. bovis; sin embargo,
si se observo amplificacion con el ADN de B. abortus, C. jejuni y C. fetus. También
se identificé C. abortus pues los amplicones para esos agentes bacterianos fueron
de 900 pb para B. abortus, 400 pb para C. jejuni y 800 pb para C. fetus.

El resultado de las pruebas a partir del exudado vaginal de las cabras fue de
30 animales positivos (23.8%) (cuadro 2), lo cual demostrd una sensibilidad de
70.58% y una especificidad de 93.47% (utilizando el aislamiento a partir de culti-
vos celulares como la prueba de referencia). El valor predictivo positivo de la PCR
fue de 80% vy el valor predictivo negativo de la PCR fue de 89.58%. Asi, la validez
de la prueba fue de 87.30%.

Como se muestra en el cuadro 2, solo siete cabras fueron positivas a las tres
pruebas diagnosticas (ELISA, aislamiento bacteriano y PCR).

El grado de concordancia entre los tres métodos diagnosticos con el coeficien-
te de Kappa fue el siguiente (Landis y Koch, 1977):

I Aislamiento bacterioldgico (considerado como la prueba de oro) y PCR = 0.91,
(muy alto)

I ELISAYy aislamiento bacteriologico = 0.80 (alto)

I ELISAyPCR=0.20 (bajo)

Discusién

En México, la clamidiosis en caprinos causada por C. abortus es considerada como
una enfermedad exdtica por las autoridades sanitarias (SAGARPA, 2007); sin em-
bargo, cada vez existe més evidencia de su presencia en el pafs. Esta investigacion
demostro, por medio del aislamiento e identificacién del microorganismo, la pre-
sencia de C. abortus en los rebafios estudiados y este resultado incrementd la
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Cuadro 2. Comparacion de las tres pruebas de diagnostico para el aborto
enzootico de los pequefios rumiantes. La PCR y el aislamiento bacteriano
se realizaron a partir de exudado vaginal de cabras que habian parido o
abortado recientemente. La ELISA se llevé a cabo con el estuche comercial
IDEXX Chlamydiosis Verification Test (IDDEX Laboratories, Inc.).

> Aislamiento ELISA
7 + + +

17 + + .
1 + - +
2 - + +
9 + - -
5 - + -
2 - . -

83 - - -

126 34 30 12

posibilidad de que los abortos ocurridos poco antes de la toma de las muestras
pudieran estar ocasionados por C. abortus.

Se han reportado pocos aislamientos de Chlamydia y solo se cuenta con
pruebas moleculares y seroldgicas; por el momento no existe evidencia de la en-
fermedad causada por C. pecorum (Mora-Diaz et al., 2009; Aguilar et al. 2011;
Campos-Hernéndez et al., 2014).

En 2007, se analizaron mediante ELISA un total de 1105 sueros de cabras
provenientes de diferentes estados mexicanos donde la caprinocultura es una
actividad importante (Tlaxcala, Estado de México, San Luis Potosi, Guanajuato y
Querétaro). Para ello se uso el estuche comercial IDEXX Chlamydiosis Verification
Test (IDDEX Laboratories Inc.). A partir de los sueros se obtuvo una seropositividad
global de 3.17% hacia C. abortus, con una variacion de 0 a 24% entre los rebafos
estudiados (Mora-Diaz et al., 2009).

En 2010y 2011, la prueba ELISA se usé en un estudio de seis regiones mexi-
canas consideradas como las mds importantes zonas caprinas: Puebla, Guerrero,
Baja California Sur, Comarca Lagunera, Tlaxcala y San Luis Potosi. En este caso se
encontraron los siguientes porcentajes para cada una de las regiones menciona-
das: 0.18%, 4%, 5%, 7.3%, 10%, y 11%, respectivamente. En dicho estudio, los
investigadores tomaron muestras de cabras mayores de dos afos en unidades de
produccién con historiales de abortos (Aguilar et al,, 2011). Campos-Hernandez et
al. (2014) demostraron una alta seroprevalencia e hicieron la identificacion mo-
lecular de C. abortus en granjas comerciales de caprinos lecheros de una region
tropical en México, aunque no se llegd al aislamiento bacteriolégico del microorga-
nismo. Sus resultados, aunados a los de este andlisis, indican con claridad que el
AEPR estd presente en México.

Sin embargo, como se considera una enfermedad exdtica, alin no existen
pruebas validadas y aprobadas en México que puedan usar los laboratorios para el
diagnostico rutinario, hecho que hace la identificacién oportuna més complicada.
Es importante contar con pruebas estandarizadas que se apliquen de forma rpida
cuando se sospeche de la presencia de una enfermedad exdtica.
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Aqui se demuestra también la utilidad de la PCR como herramienta para evi-
denciar la existencia de C. abortus en una regién considerada en riesgo. No obstan-
te, es importante emplear varias técnicas durante el proceso de diagndstico, ya que
la prueba ELISA es muy sensible, pero no indica la presencia de la enfermedad,
sino solamente demuestra la exposicion al agente etiologico. Asi que los tres mé-
todos de diagnostico empleados resultan complementarios y son de gran valor en
zonas donde se sospecha que C. abortus es la causa de los abortos.

La razdn de trabajar con estos seis rebarios del estado de Guanajuato se debid
a que sus propietarios mencionaron que habfan tenido problemas de abortos en
anos recientes, particularmente en el ultimo tercio de la gestacién y ademds con
cabritos nacidos débiles que murieron poco después del alumbramiento. Esta es
una zona endémica de brucelosis y esta bacteria pudiera ser la causante de los
abortos, pero se descart esta causa, porque son rebafios libres de la enfermedad
y cuentan con su certificado oficial.

Cabe resaltar que, de los siete animales que fueron positivos a todas las prue-
bas aplicadas, dos habifan abortado un mes antes de extraer las muestras. Esto
indica que, ain un mes posterior al aborto, los animales podrian seguir excretando
las bacterias a través de los fluidos vaginales.

Es importante enfatizar que estos seis rebafios posefan animales de alto valor
genético, cuyo potencial reproductivo se vio disminuido por la infeccion con C
abortus. Se estima que las pérdidas causadas por un aborto son de US$ 300.00
ddlares. Estas unidades de produccién son proveedoras de pie de cria para rebarios
en otras regiones de México, por lo que es de suma importancia implementar un
programa para controlar la enfermedad.

Conclusiones

Aungue otros agentes causantes de abortos en cabras se consideran exéticos en
México —y, por lo tanto son dificiles de investigar debido a la falta de reactivos y
pruebas diagndsticas—, en este trabajo se demostro, por medio de pruebas sero-
l6gicas, moleculares y finalmente por aislamiento bacteriano, que C. abortus esté
presente en los rebafos caprinos mexicanos. Aunque la mejor concordancia de la
prueba Kappa fue entre el aislamiento bacteriano y la PCR, se considera que las
tres pruebas diagnosticas son complementarias. De esta manera, las autoridades
sanitarias veterinarias de México deberian considerar a la clamidiosis como endé-
mica, con el proposito de establecer los procedimientos sanitarios para controlar su
diseminacion y prevenir la transmisién a los humanos.
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