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RESUMEN

En el presente estudio se ha investigado el posible papel de las bacterias del género Chlamydia en una
explotacién porcina con una historia clinica de abortos. Posteriormente se ha realizado una encuesta serol6gi-
ca, utilizando una técnica ELISA, en una serie de explotaciones de la Regién de Murcia elegidas al azar.
Hemos confirmado la presencia de clamidias como causantes de los problemas de aborto de la explotacién en
estudio. Los resultados de la encuesta serol6gica han mostrado una seroprevalencia por individuos del 49,3%
(502/1018), mientras que la seroprevalencia por explotaciones ha sido del 47,1% (16/34).
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ABSTRACT

In the present study have been evaluated the role of Chlamydia as pathogen in a swine herd with a clinical
history of abortions. In addition, it have been accomplished a serologic survey by ELISA in 34 herds randomly
selected. The results confirmed the presence Chlamydia as the etiological agent of the abortions.The survey
results showed an indivual seroprevalence of 49.3% (502/1018) and a herd seroprevalence of 47.1% (16/34).
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INTRODUCCION

El género Chlamydia estd constituido por
bacterias intracelulares obligadas, que presen-
tan un ciclo evolutivo tnico entre los Procario-
tas. Estos microorganismos poseen dos formas
evolutivas, una forma infecciosa que penetra en
la célula eucariota, denominada cuerpo elemen-
tal (CE), y una forma metabdlicamente activa o
cuerpo reticular (CR), que se divide por fisién
binaria para dar lugar a una microcolonia o in-
clusién clamidial. Dentro del género Chlamydia
existen tres especies clasicas; dos de ellas son
patégenas para el hombre, C. trachomatis y
C. pneumoniae, y la otra es patdgena tanto para
el hombre como para numerosas especies ani-
males, C. psittaci. Recientemente ha sido pro-
puesta una cuarta especie, C. pecorum, a partir
de cepas de baja virulencia aisladas de rumian-
tes (FUKUSHI e¢ HIRAI, 1992) o de cerdos
(STORZ et al., 1994).

La clamidiosis es una infeccién ampliamen-
te difundida en el reino animal, afectando a nu-
merosas especies tanto aviares como mamife-
ras. En el caso de los mamiferos, tienen especial
interés las clamidiosis de los pequeiios rumian-
tes, debido a las fuertes pérdidas econémicas
que provoca el aborto inducido por C. psittaci
(CUELLO et al., 1992). Sin embargo, en el res-
to de especies mamiferas de interés veterinario,
excepto en el gato donde provoca una querato-
conjuntivitis asociada normalmente a una grave
neumonia (WILLS et al., 1988), no estd todavia
suficientemente estudiado el papel de C. psitta-
ci 'y C. pecorum como agentes pat4genos.

En el cerdo se han asociado cldsicamente las
clamidias a la infeccién secundaria de animales
infectados con Mycoplasma hyopneumoniae,
agravando el cuadro pulmonar junto a otras bac-
terias pertenecientes a algunos géneros como
Pasteurella y Haemophylus. No obstante, se ha
demostrado que las clamidias son capaces de
provocar lesiones pulmonares, en concreto neu-
monia exudativa, actuando como patégenos pri-
marios en una infeccién experimental (HARRIS
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et al., 1984). Ademds, se han encontrado clami-
dias como causantes de afecciones genitales en
verracos (uretritis y orquitis) (SARMA et al,
1983), abortos y mortalidad perinatal en cerdas
(WOOLLEN et al., 1990), procesos entéricos
(NIETFELD et al., 1993) asi como en conjunti-
vitis y queratoconjuntivitis (ROGERS et al.,
1993). La especie clamidial que normalmente
se asocia a las infecciones porcinas es C. peco-
rum, sin embargo ciertos autores (STORZ et
al., 1994) han aislado cepas porcinas con carac-
teristicas biolégicas semejantes a las de C. tra-
chomatis, lo que concede a estos aislamientos
un interés no solo clinico, sino también taxon6-
mico.

El objetivo de este trabajo ha sido, en primer
lugar, constatar la presencia de infeccién clami-
dial en un colectivo porcino con un historial
clinico de abortos y mortalidad perinatal, donde
se habian descartado las etiologias mas usuales
de estos procesos en la especie porcina. Con
posterioridad y ante la total falta de informacién
acerca de la incidencia de este microorganismo
en nuestro pafs, y en particular en nuestra Re-
gién, hemos puesto a punto una técnica de tipo
ELISA para realizar una encuesta serolégica ini-
cial, que sirva de base a posteriores estudios
epidemiolégicos.

MATERIAL Y METODOS
Muestras: Escobillones vaginales

Se han recogido muestras vaginales de siete
cerdas abortadas en el dltimo tercio de gesta-
cion, la toma de éstas se ha llevado a cabo con
escobillones vaginales entre los dias 2-6 posta-
borto.

Muestras: Sueros

Se han analizado 1.018 muestras de sueros
pertenecientes a 34 explotaciones de la Regién
de Murcia, seleccionadas aleatoriamente. El ni-
mero medio de sueros por explotacién fue de
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30, con un maximo de sueros de 84 y un mini-
mo de 10. Los sueros fueron remitidos por el
Laboratorio Agrario Regional (L.A.R.).. Como
suero control positivo se utilizé una mezcla de
sueros obtenidos de una explotacién porcina con
una historia clinica de abortos y mortalidad pe-
rinatal y que presentaban titulos de 1/160 o su-
periores para la reaccién de fijacién del comple-
mento (RCF) y de 1/320 o superiores para la
inmunofluorescencia indirecta (IFI). La toma de
muestras de sueros se realizé dentro de la sema-
na posterior al aborto. Como sueros control ne-
gativo se utilizaron sueros cedidos por la granja
experimental del INRA en Nouzilly (Francia);
estos sueros procedian de lechones y tanto éstos
como sus madres fueron analizados previamen-
te y resultaron negativos a la clamidiosis, tanto
mediante RFC como mediante IFI. Estas dos
técnicas utilizadas para analizar tanto los sueros
control positivos como los negativos han sido
descritas en anteriores publicaciones (CUELLO
et al., 1992; SALINAS et al., 1993).

Bacterioscopia

A partir de las improntas realizadas con los
escobillones utilizados en las cerdas abortadas
se utiliz6 una técnica tintorial cldsica, la de
STAMP et al., (1950); posteriormente se reali-
z6 una IFI para detectar antigenos (SALINAS
et al., 1995), utilizando como anticuerpo prima-
rio el anticuerpo monoclonal ADS5SAS8
(SOURIAU et al., 1994) dirigido contra el lipo-
polisacdrido de membrana, antigeno comiin a
todas las especies del género Chlamydia.

ELISA indirecta
Para la realizacién de la técnica ELISA indi-

recta, hemos seguido el protocolo de CEVENI-
NI et al., (1989) para el estudio serolégico en

1 Actualmente LAYMA (Laboratorio Agrario y del
Medio Ambiente).

pequefios rumiantes y que utilizaba como anti-
geno CE purificados.

Como antigeno se ha utilizado la cepa de
C. psittaci AB7 (cedida por la Dra. Rodolakis
del INRA-Nouzilly) aislada de un aborto ovino.
Esta cepa ha sido propagada mediante inocula-
¢i6n en sacos vitelinos de embriones de pollo de
7 dfas. La purificacién se realizé siguiendo el
método de CALDWELL et al., (1981) con al-
gunas modificaciones. Brevemente, los sacos
vitelinos obtenidos, una vez muertos los em-
briones, se sometieron a un proceso de ruptura
con microesferas de vidrio estériles, el resulta-
do se resuspendi6 en tampén fosfato-salino
(PBS), pH 7,2, (3 ml por cada saco vitelino) y
se centrifugé a 500 g durante 10 minutos para
separar los restos celulares de mayor tamafio
por un lado y la fraccién lipidica por otro. La
porcién intermedia resultante se coloc6é sobre
una solucién de 8 ml de Renografin 76® (ditri-
zoato de meglumina y ditrizoato sédico) (Sche-
ring) al 35% en PBS y se centrifugé en un rotor
Beckman SW28 a 43.000 g durante una hora a
4°C. El precipitado resultante se recogi6é en 3 ml
de PBS y se colocé sobre un gradiente disconti-
nuo de Renografin en PBS, consistente en 5 ml
al 62%, 8 ml al 40% y 13 ml al 30%, este
gradiente se centrifugé a 43.000 g durante una
hora a 4°C. La banda localizada en la interfase
entre el 62% y el 40% se recogi6 (5 ml), combi-
ndndose con 15 ml de PBS y centrifugdndose de
nuevo a 43.000 g durante una hora a 4°C. El
precipitado final resultante con las clamidias
purificadas se diluy6 al 1/5 en PBS adicionado
con sacarosa (0,2 M) y se alicuoté y almacené a
-70°C hasta el momento de su empleo.

Para la puesta a punto de la técnica se
emplearon diferentes diluciones del antigeno
(1/1000, 1/2000, 1/4000, 1/8000) en tamp6n car-
bonato-bicarbonato 0,05 M (pH 9,6) que se dis-
tribuyeron a razén de 100 pl por pocillo en las
placas de ELISA de 96 pocillos (Costar), dejn-
dose durante 18 horas en agitacién continua (100
rpm) a 4°C. Una vez antigenadas las placas se
realizé un bloqueo de las uniones inespecificas
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afiadiendo 100 ml por pocillo de PBS con un
5% de leche descremada (PBS-LD) durante 15
minutos a temperatura ambiente. A continua-
cién se anadieron 100 pl/pocillo de las dife-
rentes diluciones en PBS-LD (1/25, 1/50, 1/100,
1/200) de los sueros controles, incubandose du-
rante una hora a 37°C. Tras esto se lavaron las
placas tres veces durante 5 minutos cada vez,
utilizdndose como solucién lavadora PBS con
un 0,05% de Tween-20. Se aiiadi6 posterior-
mente a cada pocillo 100 ml de suero anti-IgG
de cerdo, obtenido en cabra, conjugado con la
enzima peroxidasa (The Binding Site), y dilui-
do en PBS-LD siguiendo las instrucciones reco-
mendadas por el fabricante (1/2000), y se dejé
incubar durante una hora a 37°C. A continua-
cién se lavé de nuevo de la forma antes indica-
da. Como sustrato de la reaccién enzimadtica se
utilizé 4cido 2,2-azinobis 3-etilbenzotiazolina-
6-sulf6nico (ABTS) en un tamp6n citrato (pH
4) con 200 ml/100 ml de una solucién de pe-
réxido de hidrégeno al 33%. De esta mezcla se
afiadieron 150 ml a cada pocillo. Tras 30 minu-
tos a temperatura ambiente y en la oscuridad, se
leyeron los resultados en un espectrofotémetro
Titertek Multiskan® a 414 nm.

A partir de los sueros negativos se calcul6 el
umbral de positividad para ELISA, utilizando la
férmula de MARKEY et al., (1993): media de
las densidades 6pticas de los sueros negativos
mads 3,5 veces su desviacién tipica. Aplicando
esta férmula en nuestra experiencia situamos el
umbral de positividad a partir de un densidad
Optica de 0,400.

El mismo protocolo es el utilizado para la
encuesta seroldgica, empleando el antigeno y el
suero problema a las diluciones 6ptimas esta-
blecidas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Bacterioscopia

Todas las muestras procedentes de los esco-
billones vaginales de las cerdas abortadas resul-

BUENDIA, A. J. et al.

taron ser positivas a la tincién de Stamp, apare-
ciendo las tipicas inclusiones de Chlamydia en
el interior de las células. Igualmente fueron po-
sitivas a la inmunofluorecencia indirecta, detec-
tdndose el LPS clamidial. Hasta el momento, y
debido a la alta tasa de contaminacién bacteria-
na de las muestras y a la propia dificultad que
entraiia el cultivo de las cepas porcinas de Chla-
mydia (STORZ et al., 1994), donde se requieren
entre 10 y 12 pases ciegos (ANDERSEN y RO-
GERS, 1994), no nos ha sido posible el aisla-
miento de la cepa causante del cuadro abortivo.

Puesta a punto de la técnica ELISA

En primer lugar comparamos los resultados
obtenidos con las diferentes diluciones tanto del
suero control positivo (Figura 1.A), como del
control negativo (Figura 1.B) con diferentes di-
luciones del antigeno purificado. Posteriormen-
te se llevé a cabo un control de las posibles
reacciones inespecificas (ruido de fondo), cuan-
do no se colocaba en el pocillo el antigeno cla-
midial (Figura 2). A la luz de estos datos esta-
blecimos que la dilucién 6ptima de los sueros
para su andlisis, o lo que es lo mismo, aquella
que nos proporciona una mayor reaccién con un
minimo ruido de fondo, es la dilucién 1/100.

Seguidamente se calculé la dilucién 6ptima
del antigeno en relacién con la dilucién 6ptima
de los sueros (Figura 1). En este caso, y tenien-
do en cuenta que la produccién del antigeno es un
proceso relativamente complejo, nos hemos incli-
nado por la 1/4000, aunque la dilucién 1/2000
ofrecia unas densidades épticas algo superiores.
Hay que sefialar que nos movemos en un mar-
gen muy amplio entre los sueros negativos y los
positivos, lo que nos permite estas combinaciones
de dilucion del suero y del antigeno con la seguri-
dad de no alterar la eficacia de la técnica.

Encuesta serologica

Los resultados de las densidades épticas ob-
tenidas en los diferentes sueros quedan refleja-
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A. Sueros positivos

—a— Suero al 1/25
—e— Suero al 1/50

2,40 —a— Suero al 1/100
—e— Suero al 1/200
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1/1.000 1/2.000 1/4.000 1/8.000
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B. Sueros negativos
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—e— Suero al 1/200,
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Ficura 1. Célculo de la dilucién 6ptima para el antigeno y para el suero. A. Sueros positivos. B. Sueros
negativos. La flecha indica el valor elegido. DO: Densidad 6ptica.
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0.4 —a— Suero positivo
’ —e— Suero negativo
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DO 0,2 +
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Dilucién del suero

FiGura 2. Control del ruido de fondo de los sueros positivos y negativos cuando las placas no se antigenan. La
flecha sefiala la dilucién 6ptima del suero. DO: Densidad 6ptica.
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FiGura 3. Resultados de la encuesta serolégica, distribuidos por valores de densidad 6ptica (DO), obtenidos
con la técnica ELISA.
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dos en el histograma de la figura 3. Aplicando,
como hemos referido anteriormente, un umbral
de positividad de 0,400, el porcentaje de sueros
positivos es del 49,3% (502/1018), cifra bastan-
te alta si tenemos en cuenta que en la inica
encuesta serolégica (HARRIS, 1976) de la que
tenemos noticia en Europa, el porcentaje de po-
sitivos fue del 16%. Sin embargo, esta encuesta
fue realizada mediante la prueba de fijacién del
complemento, y esta prueba puede presentar
bastantes problemas de sensibilidad cuando se
trabaja con sueros de titulos bajos. Es posible
incluso, que al igual que sucede con los peque-
fos rumiantes (RODOLAKIS y SOURIAU,
1989), los cerdos presenten infecciones inapa-
rentes a nivel intestinal que compliquen el diag-
néstico seroldgico de los casos de significacion
clinica. Es por tanto necesario intentar relacio-
nar la presencia de anticuerpos contra Chlamydia
con la aparicién de procesos patolégicos asocia-
dos con esta bacteria (conjuntivitis, abortos o
neumonias), hecho que, hasta el momento, sélo
lo hemos podido constatar en una explotacion,
donde la existencia de un grave problema de abor-
tos vino acompaiiado de una fuerte reaccién sero-
16gica contra Chlamydia, detectada tanto por RFC
e IFI como por nuestra técnica ELISA.

La seroprevalencia por explotaciones es del
47,1% (16/34), siendo de destacar la elevada
presencia de seropositivos en las explotaciones
afectadas, ya que en 12 de estas 16, mds del
80% de las muestras de suero manifestaron esta
caracteristica, mientras que s6lo en una de las
explotaciones, los positivos fueron menos del
20% de los sueros analizados. Estos datos coin-
ciden con las caracteristicas de la infeccién cla-
midial en los pequefios rumiantes, donde los
animales que han padecido la enfermedad que-
dan como portadores durante un periodo més o
menos largo de tiempo con altos titulos de anti-
cuerpos y excretando clamidias, siendo la causa
de la perpetuacion de la infeccién en el colecti-
vo y de la aparicién de nuevos casos clinicos en
animales que entran en contacto con el microor-
ganismo por primera vez.
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