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RESUMEN

Se han analizado 970 muestras de suero sanguineo de ovinos y 496 de caprinos mediante reaccién de fijacién del com-
plemento (RFC) e inmunofluorescencia indirecta (1FI) frente a antigeno clamidial, detectandose por RFC un 25,05% de po-
sitividad entre los primeros, y un 14,31% entre los segundos. La IFI detecta positividad en todos los sueros con titulo 1/40 o
superior por RFC, y sélo al 52,17% entre los positivos a 1/20. E! 50% de los rebafios ovinos y el 16,66 de los caprinos,
muestran clamidiosis activa, en el resto, la clamidiosis se manifiesta como infeccién latente,

Se aislan cuatro cepas de C. psitraci, tipificadas como serotipo | mediante anticuerpos monoclonales.

Palabras clave: Chlamydia psittaci, Fijacion del complemento, Inmunofluo- rescencia, Infeccion activa.

SUMMARY

Complement fixation test (CFT) and indirect immunofluorescence test (IF1) with clamidial antigen were carried out
with 970 ovine serum samples and 496 caprine serum samples; 25,05% of ovine sera and 14,31 of caprine sera were positi-
ves by CFT. the [FI showed positive results in all positive sera by CFT with 1/40 titer or more, and only in 52,17% of sera
wich were positives at 1/20 dilution by CFT. Active Clamidiosis was presented in the 50% of ovine flocks and in the
16.66% of caprine flocks, in the remains flocks, the clamidial infection appeared as latent infection.

Four Strains of C. psirtaci were isolated, and typificated as serotipe | by monoclonal antibodies.

Key words: Chlamydia psittaci, Complement fixation test, Immunofluorescence, Active infection.

1. Este trabajo ha sido subvencionado por la Consejeria de Cultura, Educacion y Turismo de la Regién de Murcia. Proyec-
to PCT 90/11.
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INTRODUCCION

Chlamydia psittaci es una bacteria pardsita in-
tracelular obligada. que da lugar a toda una serie
de sindromes muy variados, tanto por su sintoma-
tologia como por su presentacion en gran nimero
de especies animales, tanto mamiferas como avia-
res (MILON et al. 1983). La infeccion por este
microorganismo, en la mavoria de las ocasiones.
se eslablece de forma larvada, dando lugar a pre-
sentaciones asintomaticas en virtud del estableci-
miento de un equilibrio hospedador-parisito, gue
ocasiona un gran nimero de infecciones inaparen-
tes (LAGNEAU, 1979), que dan lugar a la pre-
sencia de portadores asintomadticos que pueden
climinar el agente infeccioso, y que ante situacio-
nes de estres, desarrollan un proceso clinico
(BLANCO, 1967 BLANCO et al. 1979 MILON
et al. 1983) con importantes pérdidas econdmicas.

En ovinos y caprinos. la principal manifesta-
¢ién de la clamidiosis es el aborto, “aborto enzo-
6tico” (AITKEN et al. 1981). que cuando se pre-
senta en un rebafio como consecuencia de una
primoinfeccion, puede llegar al 25- 30%
(STORZ, 1966), al 30% (BLANCO, 1967) y has-
ta el 75% (LAGNEAU, 1979), afectando a hem-
bras de cualquier edad y paridera en estos casos.
siendo normal que tras este primer episodio, la ta-
sa de abortos se sitie en torno al 5%, afectando
ahora s6lo a las primiparas. aunque se han encon-
trado (CUELLO, 1979) situaciones con un 10-
209 de abortos en rebafios con infeccion clami-
dial establecida. Concomitdntemente con el abor-
to es frecuente la mortalidad perinatal (STORZ.
1966; BLANCO. 1967: KRISHNA y RAJYA,
1985). asi como la aparicién de otros cuadros ta-
les como artritis, queratitis. neumonias (BLAN-
CO, 1967, 1975) y meningoencefalitis (BLAN-
CO, 1969: BLANCO ¢t al., 1977} en el mismo
rebafio.

Dada la variedad de formas clinicas de la in-
feccién clamidial. y la importancia de los porta-
dores en la transmision y difusion de la misma, el
diagnéstico ha de basarse tanto en la identifica-
cion del agente causal del proceso clinico yu esta-
blecido, como en la deteccion de portadores: un
tercer aspecto que cabria considerar es que el
diagndstico individual, salvo excepciones (aves

exiticas sospechosas), tiene un valor muy limita-
do. debiéndose realizar un diagnéstico de colecti-
vO.

El diagnéstico directo pasa por la bacteriosco-
pia de extensiones de material patoldgico tenidas
por Stamp, Macchiavello. Giemsa, o bien por téc-
nicas de inmunofluorescencia, confirmando la
etiologia precisa mediante el aislamiento de C.
psittaci sobre saco vitelino de embrion de pollo o
sobre lineas celulares (HeLa. McCoy, BHK-21)
(HOBSON e¢r al.. 1977. HOOD Y McMARTIN,
1985).

En el diagndstico indirecto la reaccion de fija-
cion del complemento (RFC) es la mds utilizada
en pequefios rumiantes (SAINT-AUBERT er af..
1975), asi como las téenicas inmunoenzimdticas
(ELISA) (LOMBARD. 1987) y la inmunofluo-
rescencia indirecta (IF1) (SALINAS ez al., 1991).

MATERIAL Y METODOS

Se han analizado mediante RFC. un total de
1466 muestras de suero sanguineo correspondien-
les a catorce rebanos (ocho ovinos. con 970
muestras y seis caprinos, con 496) de la Region
de Murcia, cuya distribucion se refleja en los cua-
dros 1y 1L lo gue supone el 82.16% del censo de
los efectivos muestreados. La [FI se realizo sobre
los sueros positivos por RFC. Asi mismo se han
estudiado microbiologicamente ocho casos de
aborto ovino (rebaios A y H) y cuatro caprinos
(rebafo L).

Para la RFC se ha seguido la microtécnica de
SAINT-AUBERT et al. (1975). utilizando dos
dosis minimas hemoliticas de complemento cn
volumenes de 25 pl, y suspension de hematies de
carnero al 2%. Se ha empleado tampdn veronal
(OXOID), tanto para las dilucidnes de los sueros,
dobles a partir de la 1/10, como para la de los de-
mis reactivos, Como antigeno se ha utilizado una
suspension de C. psittaci cultivada sobre saco vi-
telino (VIRION). Se ha tomado como indicativa
de infeccidn, la positividad a la dilucién [/20.

Con los sueros positivos por RFC, se ha reali-
zado la IFI segin SALINAS et al. (1991), emple-
dndose como antigeno un cultivo de células Mc-
Coy infectadas con C. psittaci AB7 (RODOLA-
KIS y SOURIAU. 1989). Como para la RFC, se
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ha considerado como indicativa de infeccion, la
positividad a partir de la dilucién 1/20.

A partir de las envueltas fetales y drganos de
los fetos (pulmon. higado, bazo. abomuso), se re-
alizaron macerados en tampén sacarosa-fosfas-
to-glutamato (BOVARNICK. 1950), y tras cen-
trifugacion a 6000 g a 4°C, durante 120 min, y
filtrado del sobrenadante por 0.45 pm, se proce-
dio a inoculacion de los mismos en saco vitelino
de embridn de pollo de siete dias de incubacion.

RESULTADOS

La RFC detecta anticuerpos fijadores en el
25,05% de los sueros ovinos y en el 14.31% de
los caprinos, llegando el titulo en el primer caso
hasta la dilucion 17160 y hasta la 1/80 en el se-
gundo (cuadros 1y 2).

La IFI, aplicada sobre los sueros positivos por
RFC, muestra positividad en el total de los casos
en que el titulo por REC es de /40 o superior,
mientras que en los de titulo 1/20, la IF] sélo se
muestra positiva en el 48.27% de los sueros ovi-
nos y en el 56,14% de los caprinos.

Mediante inoculacion en embrion de pollo. se
han aislado cuatro cepas (tres ovinas y una capri-
na) de C. psittaci. upificadas como seratipo | por
IFI con anticuerpos monoclonales especificos,
obtenidos tras fusion de células de mieloma no
secretor P3 X-16 AgB8653, con linfocitos proce-
dentes de bazo de ratén Balb/c inoculado con la
cepa abortiva AB7 de C. psintaci (SALINAS et
al.. 1992),

DISCUSION

El porcentaje de resultados positivos por REC
en ovinos (25,05%), es similar al obtenido por
CUELLO (1979) (27,83%). y superior al resena-
do por ANDREANI er al. (1986) en Italia
(19.0%), y al encontrado en Grecia por MANGA-
NA y MASTROYANNI (1986) (14.4%. cuadro
4). posiblemente debido a que el nimero de
muestras por rebano fue muy elevado (121,25
sueros de media, frente a 25,97 v 18,98 en los ca-
sos de Grecia e Italia).

En caprinos, los datos de positividad por la
misma técnicd, son claramente inferiores a los al-

canzados en ovinos, acercdindose a los aportados
por los autores mencionados, lo que, junto con el
heche de que s6lo en dos muestras se supere el ti-
tulo de 1/40. parece indicar que en esta especie,
la respuesta inmunitaria a C. psittaci es mas baja,
hecho que se traduce en que sélo el 1431 % de
los animales muestran niveles de anticuerpos sig-
nificativos de infeccion.

La IFl se aplico con el fin de confirmar los re-
sultados positivos obtenidos por RFC. obtenién-
dose positividad en todos los casos en los que el
titulo por RFC es de /40 o superior, sin embargo
solo el 48.27% de los sueros ovinos y el 56,14 de
los caprinos positivos a 1/20. lo son también por
IFL. posiblemente debido a que, al objeto de de-
tectar situaciones de infeccion latente, hemos
considerado este titulo en lugar de la positividad
a la dilucion /44 senalada por CAPPONI (1974)
como indicativa de infeccién.

Salvo cn dos casos de rebanos caprinos y en
uno ovino. en el resto de rebafios estudiados el
grado de prevalencia de la infeccion clamidial,
detectado por las técnicas serologicas utilizadas.
supera al 10%. lo que indica que este proceso, al
menos en los colectivos muestreados, tiene una
notable presencia. si bien cabe pensar en una cla-
midiosis crénica, dado el bajo porcentaje de titu-
los séricos superiores a /40, y la escasa inciden-
cia de abortos.

Es frecuente entre los rumiantes. la elimina-
cion por heces de C. psittaci de origen intestinal
(STORZ, 1966) (serotipo 2), de escaso o nulo
poder abortigénico. lo que podria contribuir a la
elevada seropositividad detectada en los reba-
fios muestreados, hipotesis que estamos investi-
gando.

Tomando para la RFC, segin indican
GIAUFFRET y RUSSO (1976. 1982) y RODO-
LAKIS y RUSSO (1984), como indicativos de
infeccion clamidial Jatente los titulos iguales o in-
fertores a 1/40. y como indicativo de infeccidn
activa los de 1/80 o superiores, encontramos
(Cuadro 3) que el 21,55% de los sueros ovinos,
correspondientes al 50,00% de los rebafios anali-
zados. pueden encuadrarse en la primera catego-
ria, mientras que el 3.50% de los sueros pertene-
cientes a la otra mitad de los rebafios ovinos, pro-
ceden de animales con infeccion activa.
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B
REBANOS MUESTRAS PROCEDENCIA TiTULOS RFC %

(Inversa de la dilucidn) Positivos

20 (IF1)* 40 80 160 (RFC)

A 343 Molina S. 21 (10) 46 Il 8 25,07

B 100 Mula 17 (7) 6 0 0 23,00

D 168 Alhama 7 (4) 2 0 0 5,36

F 80 Librilla 13 7 3 0 0 20,00

G il Cartagena 0 0 8 0 72,73

H 85 Cartagena 0 53 3 0 65,88

M 126 Santomera 7 (4) 14 0 0 16,67

N 57 Caravaca 13 (8) 7 4 0 42,10

TOTAL 970 78 (40) 131 26 8 25,05
(*) Sueros positivos por IFL. Los sueros positivos por RFC a la dilucién 1/40 o superiores, fueron todos positivos |

también por IFL

CuaDro . Ovinos. Resultados de la RFC.

REBANOS MUESTRAS PROCEDENCIA TITULOS RFC %
{Inversa de la dilucidon) Positivos
20 (IF1)* 40 80 (RFC)
C 138 S. Javier 8 (6) 12 0 14,49
E 36 Fortuna 3 () 2 0 13,89
1 37 Cartagena 0 2 0 5.40
1 30 Cartagena 0 3 0 10,00
K 59 Lor’ca 9 (3) 10 0 32,20
L 196 F. Alamo 17 (10) 3 2 11,22
TOTAL 496 37 (20) 32 2 14,31
(*) Sueros positivos por IF1. Los sueros positivos por RFC a la dilucion 1/40 o superiores, fueron todos positi-
vos lambién por IFL

Cuapro 2. Caprinos. Resultados de la RFC.
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INFECCION LATENTE* INFECCION ACTIV A **
ESPECIE SUEROS Sueros rebafios sueros rehanios
N® %o N° o N® % N° %
Qvinos 970 209 21,55 4 50.00 34 3,50 4 50,00
Caprinos 496 69 13.91 5 83,33 2 0,40 1 16,66
TOTAL 1466 278 18,96 9 64,28 36 245 5 35,71

(*) Sueros positivos hasta la dilucidn 1/40.
(**) Sueros positivos a partir de Ja dilucién 1/40.

- I~ — —— -

Cuapro 3. Estado de 1a infeccion.

ANDREANI MANGANA y CUELLO
etal MASTROYANNI etal.

SUEROS 19 14,4 25,05

OVINOS REBANOS 773 45,4 100,00
Inf. latente N.C* 236 50,00

Inf. activa N.C. 21,8 50.00

SUEROS 16,4 11,9 14,31

CAPRINOS REBANOS 80,0 453 100,00
Inf. latenie N.C. 393 83,33

Inf. activa N.C. N.C. 6,0 16,66

(*) No consta.

Cuapro 4. Porcentajes de positividad segiin autores.
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Por lo que respecta a los rebanos caprinos, la
prevalencia de la infeccién activa es menor, pues
sélo el 0.40% de los sueros. pertenecientes al
16,66% de los rebafios. muestran este cardcter,
siendo los rebafos en los que la infeccién clami-
dial estd latente, el 83.33% con el 13.91% de los
sueros analizados,

La forma activa de la infeccion clamidial en pe-
quefios rumiantes suele manifestarse con abortos,
de hecho, las cepas de C. psirraci aisladas son cepas
abortigénicas (serotipo 1) y proceden de rebanos
con clamidiosis activa detectada seroldgicamente.

Los datos obtenidos respecto a la prevalencia
de la infeccion clamidial entre Jos rebafos mues-
treados, son claramente superiores a los aporta-
dos por MANGANA y MASTROYANNI (1986)
en Grecia, pero se acercan a los indicados por
ANDREANI (1986) en [talia (cuadro 4), con el
77.3% de rebafios ovinos y el 80% de los capri-
nos con infeccidn. lo que, a falta de datos mds re-
cientes sobre la evolucion del proceso en estos
paises de nuestro entorno mediterraneo. parece
indicar una expansion de la clamidiosis ovina ha-
cia nuestra zona, hecho que merece un estudio
mas profundo, abarcando mayor nimero de reba-
fos y zonas de muestreo, con el fin de cuantificar
con mayor precision el grado de prevalencia de la
clamidiosis entre la cabafia de pequenos rumian-
tes del levante y sureste espafiol.
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