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L INFRODUCCION,

A fmales del siglo XTX ya se intuia 1a relacién entre una enfermedad de pajaros exéticos, fim-
damentalmente loros, y neumonias en humanos que habian tenido contacto con tales sves. El papel que
jugaban los microorganismos en la enfermedad, tanto en aves como en humanos, gue en un principio
fueron considerados virus, lo establecieron en 1930, Bedson, Westem y Simpson.

Hace va bastantes aiios que se sabe que el agente etiologico es Chirmydia psitiaci, microor-
ganismo que tiene una muy amplia distribucién zooldgica -se ha aislado de mamiferos, de mas de 130
especies de aves, tanto domésticas como silvestres, de anfibios, y parece que hasta de peces y molus-
cos-, como geogrifica -puede decirse que no hay mgar del nmindo libre de esta bacteria y de sus activi-
dades-, estando asociado a una gran diversidad de procesos patolégicos.

Al objeto de calibrar en su fusta medida la importancia de esta enfermedad, es necesario estu-
diar los datos referidos a prevalencia de la misma en diferentes paises, y dado que se trata de una zoo-
nosis, es igualmente importante detectar el nivel de infeccion entre las aves portadoras para establecer
la refacion estre el nmsmo y la presentacion en la especie humana. La prevalencia exacta de la psitaco-
Si0s-0mitosis no se conoce. Los casos relacionados con aves de jauls, su comercio, asi como coit ia i
dustria avicola, estan bien documentados, pero en otros muchos ¢l origen no es tan evidente, y 1o po-
demos exchir la posibilidad de mhalar aerosoles formados por pijaros de nuestras cindades.

La evidencia concluyente de 1z prevalencia de este proceso, debe obtenerse por aislamiento de
C. psiitaci y mediante seralogia especifica.

Es bien sabido que varias especies de aves pueden transmitir la mfeccion al hombre, por lo que
este es otro punto 3 investigar, va que el estudio de la epidemiologia de la infeccion clamidial inchi-
yendo el conocimiento e importancia de estas fuentes de infeccion pars la especie humana, es fimda-
mental para instaurar eficaces medidas de control, de hecho, el mterés despertado en Gran Bretaiia a
principios de los 80, se debi¢ al diagnéstico de un proceso clamidial adquirido en un matadero de pa-

tas.

La termmologia relacionada con la clamidiosis aviar es algo confiysa, de tal forma que &l nom-
bre de psitacosis se refiere a la infeccion en aves psiticidas y el de ornitosis al proceso en aves no
psioticidas. A nnestro entender, ts! distincién carece de sentido, y, desde hego, no es en modo algumo
cientifica, debiendo referimos & ambos pracesos con el nombre de clamidiosis aviar, sobre todo te-
niendo en cuenta que una misma cepa de C. psittacs puede ocasionar enfermedad de forma natural en
varias especies de aves y de mamniferos, porloqu.eno hay razén para asignar nombres diferentes a un
mlsmupmoemamque se presente en especies

Lam&wmnmlaeq;emehamnreeibeelnmﬂmdepsincom-omhosis, dependiendo del ti-
po de ave fuente de la mfeccion, distincion Imecesaria, ya que ro se han establecido diferencias entre
Ias cepas aisiadas de uno u otre tipo de sves transmisoras; ademis, la fizenits de contagio es nmchas ve-
ces desconocida, y casi nunca confirmada. El mero uso de los términos psitacosis u omitosis pata refe-
rkmahhﬁwdénmdhonﬁmhnpﬁudmoﬁﬁmodehﬁmedeh&odﬁmyeﬂmpm



estar justificado. El término mas apropiado para describir esta nfeccién ea la especic humana, seria ¢l
de clamidiosis humana de origen aviar,

L ETIOLOG]A,
1.~ ;Quién es Chlamydia psittaci?.

Hasta et afio 1971, la familis Chiannydiaceae formabz parte del Orden Ricketisiales; en ese
afio, Storz y Page, atendiendo a caracteristicas bioquimicas y del ciclo de desarrollo, proponen la dis-
tincién entre clanmidias y rickettsias, creando el Orden Chlamydiales’™.Con anterioridad, y debido a
sus especiates propiedades (pequeifio tamafio, incapacidad de crecer en medios inertes y parasitismo in-
traceiunlar obligado), las clamidias s& habian considerado duramte pmicho tiempo comw virus o como
microorganisinos intermedios entre las bacterias y los virus, recibiendo diversas denominaciones, hoy
dia en desnso, como AMyyagawanella, Bedsonia, o grupo PLT (psittacosis-linfogranuloma-tracoma).
La demostracién de que su estructura es semejante a la de Ias cébalas procariotas, que presentan un
metzboliemo activo que les permiite nmltiplicarse por fision binaria y su sensibilidad a algunos antibioti-
cus, justifica su inclusién dentro de las bacterias.

La familia Chiamydiaceae comnprende un imico género, Chiagmydia, que engloba a microor-
gAnisTROS caracterizados por presentar un parasitismo intracehlar obligado, tm ciclo de desarrollo con
diferencias entre la forma infectiva y la forma reproductiva, una envuelta tipo Gram negativa sin ¢l
peptidoglucano convencional y un genoma de pequeiio tamziio™. Page, en 1968, basindose en crite-
TiOS motfolégims, bioquimicos, genéticos y de sensibilidad a los antibidticos, propuso su division en
dos especies: C. trachomatis y C. psittac’”™, Mis recientemente, se han propuesto dos nuevas espe-
cies: C. preurmoniae por Grayston y col en 1989( a partir de estudios antigénicos, morfologicos y
bioquimicos sobre cepas de C. psitiaci que habian s:do aisladas en Taiwan de un cuadro respiratorio
agudo en humanos (cepas TWAR)Y™ y C. pecorum por Fukushi e Hirai en 1992 basindose en dife-
rencias de homologia del ADN a partir de cepas de baja virulencia de C. psitfaci aisladas de numiantes,
a las que recientemente se han afiadido cepas de origen porcing®>'?",

C. trachomatis inchrye la ceps de la neumonitis del raton y hasta un total de 18 serotipos hu-
wanos, <uatro de ellos se asocian al tracoma (A, B, By C)yelresto (Da K, Dy, Iy, L1, Ly, Log, ¥

L3) a procesos de transmision venérea y conjuntivitis " ''”. Aunque se ha considerado la clamidia ti-
picamente humana, se ha islado de una infeccion intestinal inaparente en el cerdo™.

C psittaci, a diferencia de C. trachomatis, define a un grupo bacteriano muy heterogéneo, que
se diferencia genéticamente, seroldgicamente y por ¢l tropismo hacia un hospedador concreto. Esta es-
pecle posee una gran diversidad de hospedadores, desde invertebrados como meohuscos y artrépo-
d0s®, hasta aves y mamiferos, inchido el hombre, lo que provoca una gran variacion intraespecifica
antre fos diversos serotipos™”. A modo general, las cepas de C. psittaci se clasifican en dos grandes
grupos en funcién de su origen® cepas aviares y cepas mamiferas. Dentro de estas dltinzas, adquieren
una especial importancia las cepas procedentes de rumiantes, que se han clasificado en dos mrrot[pos"‘s
D, 1 quesemlemcomomgnqmnmyhomogmeo mediante estudios genéticos™ ¥ y an-
tlgcmcos(” 10h , inchryendo a cepas de alta virulencia® ,ysemt:poz altamente heterogéneo genética™

yanugﬂnunmte‘”"’yquemchyeacepasdebqwmdmma
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Esta especie es un importante patogeno para el hombre, e inciuso, a pesar de disponer hoy dia
de un potente arsenal terapéutico, la infeccidu por este microorganismo puede tener un curso fital
fulminante.

C. prieumoniae es una especie patogena para el hombre en el que provoca cuadros de tipo
neuménico™®. Se ha aislade de humanos con conjuntivitis y con faringitis. El primer aislaniiento fue en
1965, & partir de un nifio con conjuntivitis, en Taiwan (cepa TW-183); el primer aislamiento faringeo lo
fue en 1983 a partir de un estudiante wmiversitario de Seattle con farmgitis (cepa AR-39 Acute Respira-
tory Disease)*” de ahi ¢l nombre de cepas TWAR. Al principio se pensé que estos nueves mucroor-
ganismos eran C. psittac™” *, Actualmente, esta especie engloba a las cepas denominadas origmal-
mente TWAR vy es la especie clammidial transnuitida por via aérea mas frecuente en 1s especie bumsna.

Ademas de neumonia, cuadro tipicamente provocado por esta especie, se aisla también de bro-
quitis. Aunque, al igual que C. frachomatis se ha considerado como tipicamente hwnana, parece que se
ha aislada tamhién de una infeccién respiratoria equina”. En esta especie no se han idemtificado re-
servorios aviares, siendo el contagio persona a persona. So6lo se ha definido una sergvariedad.

C pecorum, especie de reciente creacidn, engloba a cepas de baja virulencia y que proceden de
aislamientos de rumiantes {muchas de ellas clisicamente englobadas dentro del serotipo 2 de C. psitta-
ci® ' y cerdos, con patologias de poliartritis, encefatormielitis y enteritis de poca consideracion, o
incluso aisladas de animales sin patologia aparente”" '™, Es una clamidia tipicamente animal.

Las tres especies que afectan al hombre pueden causar procesos respiratorios, de hecho, las
infecciones respiratorias por clamidiag estin rivalizando en protagonismo con las de transmision sexual

IL2.- Estryctura antigénica.
IL2.1.- Antigenos de género.

Todos los miembros del género Chlamydio presentan una serie de antigenos cormmes. Fl mas
importante es el LPS, que fue puesto en evidencia por Bedson en 1936 mediante la prueba de Hjacion
del complemento. Se trata de un antigeno termoestable ¥ que se puede extraer de In pared celular con
éter o desoxicolato™, En su composicion quimica, ademas del ipido A, presenta 3 moléculas de 4cido
3-ceto-2-desoxioclosonico (KDQO), pero a diferencia del LPS de otras bacterias Granrnegativas, el
LPS clamidial carece del resto del corazon oligosacaridico y del polisacirido O®”, EI' LPS de Chia-
mydlia presenta reaccidn serologica cruzada con los LPS de los mutantes Re de algunas enterobacterias
(Salmonella typhimurium y 5. minnesotd” ). Mediante anticuierpos monoclonales se ha descrito la pre-
sencia de al menos 3 epitopos diferentes, uno correspondiente al lipido A, al que solo se tisne acceso
tras una hidrélisis 4cida, otro comiin a las clamidias y a los maxtantes Re y un tercero especifico del gé-
nero Chiamydid™®,

También se ha identificado un antigeno glicolipidice soluble de estructura y caracteristicas fis
sico-quimicas diferentes a las del LPS pues no posee KDO, ni glucosamina ni tamypoco Ios dcido grasos
normalmente asociados al lipido A, Este antigeno se ha localizado tanto sobre la inclusién como so-
bre la membrana citoplasmiética de la célula hospedadora, siende excretado en los medios de cultivo
por las céhulas infectadas por Chlamydid®™.
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IL2.2.- Antigenos de espetie,

Sor los antigenos que se encucntran presentes en todos los miembros de una especie clamidial,
y s6lo en ellos, permitiendo asi la diferenciacion mterespecifica dentro del género Chlamydia. Su sen-
sibilidad al calor v a las proteasas parece indicar una naturaleza proteica, y Ia necesidad de aplicar de-
tergentes no Wpicos para solubilizarlos sugiere que estos antigenos se localizan preferentemente aso-
ciados 3 la membrana clamidial®® estando algunos de elios en la MOMP (proteina principal de la
membrana externa). Son varios los antigenos de especie descritos en C. grachomans, asi como en C.
preumonice, pero esto no es splicable a C, psittaci®® debido 1 Ia enorme variedad intraespecifica de 1a
que hace gala, al gran abanico de hospedadores y a Ia diversidad de cuadros patogenos que produce, lo
que hace pricticamente imposible una caracterizacién completa de sus antigenos especificos.

IL2.3.- Antigenos de tipo.

Son de gran importancia bioldgica, debido fondamentaimeste al amplio espectro de cuadros
patologicos que las especies clamidiales provocan, ya que un detallado estudic de estos antigenos po-
dria explicar et porqué de los diferentes cuadros clinicos producidos y cuales son los epitopos claves
para que una Cepa sea mas virulenta que otra de la misma especie, con una clara aplicacion en ka conse-
cucién de mejores vacunas contra estas infecciones. Estos antigenos son también de naturaleza proteica
y se localizan en la membrana externa, permitiendo establecer en las especies de Chlamydia diferentes
serotipos mediante técnicas de micrommunoftuorescencia.

A causa de su importancia como patégena para 1a especie humana, €. frachomatis es 1a espe-
cie mas estudiada, determingndose 18 serotipos diferentes”'® "'”, 4 los que hay que afiadir la biovarie-

11
dad productora de la neumonia del ratdém, sin imporiancia patdgena para el hombre( ), Segin el cua-
dro clinice que provocan, estos serotipos se clasifican en:

¢ Inmunotipos A, B, By y C, que corresponden a cepas oculares aisladas de zonas endémicas de
tracoma.

» Inmunotipos D, Dy, E, F, G, H, L, 1y, J y K, que se corresponden con cepas aisladas de aparato
genital y recto asi come cepas que provocan la conjuntivitis de inclusién, '

» Inmunotipes Ly, Ly, L2g v L3, que corresponden a cepas aisladas de pacientes con sintomatolo-
gia de infogranuloma venéreo.

Desde que (. psitiaci file reconocida como especie por Page en 1968, siempre ha surgido el
problemademmo@ﬁmdh,wqméﬂaamaao@asmﬁg&mybh%memydivmg
lo que hace que los mtentos de tipificarls de un modo similar a C. trachomatis haysn sido siempre muy
parciales. En relaciém a las cepas aisladas de mamiferos, se han descrito un total de nueve mmumotipos
dxfermlesa” 4 serotipos en cepas procedentes de rumiantes (serotipo 1, que engloba a cepas aborti-

s 7" molquewnmmdeaccpasprwedmesdemdmsdepohamm&mmmmy
nmmasmmydossemuposmasconcqasmﬂadasdehm)ﬁseronposptraceplspowmns,lm
serotipo para cepas felinas y otro para una cepa de cobaya.

Mas recientemente, madiante sueros polickmnaies, las cepas de rumiantes han sido clasificadas
en dos grandes grupos“®”: serotipos 1 y 2. Con anticuerpos monoclonales se ha comprobado que las
cepas englobadas en ¢l serotipo 1 son muy homogéneas desde el punto de vista antigénica™, mientras
que las cepas de serotipo 2 presentan una alta heterogeneidad antigénica™ °, lo que también ha sido
comprobado mediante anslisis genético del gen de la MOMP por PCR® (reaccion en cadena de la po-
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Fimerasa) o del ADN total tras ser tratado con diferentes enzimas de restriccion™, En fimcién de su vi-
rulencia, estas mismas cepas han sido clasificadas en dos grupos®: un grupo, invasivas en ratén, que
inducen infeccion en el bazo con esplenomegalia tras la moculaciém subcitanes en 12 almohadilla plan-
tar de una extremidad posterior. Estas cepas son aisladas principalmente de abortos y pertenecen al se-
rotipo 1™, El segumdo grupo, no fmvasivas en el modelo murino®™, son sisladas de procesos tales
como poliartritis, neumonias y conjumtivitis asi como de heces de animales aparentemente sanos, y se
caracterizan porque el microorganismo permanece a nivel del ganglio popliteo. Todas estas cepas per-
tenecen al sm‘umo 2¢°" y muchas de ellas ya han sido reclasificadss deniro de la nueva especie C. pe-
corum s 19

Si Ia tipificacién de las cepas procedentes de mamiferos presenta problemas, éstos se multiphi-
can en &l caso de las cepas aviares donde cada autor presenta una clasificacion diferente. Los estudios
mis recientes mediante anticuerpos monoclonales indican que existen al menos custro inmunotipos™:
psittacidas, palomo, pavo y pato, sin que ¢l nombre del grupo sea exchryente de su origen. También se
ha constatado s baja relacién antigénica por debajo del mivel de género que existe entre estas cepas
aviares y las procedentes de mamiferos™ ™%,

I1.3.1.- Generalidades.

Las clamidias no pueden crecer fisera de las células hospedadoras ya que necesitan obtener de
ellas los compuestos de aita energia y los ntermediarios metabolicos de bajo peso molecular pars s
sintesis de sus propios icidos nucleicos y protefnas’”. Estas especiales caracteristicas determinan fa
eﬁamdad;ﬂmddohmmbﬂnquemmwnﬁmsmnhg@mopm;yqumpwediﬁdﬁ
en tres fases™.

o Penetracion de la forma infecciosa o cuerpo elemental (CE) en la céinla hospedadora, seguido de su
transformacién en forma metabélicemente activa o cuerpo reticular (CR),

e Multipbcacion del CR medisnte fision binaria, produciendo una microcolonia o inclusién citoplas-
matica.

¢ Conversion de los CR en CE y posterior Eberacién de 1a céhula hospedadora.

El CE tiene forma esférica, con un didmetro de 200400 nm, apreciéndose en su mterior un
nuclecide electrodenso con numerosos rbosomas, ademis de material amorfo moderadamente elec-
trodenso®®. Est4 rodesdo por una doble envoltura trilaminar, una intema o membrana citoplasmitica y
otra extemna que corresponde a Iz pared celular bacteriana®. Esta pared celular presenta una compo-
sicién quimica parecida a la de las bacterias Gram negativas, si bien carece de dcido mmrimico o su
contenido es mury ascaso, pero contiene uma gran cantidad de proteinas (proteins principal de la mem-
brana extema, MOMP) ricas en aminodcidos azafrados que forman numerosos puentes disulfiro, y
que son los responsable de su rigidez y escasa permeabilidad”™. Esto hace que el CE sea estable en o
medio extracellar, presentando cierta resistencia a diversos agentes fisico-quimicos. Constituye la
forma infectiva, pero metabdlicamente es una forma mactiva incapaz de replicarse por division™ *®.

El CR, de mayor dikmetro, 800-1500 nm, es la forma intracelular, no infectiva y metabélica-
mente activa®. Esté rodeado de una pared més fina y mas fragil que la del CE con una membrana ci-
toplasmitica no mury bien definida. La estructura interna tiene un aspecto granular, debido al desenro-
Nantiento del ADN y al mayor mimezo de ribosomas presentes™. El contenido en ARN de los CR es
cuatro veces superior al de Jos CE, lo que dexmestra uma intensa sctividad biositética. Se ha demos-
mdoquehsCRwedmﬁnteﬁmdMSPMdT&shdmm&MMedeheﬂlﬂahospedsdonm‘e



inchuso libre de la misma, si se les asegura un aporte adecuado de ATP exogeno®. E1 CR es una forma
sensible y frégil, incapaz de sobrevivir en ¢l medio extemo™,

Una forma intermedia sntre ambas estructuras es el cuerpo mtermedio (CI), que morfolégica y
estructurabmente representa un estadio de transicién en la condensacién del CR para originar el CE®.
El CI es una estructura diferenciable morfologicamente mis que fisiolégicamente, y al microscopio
electrénico manifiesta una pared celular nitida como consscuencia del inicio de la polimerizacion de los
monémeros de la MOMP, asi como un nucleoide denso a los electrones™,

IL3.2.- Adhesidn a ia célula hospedadora,

Para que se realice la fagocitosis de Chlamydia es necesario que se haya producido con ante-
rioridad la adhesién”>, poniéndose de manifiesto miltiples mecanismos que favorecen esta unién, lo
que nos hace entender ly adhesién no como un suceso tmico sno como wm proceso favorecido por

mbtiples factores.

La adicién de policationes tales como el DEAE-dextrano (dietilaminoetil-dextrano) 4 un cult-
vo celular aumenta su sensibilidad a la infeccion clamidial®”. Mediante estudios de microscopia elec-
tronica con policationes de ferritina™® se ha comprobado ta umidn especifica de éstos alrededor de la
membrana clamidial, lo que idica que esta sstructura estd cargada negativamente, También se ban en-
contrado interacciones hidrofobas implicadas en la adhesion a la célula mediante el lipopolisacarido
(LPS), que actuaria como hemagfutinina al ligarse a los giobulos rojos de ratén y conejo!''®. Por otro
lado, se sabe que en el coatacto inicial de la bacteria con su célula hospedadora se encuentran involu-
crados ciertos receptores termolibiles en las clamidins, v un receptor sensible a la tripsina en la célula
hospedadora®"***9. La pared juega un papel nmzy importante en este mecanismo de adhesion®, como
lo demuestra el hecho de que fragmentos de pared de CE se adhieren y son fagocitados por la células
con In migma facilidad que CE completos. También se ha considerade 2 la MOMP como participante
en ka adhesion a Ia célula, dada su alwmdancia en la pared celular clamidial y por la inhibicion de la ad-
hesiin producida tras el tratamiento con anticuerpos monoclonales especificos de esta proteina’''”.

IL3.3.- Fagacitosis de las clamidias por la cdula,

El hecho de que determinadas liness celulares puedan adherir clamidias pere no fagocitarias
sugiere que ambos procesos tienen diferentes mediadores™, Las clamidias son fagocitadas por células
fagociticas no especificas con més facilidad que otras bacterias como £. cali o particulas de latex®, lo
que indica la existencia de estracturas especificas en I bacteria encammnadas a favorecer el proceso fa-
gocitico. Es de destacar que este proceso no es mterferido por la citocalasina B, inhibidor de 1a fagoci-
tosis clasica®™ 19,

La imgestion del microorganismo por la célula es un proceso que requicre un gasto energéti-
c0™, Tras esta ingestion, v si la célnle es permisiva (céias epiteliales, fibroblastos), no se produce la
fosién fagosoms-lisosoma®” ' o se realiza en fases mas tandias del ciclo, afectando 2 un porcentaje
muy bajo de inchisiones™ *®, de forma que la secuencia mas habitual en los procesos fagociticos, que
culmina con la destruccién del microorganismo fagocitado, no tiene hugar en el caso de Chlamydia””,
Parece ser que un factor presente en la superficie de los CE, sensible al calor y ausente en la superficie
de los CR, es el responssble de Ia inhibicion de la fusién de los fisosomas con los fagosomas que con-
tienen a las clamidias. Este factor modificaria 1a membrana de 1a vacuola tras la penetracion del micro-
organismo en la célula hospedadora, manteniéndose esta modificacion tras la reconversion de CE a
CR?” ya que al infectar un cultivo de células sioniltancamente con C. psittaci, E. coli y Sacharomyces
cerevisae, se observa que silamente sehhibin]aijgﬁnmﬁgosomylisosomamaqueﬂasvacun-



las fagociticas que contenian clamidias. Una excepcion a estos procesos es el comportamiento de los
polimorfonucleares, que son las células mas importantes en la defensa orgédnica ante la infeccidn clami-
dial, donde si se ha detectado la presencia de fagolisosomas™.

Los scontecimientos posteriores a la entrada del microorganisme y su inclusion en el fagosoma
dependen basicamente del grado de mmitiplicidad de infeccién (MI) o nimero de clamidias que pene-
tran por célula, ya que i ésta es muy alta (100:1), la supervivencia de las clamidias en células tales co-
mo macrofagos pevitoneales de ratén se reduce considerablemente comparada con Is hailada con una
hﬂmisbaja(lO—SO:]),acausadehgmmoﬂalidadhidalpmducidamhscélﬂns,fmémoqucse
denomina citotoxicidad mmediata™ ", Con valores medios de MI no se observa este efecto toxico y
Ias clamidias pueden reproducirse con normalidad hasta el final del ciclo. 5i la MI es nsy baja (1-2:1),
la céinla invadida puede inchuso dividirse y dar Ingar a células hijas, mfectadas o no.

IL3.4.- Multiplicacion de las clamidias en la célula.

Los primeros fendomenos detectables en 1a reorganizacion de CE a CR, tras 1a formacion del
fagosoma, son el inicio de la sintesis proteica y 1a transformuacién de lJa MOMP de su forma polimérica
a mononwrica, con lo que aparecen poros de un tamsiic adecuado para el paso de los nucledtidos
wransportadores de energia®™. Tras estos sucesos iniciales, a las 12 horas post-infeccién todas las cla-
miidias intracelulares estén en forma de CR™, que se divide por fision binaria sin una aparente septa-
¢ion®®, de forma que Ia segregacion del nuclecide se realiza por separacion en dos zonas de baja den-
gidad a los electranes, conteniendo material fibrilar””. En esta etapa se produce un crecimiento expo-
nencial del nimero de clamidiag que dura de 12 a 20 horas, tras lo cual comienza la reorganizacién de
los CR a CE"?, fenomeno éste que no es sincrémico, apareciendo en las inchisiones CR en reproduc-
cion umto a CE maduros De manera semejante al inicio del ciclo, ¢l paso de CR a CE viene marcado
por los cambios ocurridos en la MOMP, pasando ésta de su forma monomérica a la polimérica, con la
formacién de gran cantidad de enlaces disulfiro™. La reproduccién clamidial en el imterior de Ia célula
Do termina realmente hasta la lisis de ésta, nonmalmente a las 48-72 horas, sunque C. psitiaci y las ce-
pas de linfogranuloma venéreo Yisan a las céhulas més répidamente que las cepas de tracoma®, fiberén-
dose al exterior entre 10 y 1000 CE, dependiendo de factores como la cepa clapndial, linea celular hos-
pedadors y condiciones de cultivo™ S,

IL3.5.- Liberacion de las clamidiss,

El mecanismo de liberacion no se conoce atim con exactitud. Generalmente las clamidias son
detectadas extracelniarmente tras la lisis de la célula hospedadors, lisis que se produce como comse-
cuencia de la bberacion tardia de enzimss lisosomiales™” asi como por la accion de una proteasa de
origen clamidial’®®. Sobre el animal, ademés de este mecanismo, al menos en cepas de origen intestinal
(de baja virulencia) se ks demostrado la existencia de otros dos mecanismos de iberacion de las clami-
&asmpmemuhondeoéwnsm&aammmsahMMymwhﬁbmm de pe-
quedias colonias clammidiales rodeadas de una membrana citoplasmética®. En este caso, la bacteria es
liberada™*” por exocitosis sin que suponga I lisis de la célula.

Elhecho de que las clamidias puedan permanecer en el interior de la céhila como agente infec-
ciosos latentes o persistentes, parece jugar un importante papet en la interaccién con el sistems inowmi-
tario del hospedador, y podria explicar™ las recidivas en las clamidiosis crémicas y la dificultad de la
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OL ACCION PATOGENA.

La accién patogena de estas bacterias origina, con elevada frecuencia, la aparicion de infeccio-
nes latentes, inaparentes o cronicas, situacidn bien couocida en la psitacosis y otras infecciones de
mamiferos, en los que o microorganisino parasita células del sistema reticulo endotelial del mtestino,
aparato respiratorio, serosas, SNC y placenta. Incluso a mivel laboratorial, se presentan infecciones
persistentes en una pequeiia fracciom de las células mfectadas, que soporta el crecimiento de C. psiftaci
durante varios ciclos, sio manifestar dafio cehular.

Las difeventes cepas clamidiales varisn en su virulencia, de forma que las aisladas de aves psi-
ticidas son, en general, mis virulentas que las aisladas de no psiticidas, y entre estas, las cepas de pavo
son mas virulentas para el hombre que las de otras aves.

IIL1.- Clinica.

Aunqgue la clamidiosis aviar clinica existe, tanto en pajaros de jaula come en aves con interés
industrial (las gallinas solo se infectan ocasionalmente, y ocas y patos con muy poca frecuencia), asi
como en aves silvestres, hay que tenter muy en cuenta, y es un aspecto de indudable interés epidennio~
¥gico, que el caracter distintivo que marca la relacion Chlampdia-hospedador, es la Iatencia, lo que da
origen a portadores asintomiticos que eliminan ¢l microorganismo, findamentalmente a través de las
heces, y que ante situaciones de estres de diversa indole {(cambios en ia alimentacion, el manejo, com-
peticiones, transporte, enfermedades intercurrentes, climatologis adverss, etc) puede aparecer una for-
ma clinica a veces bastante grave.

Fl estado de latencia en un colectivo, se produce como conseciencia de un equilibrio entre el
hospedador no tratado y el microorganismo. Si se trata, ef hospedador se vuelve suceptible, tanto a la
cepa origmal como a nuevas cepas de Chlamwdia, de forma que aves que han sido sacadas del colecti-
vo y tratadas, a menudo nmeren cuando vuelven y se reinfectan & partir del colectivo no tratado®™?,

La smtomatologia de la clamidiosis aviar, por tanto, puede variar desde compietamente ausen-
te a extremadamente severa, pasando por formas mury benignas; a veces es la enfermedad aparecida en
personas en contacto con las aves, la primera indicacion de que estas estin subclinica o latentemente
infectadas,

La sintomatologia mas frecuente en aves enfiermas®", es un exudado ocular y/o nasal seroso-
purulento, acompaiiado de pérdida de apetito e inactividad. Es frecuente la diarrea con excretas amari-
Do-verdosas y de consistencia gelatinosa, que puaden estar tefiidas de sangre. Puede apreciarse fiebre, v
sl la enfermedad progresa, aparece sintomatologia respirstoria. Hay disminucion de la produccion.

La tendencia normal es hacia una mejoria parcial seguida de una recaida, a manera de cicios,
durante algunas semanas. Sin embargo, en los casos agudos, la omerte se produce rapidamente con
tmuy poca sintomutologia, Los casos ¢ronicos se caracterizan por una severa emaciacion. Ls morbilidad
oscila entre ¢l 5 y el 0% y la mortalided puede Hegar al 30%.

Las lesiones encontradss en e] examen anatomopstoldégico macroscopico, depmden de la
evolucion de la enfermedad, del grado de agudeza con que se ha presentado.

Tipicamente se observa congestién pulmonar con exudado en cavidad pleural, los sacos aéreos
pueden estar sy adelgazados y la membrana pericdrdics igualmente adelgazada y congestiva, a me-
nudo cubierta de exudado fibrinoso. El higade y bazo estin aumentados de tamaiic v decolorados, con
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bordes redondeados, petequias y pequedios focas necréticos. Un exudado purulento puede cubrir las
superficies serosas y el conducto biliar esté frecuentemente obstruido y sumentado de tamaiio.

En la especie lmmana, el proceso, tras un periodo de incubscion de 1-2 semanas, pero que
puede alargarse hasta un mes, comienza a veces de forma msidiosa, con malestar y dolor en los miem-
bros, pero con mas frecuencia su comienzo es repentino, con fiebre alta, rigidez y dolor de cabeza, Ge-
neralmente hay tos pero con poca expectoracion y la disfincién respiratoria es rara salvo en casos gra-
ves Tipicamente el niimero de pulsiciones s bajo en comparacion con la temperatura {unas pulsacio-
nes elevadas son consideradas por algunos como de mal prondstico). El examen radiolégico pone de
mauifiesto una extensa neumonitis, sin embrago, la exploraciin externa muestra pocas o ningunz seiial
de consolidacién. No es rara la epistaxis, asi como la presencia de exantemas cutineos semejantes 2 los
del tifiss. Puede haber esplenomegalia y a veces signos evidentes de una franca hepatitis.

Los casos graves se acompaiian de meningitis 0 meningoencefalitis, miocarditis y, mas rara-
mente, endocarditis. En la fase aguda el recuento glebular es con frecuencia normal, pero ia leucopenia
¢s evidente en un 25% de los casos.

Fn pacientes que se recuperan sin tratamiento, la infeccion se resuleve lentamente a las 2-3 se-
manas 0 a veces mAs tiempo, aunque pueden ser eliminadores de Chlamnydia durante periodos bastamte
lergos.

Los pacientes afectados gravemente, pueden presentar sommolencia y abatimiento, si se en-
cuentra afectado el SNC, La nmerte es consecuencia de la insuficiencia cardiovascular y respiratoria;
esta muerte tiene a veces las caracteristicas de una grave toxemia,

En la autopsia es constante la presencia de neumonitis generalizada con zonas de consolida-
cion. Los alvéolos estin rellenos de exudado con eritrocitos, y les células alveolares estin tipicamente
kinchadas. El bazo se encuenira aumentado de tamafio, muestra pérdida de su arquitectura normal y en
el higado pueden verse reas de necrosis focal Hay también signos de inflamacion en menimges y con-
gestion del parénquina cerebral

1v. EPIREMIOLOGIA,

Sin entrar en los aspectos clinicos ni econdmicos derivados de 1s clamidiosis aviar, hemos de
decir que este proceso infeccioso tiene un importancia sanitaria grande, derivada del hecho de su reco-
nocimiento como zoonosis, v que, debido a sus caracteristicas pizootioldgicas, fustifica su inclusién en
la lista de zoonosis profesikmales, afectando & todos aquellos cuyo trabajo se desarrolla en estrecho
contacto con las aves, sobre todo crisdores, matarifes, veterinaris, bidlogos, etc. La clamidiosis aviar es
pues, una enfermedad con un gren peso en salud piblica, a cansa de lag serias secuelas que puede dejar
en ¢l hombre,

La infeccién clamidial es cosmopolita entre las aves, pues afecta a mas de 130 especies domés-
ticas o silvestres, eptrs las que los palomos, patos y pavos destacan por ls importancis econdmics que
en ellos alcanza la enfermedad,y por el potencial peligro que representan en cuanto a la transmision del
agente infeccioso a la especie humana. C. psitiaci puede igualmente ser transmitida por aves de com-
paiiia a sus propietarios, siendo estas las que representan un mwyor riesgo pard los humanos. De hecho,
el creciente comercio de aves exdticas hace que 1z frecuencia de clamidiosis aviar, lejos de disimnuir, se
encuentre en aumento, lo que hace necesario tomar medidas de control de estas aves, evitando e} co-
mercio ilegal de las mismas, pues este incremento de la clamidiosis aviar tiene como consecnencia un
paulatino aumento de los casos hutnanos, -



En un estudio realizado en EEUU a principios de los ‘70 sobre las posibles fuentes de infeccidn
de Ia clamidiosis humana por Durfee y Moore®”, de los 105 casos estudiados, pricticamente et 100%
eran de origen aviar, siendo los periquitos y palomos la fuente de imfeccion mas probable. Es de desta-
car en este estudio que, mientras que en €l caso de los periquitos, los casos de infeccion se detectan
priscipalmente entre los propietatios de los mismos, por lo que se refiere a los palomos, la mayoria de
los casos correspouden a personas que ocasionalmente contactaban con ellos, con sus excremestos o,
incluso, que residian en las proximidades de palomares, lo que tiene un indudable interés epidemiologi-
co. En este estudio también se mencionan a loros, canarios, polios, pavos y patos como transmisores
comprobados del proceso, aunque en menor proporcién. En ¢l caso de los palomos, nosotros®™ hemos
detectado un 35.9% de positividad por ELISA, y es relativamente frecuente el aislamiento de Chia-
mydic a parti de uestras fiecales sin que exista uing situacion patolégios clara.

En ocasiones, y debido a una de las principales caracteristicas de la clamidiosis aviar, como es
la gran frecuencia con que se presentan las mfecciones inaparentes, no se puede detectar el vector aviar
responsable de la infaccion en el hombre,

Amnque el tema de esta ponencia ¢s la psittacosis-omitosis, 1a realidad es que la clamidiosis
humana ¢ C. psittaci no s6lo reconoce a las aves como fuente de comtagio, sino que los manmferos
también pueden transmitir esta bacteria, ¥ de hecho lo hacen, bien es verdad que e menor proporcién
y en casos mis aislados y concretos aunque no por ello con menor gravedad.

El papel de las aves como fuente de infeccion humana por C. psitiaci est bien reconocido, pe-
1o se han descrito algunos casos de transmisién de este microorganismo al hombre, en el que los mami-
feros, especialmente ovinos, estin directamente implicados. Asi, Giroud establecic va en 1956 la
relacion entre aborto caprine por este microorganisme y aborto humano, llamando la atencién en pos-
teriores trabajos, sobre el papel de Chlamydia (Neorickettsia) en abortos y patologia neonatal humana,
A partir ds estas primeras notificaciones, 1o han cesado los trabajos en los que se seiiale el riesgo que,
pere las mmneres gestantes, supone el contacto con ovinos o caprinos, pues C. psiftaci naiestra u es-
pecial tropismo por el trofoblasto humano, en el que s mmltiplica dando lugar a una intensa respuesta
inflamatoria aguda, que es la causa de la muerte fetal por anoxia®*”, También es -posble la infeccion
humana a partir de conjuntivitts falina por C. psittaci,

IV.1.- Transmisién,

Lz transmisién de C. psitfaci entre ovinos y caprinos esta asegurada a partir de animales en-
fenmos o portadores asintomiticos, bien por las envieltas fetales en caso de aborto (proceso mas im-
portante en estas especies debido a este microorganismo), o por las heces en el caso de mmimales porta.
dores, sugiriéndose la posibilidad de trasmisidn venérea.

Las relaciones y los ciclos epizootiolégicos entre las aves v los mamiferos son numerosos, des-
cribiéndose In infeccitn de caballos®® y cerdos e incluso jabalies ™, transmitida por aves silvestres
portadoras que picoteaban los ectoparasitos de estos namiftros, entre las que destacan los estorni-
10s®?, gorriones"®, mirlos™, tértolas® y palomos®®, que riramente padecen la enfermedad, pero
que son portadores inaparentes de ciertas cepas que causan infeccion en mansferos™

También se han descrito contagios entre aves silvestres y de corral, concretamente entre estor-
ninas y pavos™”, con la intervencién de un mamifero como vector u hospedador intermediario, a rata.
Entre las aves, Ia transmision puede darse mediante acrosoles, por via transovirics, por mtroduccion de
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aves infectadas o por contacto con aves silvestres y por picadura de dcaros o piojos y por ingestion de
productos contaminados.

Las aves silvestres juegan un importante papel como reservorios para otras aves, mucho mas
que como filente de infeccién para el hombre.

Pacas son las referencias existentes de ciclos de transmision de la enfermedad de mamiferos a
aves de cormral. Se ha estudiado el contagio de pavos que se encontraban en estrecho contacto con
ovejas infectadas por C. psittaci,

La transmision al hombre®" se resliza medisnte aerosoles contamindos. La infeccion puede
ocurtir por manejo de aves latentemente infectadas, smfermas o mmertas, o de sus productos: phumas,
heces, secreciones nasales, visceras. La inhalacion de aire contamindo, particularmente en espacios ce-
rrados, puede dar gar a infeccion, aunque las ocasiones de adquirnr wna clamidiosis de origen aviar a
través del contacto con aves de vida libre o con sus ambientes, son pocas. Se han sefialade casos de
nfeccién por picaduras, pero en tales circunstancias parece imposible excluir 1z posibilidad de infeccion

Aunque la ingestion es via habitual de contagio en aves y mamiferos {bovines, ovinos y capr-
1105), en la especie humana no se han descrito casos de infeccion por mgestion de carne o visceras de
aves mfectadas. Los artropodos no han sido implicados en casos de mfeccidn humana, aunque icaros y
piojos aseciados con aves, pueden, como se ha demostrado, albergar al microorganismo.

La wansmision de persons enferma a sana es un hecho controvertido, habiendo autores que
niegan tal posibilidad®® mientras que otros™” confinman este mecanismo de transmision directa, si bien
este mecanismo habria de ser reconsiderado a la vista de l2 sitaacién taxondomica actual, con la especie
C. pneumoniae en el escenario; lo cierto es que las citas que indican este modo de transmision, son
anteriores a 1989, fecha del “nacimiento” de esta especie, por lo que podemos pensar que en realidad
se trata de infecciones por C. preumoniae, especie que como hemos indicado, estaba considerada co-
mo mtegrante de C. psitaci.

V. DIAGNQSTICQ,

E! diagnéstico cosrecto de los procesos respiratorios ¢s de indudable importancia, ya que la
mayoria de los antibidticos son totalmente ineficaces, y las sulfamidas sélo 1o son frente a C. tracho-
matis, por lo que es importante la diferenciacion entre las especies, ya que el modo de transmision es
distinto para cada una, y por tanto, las medidas profilicticas a tomar serin también diferentes.

Pueste que la clinica apenas nos dice nada especifico, y los datos epidemiologicos, muchas
veces no son bien conocidos o son ambiguos, hemos de recurrir al diagnéstico laboratorial, que en 1a
clamidiosis se puede dividir en dos grandes apartados:

- Diagndstico directo: se trata de poner en evidencis 1a presencia de Chimydia en un tejido o
en un exndado; en este apartado se incluye el cultivo del gernmen, 1a bacterioscopia, las técnicas
inmunolégicas denominadas directas asi como Ias modemas de amplificacién de]l ADN (PCR).

- Diagndstico indirecto: consiste en detectar la respuesta mrmmumnolégica provocada en el
animal ante la mfeccion por Chlampdia; en este apartado st emcuentran las distintas pruebas
serologicas.
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V.1.- Disgnostico directo.

En este tipo de diagnéstico, que tiene sn aplicacion fundamental en animales enfermos, es de
gran importanciz la calidad de las nmiestras a examnar, por lo que i no se va a realizar el aislamiento
de forma mmediata se deben conservar la muestras a -20°C o mejor a -70°C, ya que el poder mfeccioso

de Chiamydia disminuye rapidamente®,
V.1.1.~ Bacterioscopis mediante tincidén,

Tiene su findamento en la observacién de los microorganismos en extensiones a partir de
exudados o de érganos afectados, generalmente cotiledones de una placenta procedente de un aborto.
Sobre los frotis se realizan tinciones especificas de Chiomydia; las mis utilizadas normalmente son las
modificaciones de la técnica de Ziehl-Neelsen como las propuestas por Macchiavello, Stamp, o
Giménez. Todas estas téchicas tienen como colorante principal la fucsina fenicada y como colorante de
contraste el verde malaquita o ¢l azul de metileno, reatizaindose la decoloracién con un icido débil
(acido acético o citrico) muy dilnido. Con esta tincién se observan las clamidias de color rojo sobre
fondo verde o aml. El inconveniente de estos métodos tintoriales es su baja sensibilidad, existiendo un
alto porcentaje de falsos negativos cuando la concentracién del microorganismo es baja, a pesar de lo
cual, en algunas ocasiones la primera observacion con alguna de estas tinciones permite emitir un
diagnéstico al menos presuntivo, hasta el momento de certificarlo con el aislamiento del germen.

La tincion de May-Grimwald Giemsa® presenta la ventaja de proporcionar informacién sobre
la composicién y procedencia de las cétulas del frotis, asi como sobre la morfologia de la inclusion. Las
clamidias se observan formando una inclusion was ¢ menos densa en el mterior de la célula con una
tonalidad fisertemente basofila sobre un citoplasma acidéfilo.

V.1.2.- Téenicas inmunoldgicas directas.

Se trata de una serie de témnicas que van a reconocer 1a presencia de antigenos clamidiales,
tanto en tejidos como en exudados, revelando posteriormente la reaccidn inmmnologica ya sea
mediante una molécula fuorescente o una enzims y su substrato. La mas extendida de estas técnicas es
la mmmofluorescencia directs (IFD), que ha sido ampliamente utilizada en el diagnostico de las
infecciones por C. trachomatis en el hombre®”, siendo una técnica de gran sensibilidad, superando en
algunos casos a los métodos de sislamiento v cultivo™'?. Sus desventajas son que ¢s ma técnica mucho
mis compleja en su realizacién que la bacterioscopia tintorial y que es necesario contar con un
microscopio de hnz ultravioleta. Esta técnica se ha perfeccionado en gran medida, merced 2 la
utilizacion de anticuerpos monoclonales.

Las técnicgs de immunocaptura son yma variante de las técnicas ELISA usadas en serologia, en
las que en vez de antigenar las placas con e antigeno clanmidial, se tapizan los pocillos con anticuerpos,
policlonales o menoclonales, dirigidos comra Chlamydia. Estas técnicas han demostrado combinar yma
buena seasibilidad y especificidad, con unas excelentes posibilidades de automatizacion. Existen en la
actualidad diversos kits comerciales de diagndstico derivados de estas técnicas, que aunque en un
principio se comercializaron para detectar C. frachomatis en pacientes humanos, al ser anticuerpos
monoclonales dirigidos contra antigenos de género se pueden utilizar en el diagnéstico de C. psitiacy,
dando resultados nary aceptables en comparacion con el aislamiento y con la IFDY™

El uso de técnicas mummockoquimicas, ya sea utilizando como conjugado la enzima peroxidasa

o ls fosfatasa alcalina, sobre tefidos fijados en formol e incliidos en parafina ha supuesto enormes

ventajas para el clinico patdlogo, ya que permiten comrelacionar el cuadro lesional con la cantidad de
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antigeno clamidial presemte en dicho tejido, ademis de dar la posibilidad de realizar estudios
retrospectivos sobre material archivado, Este tipo de técnicas son utilizados tanto en clamidiosis

humanas®® como en clamidiosis aviares®”,

V.1.3.- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) .

El hecho de que €l ADN de cads microorgmnismo tenga una cadena de bases propia e
trrepetible es Ia hase de esta técnica de reciente mstauracion, y que esta siendo ampliamente utilizada en
el diagndstico de C. trachomatis en pacientes hurnanos. Se trata de un procesc en el que se parte de
una secuencia determinada de ADN de Chicmnydia, del que se obtienen, con Ia aplicacion de la enzima
adecuada (polimerasa), mailtiples copias, entre 10" y 10'". Para conseguir estas copias la enzima
polimerasa necesita un fragmento de ADN que le sirva de matriz y un oligonucledtido cebador
caracteristico de cada molde; a este cebador se le denomina "primer”. También es necesario suministrar
los desoximmibonucleotidos trifosfatados que se iran afiadiendo 2 la ¢cadena por la polimerasa a partir del
"primer” para formar las distmtas copias. La PCR en sf consta de tres etapas, una primera de
desnaturalizacién del ADN objetivo, union de los primers a sus higares especificos y elongacion de las
cadenss por accion de la polimerasa. La técnica se realize en ciclos controlados por la temperatura:
elevando primero para desnamralizar el ADN, descendiendo después para permitir la accién de la
polimerasa, en cada ciclo se dobla el mimero de cadenas realizéndose de 30 a 40 ciclos. La revelacidn
de la presencia o no del producto final de la PCR se realiza en electroforesis en gel de agar. La gran
ventaja de la PCR es su enorme sensibilidad, superior al resto de técmicas descritas (IFD,
mmimocaptura), y el poder trabajar con clamidias no viables al contrario que las técnicas de
aislantiento; también hay que destacar su alta especificidad debido a que las cadena de ADN que
detecta va a ser unica para cada agente patogeno. Esta deteccion puede flevarse a nivel de género,
especie o incluso serovariedad, eligiendo el primer adecuado®. Entre sus desventajas destaca su
dificultad, y hasta el momento alto costo, ¢l peligro de contaminacidn externa aumentado por su alta
sensibilidad, pues es capaz de detectar 1 cuerpo elemental/ml, y el que se ha demostrado!™ que
algunas moléculas, como por gjemplo Ia hemoglobina, pueden inhibir la polimerasa dando hugar a
falsos negativos,

V.1.4.- Aislamiento de Chlamydia

Al ser Chlamydia una bacteria intraceluiar pardsita obligada, va a ser necesario para su
aislasniento el cultivo en células vivas, éste se hace normalmente en embrion de pollo o en lineas
celnlares, ya que la inoculacion en animales de laboratorio se ha ido abandonando progresivamente
como método de diagnéstico, al ser nmy largo y poco sensible en comparacidn con los dos anteriores,

Es importante, debido a la relativa poca resistencia de las clamidias ante el medio extemo, que
las nmestras vayap vehiculadas en un medio de transporte adecuado. Un medio sencillo para la
conservacion en congelacion durante varios meses, seria un tampdn fosfito salmo 0,1 M (pH 7,2), al
que se le afiade sacarosa a una concentraciin de 0,2 M teniendo en cuenta que se debe dihuir en el
momento de la inoculacion a 1/5 para evitar el efecto thxico de la sacarosa sobre las células. A este
medio se le adicionan antibiéticos y antifiingicos que no afecten a clamidia, siemdo los mds utilizados la
gentamicing, la vancomicma, la anfotericina B y la nistatins.

V.1.4.1.~ Inoculacién en huevo embrionado.

Se trata del metodo de aislamiento mas antiguo, pero aun conserva su vigencia por sus buenos
resuktados. Chiomydia se 1eproduce perfectamente en el saco vitelno de embriones de pollo de 6-7
dias(w’porhquehhocuhcibnsehaoe\iamuavi%il:&ddﬁmdomqahémﬂolmvohlmmdeﬂ,l a



0,5 mi y conteniendo antibidticos y antifimgicos o bien haber sido filtrado con un filtro de 0,45 mm de
poro®”. Los huevos se mcuban en cdmara himeda a 37°C controlandose diariamente a partir del tercer
dia post-moculacién, ya que los embriones nmertos en los dos primeros dias se consideraran como
resultado del efecto traumitico de la inoculacién. En condiciones normales el embridn nmere a los 4-10
dias post-inoculacion, generalmente en los dias 6-8, aprecidndose modificaciones en los drganos y
anejos del embrion, tales comoe: disminucion del grosor del saco vitelno, congestion de los vasos
sanguimeos y presencia de hemorragias sobre las membranas y piel del embrion. Ia ifeccion es
comprobada mediante la tincion de frotis del saco vitelino con 12 técnica de Stamp o sinsiiares. A pesar
de su coste economico y buena sensibilidad, tiene la desventaja de ser un método bastante largo y
engarroso, ademis de que algunas cepas tiemen probiemas de adaptacion a este cultivo, siendo
necesario el dar algunos pases ciegos'™, por lo que en la actualidad se tiende al cuhtivo en Hneas
celulares,

V.1.4.2.- Inoculacién sobre cultivos celulares,

Los inconvenientes antes sefialados han motivado 1a adaptacion a C. psiffaci de los métodos de
cultivo celular clisicamente utilizados para C. #rachomatis en el hombre®®. El cultivo de estos
micTooTganismos presents algunas ventzjas sobre la inoculacion en embrién de pollo®, como sen
mejor crecimiento clammdial y sobre todo mayor facilidad para el seguimiento de la evolucion de la
mfeccion, con una mejor identificacion y cuantificacion del efecto citopatico. La linea celular mas
urilizada en el aislamiento de C. pittaci de origen aviar es 1a McCoy®”.

Son varias las técnicas seguidas en el aistamiento de Chlamydia sobre los cultivos celulares,
Todas tienen la misma base pero se diferencian esencialmente et el tratamiento fisico-quimico al que se
someten las células para favorecer la penetracion y el desamrollo de estos microorganismos. Esios
tratargientos se pueden clasificar en dos grandes grupos:

a) Factores que inhiben o retrasan la multiplicacién celular.

Eshmonmtequesereaﬁcehh&cciéndelascéluhsmdoelcuhivo’celulareaé fase
estacionaria. En efacto, se ha comprobado®™ que un cultivo en esta fase produce diez veces mis

inclusiones que otro que contimie reproduciéndose.

- Irradiacion: Se ha utilizado con éxito en células McCoy, pero tiene como gran nconveniente
la necesidad de una firente de irradiacidn, con los peligros que eflo conlleva, siendo rouy poco utilizada
en la practica.

- Tratamiento con S-iodo-2-desoxiuridina (IDU): Es un metabolito anilogo a 1a timidina
que se incorpora en su logar 2 la cadena de ADN, dando lpgar a protzmas ne funcionales. El
tratamiento de las céhulas McCoy con 25 mim} de IDU, y la utilizacion'® de estas células 3-7 dias mas
tarde offece tan buenos resultados como ls oradiacion.

- Tratamiento con citocalasina B: Este metabolito induce la formacién de céhulas gigantes
mmirinucieadas al interferir en 1a division citoplasmatica; e} tratamiento con | mg/mi de citocalasina B,
72 horas antes de la noculacién, presenta resultados oy aceptables.

- Tratamiento con cicloheximida: Este compuesto quimico mterfiere la sintesis de ADN
exclusivamente en células cucariotas, sin afectar a la replicacion de Chlmmydia, favoreciendo por tanto
su desarrofic™. El cultivo afiadiendo 2 mg/ml en & momento de la moculacién da resaltados tan
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buenos como los métodos anteriores™ ", y permite un apreciable ahorre de tiempo, por lo que es el

tratamiento mas utilizado en la actualidad para detener 1a multiplicacion del cultivo celular,

- Otros tratamientos: También se han wutilizado corticoides como la cortisona® y la
prednisolona®™ que actian retrasando el crecimiento celular. Igualmente también se han utilizado®”
otras sustancias inhibidoras de la mitosis, como ls vinblastina y Ia coichicina.

b) Factores que incrementan Ia penetracién de Chlamypdia en 1a célula bacteriana.

La adsorcion y la penetracién de Ias clamidias en Eas células hospedadoras son procesos lentos
v de baja frecuencia. Si aumentamos la posibilidad de contacto emtre el agente clamidial v la célula
eucariota, la tasa de adsorcion y penetracion, y por lo tante de infeccién, aumenta
considerablemente®™”,

- Centrifugacién del indculo-células hospedadoras: El efecto favorecedor de ia
centrifagacién para la infeccion de las células ha sido demostrado por diversos autores™* 2, siendo
miximo a 3000 g.

- Tratamiento ¢on dietil-aminoetil dextrano (DEAE-D): Se trata de un policatién polibasico
de alto peso molecular y soluble en agus, que al estar cargado positivamente sirve de puente
electrostatico entre las membranas de las clamidias y de las células eucariotas, ambas cargadas
negativamente. El DEAE-D se afiade al cultivo celular a unma concentracion de 20 mg/ml,
manteniendolo durante 30 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se lava cuidadosamente y se
procede a la moculacion®. El tratamiento de las céhilas con DEAE-D®V permite suprimir la
centrifigacitn del indeulo con las céinias, obteniendo resultados equivalentes.

La practica habitual es combmar dos o mis de los meétodos anteriormente citados; asi se
combina el tratamiento con DEAE-D y con cicloheximida”®, IDU y DEAE-D®, cicloheximida y
centrifiigacion®™ o citocalasina B y cortisona™”. En nuestro laboratorio hemos conseguido bastante
buenos resuitados con 12 siguiente técnica®™: dibuir el indculo en tampén PBS (pH 7,2) con 100 mg/m}
de DEAE-DD, afiadir a un cultivo de células McCoy ¢ incubar durante 2 horas en agitacion contmua a
37°C, posteriormente, v tras lavar dos veces, afiadir cicloheximida a una concentracién final de 2 mg/mi
en MEM de Eagle adicionado con un 10% de suero fetal bovino.

Tras la realizacion de técaicas de aislamiento sobre cultivos celulares y con objeto de confirmar
el aislamiento de una cepa de Chiomydia debemos recurtir a técnicas tales como May-Griinwald
Giemsa o IFD. También se suele utilizar Iz técnica de placas de lisis™ que presenta la ventsja de
posibilitar Ia clonacién de 12 cepa al mismo tiempo que se intenta su aislamiento, pues la capa de agar
noble que se coloca sobre el tapiz celular impide la difusién de las clamidias tras la lisis celular.
Mediante el coloraate rojo neutro podemos tesiir a todas las células vivas, no captando dicho colorante
las céhulas muertas, esto es, las places de lisis. Una ventsja mnportante de esta técnica es Ia posibilidad
de titular a difertentes cepas, siempre y cuando éstas sean liticas, en unidades formadoras de placas
(UFP). El principal inconveniente, sobre todo en casos de aislamientos, es la necesidad de confirmar,
fundamentalmente por IFD, |z presenciz de Chigmydia y no de un virus litico.

Una vez que se ha conseguido el aislamiento de Chiomydia, si se desean realizar sucesivos
pases, es conveniente la aplicacién de ultrasonidos para romper las células mfectadas, ya que esta
técuica ha demostrado”™ obtener 10 veces mis microorganismos, tras tres pases sucesivos, que la
técnica clésica de rotura con microesferas de vidrio,
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V.2.- Diagnostico indirecto.

Fl diagnéstico indirecto trata de detectar la traza inmunitaris dejada en el animal por el
padecibsiento de la infeccién, y esta basado tanto en la deteccion y cuantificacion de anticuerpos
especificos como en la puesta en evidencia de una reaccidn inmumitaria de base ceiular.

V.2.1.- Diagndstico serologico.

Este es el método de diagnéstico indirecto mas utilizado, ya que ante la infeccion clamidial se
va a producir una importante respuesta innmme humoral, principalmente ante dos tipos de antigenos: el
LPS, commm a todas las especies clamidiales, y contra antigenos proteicos que en su mayor parie son
especificos de especie o de serotipo. Las técnicas aplicadas para la deteccidn y cuantificacién de
anticuerpos se agrupan en tres tipos: reaccion de fijacion del complemento, mmunofluorescencia
indirecta v técnicas tipo ELISA.

V.2.1.1.-Reaccidn de fijacion del complemento (RFC).

Es la prueba seroldgica mas ampliamente utifizada hasta el momento, empleando como
antigeno el LPS, obtenido generalmente a partir de embriones de pollo nfectados mediante extraccion
con éter y cloroformo™®. Con este antigeno es imposible diferenciar especies dentro del género

Chicomydia.

A pesar de que esta técmica es de indudable utilidad para estudios epidemiolégicos de la
clamidiosis™, y tiepe la ventaja de que puede ser utilizada con cualquier especie animal, presenta una
serie de mconvemientes importantes: en primer fugar la existencia de sueros con poder
anticomplementario o de sueros hemoliticos, lo que da lugar a sueros no interpretables; la imposibilidad
como hemos sefialado anteriormente de detectar anticuerpos especificos por debajo del mivel de
género; obtencion de resultados mary variables dentro del mismo colectivo, en el caso de mamiferos, lo
que hace que se recomiende para estudios a nivel de positividad del rebaiio y no del individuo®; y
fmalmente el presentar graves gmblemas de sensibilidad cuando se trabaja con animales con titulos
bajos 0 en rebafios vacunados™”. Por todas estas razones esta téonica ests siendo sustituida a nivel de
laboratorio por las dos siguientes técnicas descritas a continuacion,

En el caso de infeccién por C. preumoniae, los resultados positivos se dan solo en a infeccion
primatia y generalmente se pierde este caracter en las reinfecciones, por lo que cuando se da una
fijacion positiva, siempre se tiende a consideraria como debida s infeccion por C. psittaci.

V.2.1.2.- Inmunoffuorescencia indirecta (IFE) .

Las técnicas [FI son mas sensibles y especificas que la RFC”*", posibilitando 1a deteccion de
pequefias concentraciones de anticuerpos en ¢l suero, permitiendo ademis la diferenciacion
interespecifica e mtraespecifica”. A pesar de sus excelentes resultados presenta algunos problemas,
como son que se trata de una técpica relativamente larga y de dificll adecuacidén pars procesar un
nuamero omy elevado de muestras, y que entrafia la dificultad de presentar subjetividad en la lectura de
los resultados, necesitandose personal especializado bien entrenado® . Este ltimo inconveniente se
agrava al no disponer en la actualidad con antigenos suficientemente standardizados, obteniendo cada
laboratorio los suyos propios, ya sea a partir de embricn de pollo o de cultives celulares, presentando
estos tltimos unos mejores resultados®”. Un aspecto mds a resaltar, es que los resultados de la RFC y
de la TFT no son siempre superponibles, existiendo en ocasiones amplias divergencias®. Esto se debe a
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que en ambas no imtervienen las mismas fracciones antigénicas ni las mmsmas clases de
innnoglobulinas®®,

V.2.1.3.- Técnica ELISA.-

La técnica FLISA es la prueba serclogics que se estd imponiendo en la actualidad debido a sus
buenos resultados de sensibilidad y especificidad, superiores a RFC y conmparables a los de IFT°™; y
sobre todo a sus grandes posibilidades de automatizacidn, desde la dilucidn de los sueros a la lectura de
los resultados, esta caracteristica 1o hace muy adecuado para aplicarlo a cantidades mmury grandes de
muesiras, ademas de que [a interpretacion de los resultados es completamente objetiva al ser leidos por
espectrofotometria®™ .La técnica ELISA permite diferenciar entre 1gG e IgM®, y asi evaluar la
antigiiedad del proceso infeccioso,

Fl arigen del antigeno utilizedo en estas téenicas es variable segim los autores, ya que se ha
usado tanto LPS procedents de clamidias cuitivadas en céhiias®™, como antigeno comercial para
RFC* o placas antigenadas comercinles para C. trachomats™. Un antigeno nwy utilizado
actualmente es el constituido por cuerpos elementales de C. psitidei parcialmente pusificados por
centrifigaciones diferenciales en gradientes de Renografin. En este tipo de antigeno los principales
determinantes antigénicos reconocidos son los de naturaleza proteica frente a los especificos del
LPS™, esto es Iogico ya que eu los cuerpos clementales intactos €l LPS s¢ presenta localizado
mayoritariamente en la cara mterna de la membrana clamidial®®. Por esta caracteristica, cuando se
utilizan®” varias cepas diferentes como antigenos los valores obtenidos con el mismo suero varian
significativamente,

Para finalizar este capitulo, hemos de decir que muchos casos diagnosticados de psitacosis, son
en realidad ocasionados por C. preumoniae; esto es debide a que para el diagnostico seroldgico, se
emplea un antigeno de género, conmin a ambas especies, por lo que para evaluar la situacion real se de-
be emplear una técnice de microinmunofluorescencia utilizando un antigeno tipo especifico.

Muchos aficionados a los péjaros, palomistas, etc., pueden desarrollar un proceso pulmonar
mediado inmunolégicamente, bajo forma de upa alveolitis de origen alérgico, debido a la continua
mhalacion de antigenos aviares.

La interperetacidn de los resultados serologicos en estos sujetos es compleja, dado que con
frecuencia presentan una alts tasa de mmumoglobulinas con gran cantidad de anticuerpos coetra mm-
chos antigenos, como consecuencia de 1a complejidad inrunoldgica del proceso. Ademis, es también
frecuente la sensibilizacion fremte a antigenos del huevo, lo que complica ef diagndstico de la clamidio-
sis, ya que la mayoris de los antigenos estin preparados a partir del cultivo del agente en saco vitelino,
lo que puede ocasionar filsos positivos debido a anticuerpos dirigidos contra estos antigenos, y no
contra los de Chlanpdia

VL IRATAMIENTO,

La recuperacién de un ave infectada requiere de un sistems inrmune plenamnente competente
mientras el tratamiento pone freno a la infeccion. Asi, para el tratamiento de una infeccion aguda es ne-
cesario®” no sélo la administracién de la dosis terapéutica del antibiético especifico (tetraciclina, doxi-
ciclina), sino también de cuidados de apoyo tales como fluidoterapia, mantenimiento en ambiente cali-
do y administracion de protectores hepaticos para ayudar a la detoxificacion de este organo.
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VIL CONTROL,

Los términos control y erradicacion se emplean a menudo con poca exactitud. Las defmiciones
correctas serian las de Andrews y Langmuir (1963)”, modificadas por Yekutiel {1980)'%": “conrol es
lo reducion intencionada de In prevalencia de una enfermead especifica hasta niveles relativamente
bajos, murque la tremsmsion se de con syficiente frecuencia como para impedir su desaparicion. la
erradicacion es lo mismo pera lievado al punto de asencia continuada de transmision dentro de una
zona especifica, medianie una compahia bmitada en el tiempo™.

La erradicaion de la clanmidiosis no es una cuestion factible, debido al amplio rango de hospe-
dadores reservorios, tanto para el hombre comoe para las especies domésticas. Cnando empleamos el
término control con relacién a la clamidiosis, hemos de referimos a una especie hospedadora en con-
creto. Dado que Ia clamidiosis bwmana es, casi siempre, adquirida a panir de fuentes aviares, nos co-
mesponde a los vetermarios un indudabie papel en su prevencién, tanto en los portadores como en Ia
especie humana,

Por lo que respecta a la legislacion referente a este punto, la O.1E., en el “Cadigo zoosanitario
intemacional™ incluye a la psitacosis-homitosis entre las enfermedades de la lista B, que designa /o
lista de enfermedodes transmisibles que se consideren importomtes desde el pumo de vista socipeco-
© ndmico y/o sanitario a nivel nacional y cuyas repercusiones en el comercio internacional de amumates
¥ productos de origen arimal son considerabies. Estas enfermedades son por io general objeto de
informe anual, oundgue en algunos cosos, pueden ser objeto de informes mas frecuentes, y establece
en el capitulo 3.6.4, destinado s la psitacosis-horitosis, que Las adminisiraciones veteriarias de los
paises libres de psitacosis-hornitosis pueden prohibir la importacion o el wdnsito por su territorio,
procedentes directa o indirectamente de paises que se consideren infectados de psitacosis-hornitosis,
de awes de la familia Psitdcidas. (Artioulo 3.6.4.1); edemas, las Adminisiraciones veterinarias de los
paises importadores deberdn exigir: para las aves psitdcidas la presentacion de un certificado zoo-
sanitaric internacional en el que conste que las aves:

1} no presentaron, el dia del emborque, ninguin signo clinico de psitacosis-hornitosis.

2) permanecieron bajo supervision veterinaria durante los 45 dias anteriores al embarque y fueron
sometidos a un tratamiento de clortefraciclina contra la psitacosis-hornitasis.

La legislacion aplicable en nuestro pais se comtempla entre otras, en [as signientes disposicio-

nes:

e Decreto de 24 de abril de 1975 n° 1119/75 del M° de Agricultura, BOE de 28 de mayo®”, sobre
Aurorizacion y registro de nucleos zoologicos, establecimientos para la practica de la equitacién y
centros para el fomenito y cuidado de los animales.

o Orden de 28 de julio de 1980 del M” de Agricultura, BOE de 11 de septiembre™®, que desarrolla el
Decreto anterior {de 24.04.75).

» R.D. 1316/1992, de 30 de octubre, BOE de 1 de diciembre™”, por el que se establecen los contro-
les veterinarios y zootécnicos aplicables en los intercambios intracamunitarias de determinados
animales vivos y productos con vistas a la realizacidn del mercade interior. En este R D, se reco-
gen las disposiciones comunitarias de las Directivas 90/425 de 26 de julio, y 92/60, de 30 de jurio.
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» RD.1317/1992, de 30 de octubre, BOE de 5 de diciembre””, por el que se establecen las condi-
ciones de samidad animal aplicables a los intercambios intracomunitarios y las importaciones de
aves de corral y de hueves para incubar procedentes de palses terceros. En este R D. se recoge ko
indicade por la Directiva Cormmitaria 90/539 de 15 de octubre referente a estos aspectos, especifi-
céndose las condicines de control de 1ma serie de enferemdades, que deben figurar en los programas
sanitarios con vistas a la autorizacién de una granjs (salmonelosis -S. pulforum-galfinarum, S. ori-
zorxze-, micoplasmosis -M. gallisepticum, M. melegridis-).

o RD. 1430/92 del MP de Agricuitura Pesca y Alimentacion (MAPA), de 27 de noviembre, BOE de
16 de enero de 1993 y R.D. 2022/93 de Presidencia del Gobiemo, de 19 de noviembre, BOE de
5 de enero de 1994"®, que recogen la legislacién cormmitaria reflejada en las Directivas del Consejo
S0/675 de 10 de diciembre de 1990 y 91/496 de 15 de julio de 1991, referemte a regulacion de los
principios relativos a la organizacion de los controles vetermarios de identidad de los animales y de
los productos respectivamente, que se introduzcan en la Union Europea, procedentes de Paises
Terceros. Se establece que en los Puestos de Inspeccion Fromteriza (P.LF.) autorizados al respecta,
para lz mtroduccion en la Conmmidad de animales vivos y productos de origen animal, se disponga
de los Servicios Veterinarios adecuados para Llevar a cabo el Control Sanitario de los mismos, de tal
forma que o la Degada a) P.LF., el Veterinario realiza woa inspeccion, 1anto documental como fisica
y de identidad de la partida, emitiendo posteriormente un Certificado que permite Ia kibre circulacion
de la misma por cualquier estado miembro de Ia UE, si reume todas las exigencias que se establecen
en las Normativas anteriormente resefiadas; en caso contrario, no se sutoriza la entrada, o bien se
establecen medidas sanitarias complementarias en destino (cusrentenas, anilisis, etc.) o bien se envia
a sacrificio o destruccidn,

= RD. 1881/1994, del MOPA, de 16 de septiembre, BOE de 18 de octubre™™, por e/ que se estable-
cen las condiciones de policla sanitaria aplicables a los initercambios intracomwiitarios y a las
importaciones procedentes de paises terceros, de animales, esperma, ovulos y embriones ne so-
metidos, con respecto a estas condiciones, a las disposiciones contenidas en la seccidn 1 del ane-
x0 A del RD. 1316/1992, de 30 de octubre”®. En este R.D. aparece por primera vez mencion ex-
plicita a las aves psitacidas, que son tratadas de modo particolar en se artionlo 7 referido a Condi-
ciones de policia sanitaria para los intercambios de aves, y en ¢l que en su apartado 2, se indica
que, ademss de cumplir los requisitos generales para cualquier ave, las psiticidas deberan:

o) No proceder de una explotacicn ri haber estado en contacto con animales de una expiotacion en
la que se haya diagnosticado la psitacasis (Chlemmydia psittaci). La prohibicion debera durar, por
lo menas, dos meses, a partir del Hiltime caso dingnosticado y de un tratamiento efectundo bajo
control veterinario que se reconocerd con arreglo al procedimiento comunitario establecido.

b) Estar identificadas de conformidad con lo dispuesto en el parrafo ¢) del apartado 1 del articuto 3
del RD. 1316/1992.

¢} Ir acompadiados de un documento comercial visade por un veterinario oficial o por el veterinario
que se encuentre a cargo de lg explotacidn o del comercio de origen y en quien la ausovidad com-
petente haya delegado esta competercia,

En este RD). se confiere a la psitacosis el caracter de enfermedsd de declaracion obligateria,

Junto con las de Newcastle y la influenza aviar, imicos procesos aviares que hasta entonces tenian este
caTacter.

¢ RD. 361/1995, del MOPA, de 10 de marzo, BOE de 13 de abril'®, por el que se modifica el R.D.

1317/1992, de 30demmbm,pardqwmasgaibkun!mmiamdemdadmumi aplica-



bles a los intercambias intracomunitarios y las importaciones de aves de corral y de huevos para
incubar procedenies de paises tercercs.

Este R.D. actualiza ef de referencia, a la vez que introduce el contenide de la Decision
92/340/CEE, relativo al control seroldgico para la deteccion de anticuerpos frente a la enfermedad de
Newcastle en aves de corral y al sislamiento del virus en aves de matasdero. Asi mismo se recogen las
modificaciones introducidas por las Decisiones de la Comision 92/369/CEE, de 24 de jumio, v
93/152CEE, de 8 de febrero.

A nived de nuestra Copnmidad Auténoma, encontramos el Decreto n® 14/1995, de 31 de mar-
zo, BORM de 21 de Abrl"®, por el que se dictan normas para la ordenacion sanitaria y zootécnica
de las explotaciones avicolas y salas de incubacicn en la Region de Murcia.

VILEERSEECTIVAS FUTTIRAS.

Dada la ubicuidad de C. psittaci entre las especies aviares y mamiferas, es indudable que hay
que hay un considerable potencial pars descubrir nuevos sindromes asociados a la nfeccidn por este
microorganismo, Casi siempre habri un ambiente contaminado, y la probabilidad de expresion de una
infeccién viralenta en un nuevo hospedador es nmry aka.
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