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Chlamydia y Chlamydophyla

INTRODUCCION

Chlamydia y Chlamydophila son bacterias que poseen un ciclo de vida como parasitos intracelu-
lares obligados en células eucariotas, lo que las convierte en parasitos energéticos. Desarrollan un ciclo de
vida donde intercalan una forma infectante (corpusculo elemental infeccioso) y cuerpo reticular (forma repli-
cativa metabodlica). Es notoria la homologia de sus genes ribosémicos y, aunque existen varias especies
clamidiales con diferentes especies de animales susceptibles, se evidencia su evolucién por adaptacion a

distintos nichos ecoldgicos.

Los miembros del orden Chlamydiales tienen una identidad de secuencia del 80% para el gen
que codifica el ARNr 16S ribosomal (acido ribonucleico ribosémico) y / o superior a 80% de identidad para el
gen que codifica el ARNr 23S, segun lo establecido por Everett., en 1999. Se encuentran dentro de las célu-
las de los vertebrados e invertebrados como las amebas, mientras que estructuras semejantes han sido

descriptas en otras especies de invertebrados como artropodos, celenterados y moluscos.

A partir de 1999 se reclasifica el orden Chlamydiales incorporando nuevas familias entre ellas
Chlamydiaceae que incluye los géneros Chlamydia y Chlamydophila. El género Chlamydia incorpora tres

especies y Chlamydophila seis especies:

Phylum BXVI - Chlamydiae
Clase | — Chlamydiae
Orden | — Chlamydiales
Familia | — Chlamydiaceae
Género | — Chlamydia
Especies: Chlamydia trachomatis
Chlamydia muridarum
Chlamydia suis
Género |l — Chlamydophila
Especies: Chlamydophila psittaci
Chlamydophila abortus
Chlamydophila caviae
Chlamydophila felis
Chlamydophila pecorum
Chlamydophila pneumoniae
Familia Il — Parachlamydiaceae
Género | — Parachlamydia
Especie: Parachlamydia acanthamoebae
Género Il — Neochlamydia
Especie: Neochlamydia hartmannellae
Especies Protochlamydia amoebophila
Protochlamydia naegleriophila
Familia Il — Simkaniaceae
Género | — Simkania
Especie  Simkania negevensis
Especies: Fritschea bemisiae
Fritschea eriococci
Familia IV — Criblamydaceae
Especie Criblamydia sequanensis
Familia V — Rhabdochlamydaceae
Especies Rhabdochlamydia porcellionis
Rhabdochlamydia crassificans
Familia VI — Waddliaceae
Género | — Waddlia
Especies Waddlia chondrophila
Waddlia malaysiensis
Familia VIl — Piscichlamydaceae
Género | — Piscichlamydia
Especie: Piscichlamydia salmonis
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Esta nueva clasificacion ha permitido la ubicacién de nuevos géneros y especies de im-
portancia clinica en humanos y animales. Actualmente el conocimiento de cada una de ellas se
ha profundizado mediante la aplicacion de técnicas moleculares asociadas a metodologias clasi-
cas. Este trabajo en conjunto ha permitido una mejor deteccién y diagnéstico, al incrementar los
conocimientos sobre la epidemiologia y la clinica de los procesos infecciosos, ayudando a pre-

venir y controlar su diseminacion.
1) Orden Chlamydiales

Las técnicas de PCR implementadas especificamente para el orden Chlamydiales han puesto
en evidencia un notable incremento en la cantidad de especies que lo integran, de forma tal que
algunos autores consideran que la clasificacion en tres familias es incapaz para contener las
nuevas secuencias genéticas que originan mas de cien géneros y especies, todos ellos obteni-

dos a partir de diferentes origenes.
a) Familia | - Chlamydiaceae

Posee dos géneros: Chlamydia y Chlamydophila. Todas las especies que la integran son
Gram negativas y poseen el LPS especifico de familia, anteriormente conocido como epitope
especifico de género. Su envoltura de complejo proteico disulfuro mantiene el equilibrio osmati-
co extracelular y este entrelazado se reduce quimicamente cuando se produce la infeccion de
las células hospedadoras, lo cual permite la transformacion clamidial de cuerpo elemental
(EBS) a cuerpo reticular (RBS). La microscopia de luz visible permite la observacién de inclu-
siones brillantes que presentan un parpadeo de intensidad y duracién variables, lo que sugiere

un movimiento browniano clamidial.

Por otra parte, ambos géneros se diferencian por: contener distintas proteinas y secuencias
geneéticas, por la produccion de glucdégeno detectable, desarrollo de un solo cuerpo de inclusion
y posesion de un operdn ribosomal (Chlamydia), y por presencia de varios cuerpos de inclu-
sion, ausencia de glucoégeno,presencia de un plasmido extracromosémico que hace variar su

morfologia, y por la resistencia a la sulfadiazina (Chlamydophila).
b) Familia Il - Parachlamydiaceae

Esta familia presenta muchas similitudes con la familia Chlamydiaceae, de la cual se separara
oportunamente. Como diferencias presenta una morfologia distinta (forma de media luna) y un
tiempo de incubacién mas prolongado, pudiendo liberarse a partir del hospedador (p.ej: ame-

bas) por lisis de las mismas o encapsuladas en vesiculas.

La familia Parachlamydiaceae se encuentra intregrada por dos géneros: Parachlamydia y

Neochlamydia.

Género | - Parachlamydia
Este género involucra una sola especie, Parachlamydia acanthamoebae, que fuera aisla-
da de trofozoitos de Acanthamoeba; presenta la particularidad de ser Gram variable y

desarrollar en células Vero a temperatura moderada (mayor a 25 °C).
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Género Il — Neochlamydia

La especie integrante del género es Neochlamydia hartmanellae, endosimbionte de ame-
bas vermiformes de vida libre (Hartmanella), aislada a partir de muestras obtenidas de con-
ductos de agua, es capaz de desarrollar en cultivos axénicos, impedir la formacion de quis-
tes en las amebas hospedadoras y provocar su posterior lisis; multiplican en otras cepas de
Hartmanella y pueden desarrollaren especies de Discoideum dictyostelium, en donde no
altera la produccion de cuerpos de fructificacion y en donde no constituyen vacuolas. Forma
cuerpos elementales y reticulados, tienen morfologia cocoide de 0,4 a 0,6 uym de diametro y
por serologia con PCR se ha involucrado a Neochlamydia hartmanellae con casos de que-
ratoconjuntivitis felina, asociada o no a la clasica Chlamydophila felis. Este microorganis-
mo también ha sido relacionado con Epitheliocystis y la enfermedad inflamatoria de los

peces.

Actualmente existen otras especies denominadas Protochlamydia que estan nominadas a
constituir un nuevo género dentro de las Parachlamydiaceae, y se agrupan bajo la denomi-

nacion “Candidatus Protochlamydia’

a) Protochlamydia amoebophila: Es un microorganismo que se diferencia del anterior por
su capacidad de replicacion en Acanthamoeba y en Dictyostelium discoideum, ademas
de originar poca cantidad de bacterias contenidas en inclusiones de pequefio tamafio. Son
cocos Gram negativos que originan cuerpos elementales y cuerpos reticulados, no son culti-
vables en medios sin células y son parasitos obligados intracelulares de Acanthamoeba

spp, en cuyo citoplasma se visualizan como pequefas moérulas.

b) Protochlamydia naegleriophila, denominada asi por ser endosimbionte de la ameba
Naegleria, en la cual es capaz de inhibir la formacion de quistes, es incapaz de desarrollar
en medios sin células (axénicos o carentes de organismos vivos) y presenta un ciclo de evo-

lucion similar a la anterior. Se la asocia con patologias respiratorias humanas.
b) Famila Il - Simkaniaceae

Este nombre deriva del nombre de una investigadora, Simona Kahane, y por diferentes prue-
bas serolégicas y genéticas se ha establecido que sus integrantes tienen amplia difusion entre
las personas, pese a que su hospedador natural es desconocido. La especie tipo continua
siendo Simkania negevensis (descubierta como contaminante en cultivos celulares) y los nue-
vos integrantes del género deben poseer una similitud del 95% con la especie tipo. Es capaz
de desarrollar en quistes de Acanthamoebay sus organismos relacionados han sido detecta-
dos en muestras provenientes de estaciones depuradoras y/o tratamiento de aguas residuales,
es decir que Simkania puede aislarse comodamente a partir de muestras ambientales.

En comparacion con otros agentes clamidiales, Simkania negevensis desarrolla lentamente
en cultivos celulares (entre 12 y 14 dias), con crecimiento inaparente hasta la semana de la in-
feccién y aparicion explosiva de cuerpos reticulados (RBS) en la segunda etapa del crecimien-

to. Ademas presenta algunas secuencias inusuales de nucleétidos en su ARN ribosémico

Linzitto y col. Pagina 8



Chlamydia y Chlamydophyla

(intrén) que sugiere relacion evolutiva con cloroplastos de ciertas algas y mitocondrias amebia-

nas. Por ultimo, su resistencia a penicilina y bacitracina es total.

Esta bacteria ha sido aislada principalmente de cuadros respiratorios (neumonia comunitaria en
adultos, bronquiolitis infantil, lavados nasofaringeos, etc.) y serolégicamente se ha detectado
reducida actividad cruzada entre los anticuerpos para estas cepas y otros integrantes del orden
Chlamydiales. Es necesario recordar que el método mas utilizado en estos diagndsticos es el
seroldgico, en lugar del aislamiento y/o pruebas de ADN y es importante mencionar que los an-
ticuerpos han sido detectados en diversos y lejanos puntos del planeta, lo que indica una am-
plisima distribucion del agente en todo el mundo. Por la deteccion de las secuencias de nucleo-
tidos en fuentes de agua dulce se supone que los hospedadores naturales de Simkaniapueden
ser las amebas, aunque por PCR se ha detectado una secuencia de nucleétidos de Simkania
en muestras de aneurisma adrtico, lo que remarca la necesidad de incluir métodos de detec-

cién directa en el diagndstico.
d) Familia Waddliaceae

Esta familia tiene entre un 80 y 90% de similitud en sus genes ribosomales a los de Chlamy-
diaceae, por lo cual esta incluido en el orden Chlamydiales. Hay un sélo género, Waddlia,
quien en su desarrollo en medios tisulares a partir de cornetes bovinos (BT) origina inclusiones
que contienen elementos cocoides cuyo tamafo oscila entre 0,2 y 0,5 um. La capacidad infecti-
va es neutralizada por tetraciclina pero resiste a penicilina y gentamicina; se multiplica por fision
binaria (forma normalmente asociada a mitocondrias) y su desarrollo puede presentarse como
forma densa (infecciosa) o reticular (fision binaria). La serologia con antisueros tipificantes cla-

midiales y rickettsiales es negativa.

La especie tipo de la familia es Waddlia chondrophila, que fuera aislada de tejido hepatico de
un feto bovino abortado y también de cancer pulmonar. Este microorganismo se multiplica por
replicacion en el interior de vacuolas intracitoplasmaticas, presentando unciclo evolutivo similar

al de las Chlamydiasy Ehrlichia no inhibido por la penicilina.

Existe una segunda especie, Waddlia malayensis, que fue aislada de materia fecal de murcié-
lagos de fruta malayos, mientras que otro de caracteristicas semejantes fue aislado del corazén
fetal de un bovino abortado.

Es probable que los integrantes del género Waddlia se relacionen con abortos humanos ya
que filotipos de dichos agentes han sido identificados mediante técnicas de PCR en muestras

humanas.

La deteccién de Waddlia por cultivo exige la utilizacién de medios tisulares como los de células
de cornetes bovinos, células de bufalo y mono verde, células McCoy vy fibroblastos humanos,
etc., a 35-37 °C en medio minimo esencial de Eagle (entre otros). Algunos investigadores sos-
tienen que este microorganismo puede ser propagado en cultivos séricos libres de células (me-
dio LP Nephros) y como antibiéticos pueden aplicarse penicilina, gentamicina (sulfato), estrep-

tomicina, vancomicina y anfotericina B. Tras 28 a 36 h de incubacién, pueden observarse gran-
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des vacuolas repletas de particulas en las células infectadas. Dichas inclusiones pueden tefiir-
se con las clasicas técnicas de Giménez o Giemsa, o bien con los otros métodos aplicados a

Chlamydias en general.

Debido a que Waddlia chondrophila puede multiplicarse en hospedadores no convencionales
como las amebas de vida libre, por medio de microscopia electréonica han podido observarse
trofozoitos amebianos infectados con Waddlia, en etapas similares a las del ciclo clamidial
cuerpos elementales y cuerpos reticulados incluidos, por lo cual se sospecha que las amebas

de vida libre pueden ser el reservorio ambiental del agente.
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CLAMIDIAS PATOGENAS

Como puede suponerse considerando la clasificacién presentada, surgen distintas caracteristicas

para cada especie, las cuales pueden agruparse por su patogenicidad hacia al hombre o los animales.

PATOGENAS HUMANAS PATOGENAS ANIMALES
Chlamydophila pneumoniae Chlamydophila caviae
(causal de enfermedades respiratorias) Chlamydia muridarum

(causal de enfermedades de transmisién sexual)
Chlamydia suis

Simkania negevensis
Waddlia chondrophila

PATOGENAS PARA HOMBRE Y ANIMALES

De animales primarios transmisibles al hombre

(zoonosis) De parasitos de vida libre (amebas) transmisibles al
Chlamydophila psittaci hombre yanimales
Chlamydophila pneumoniae Parachlamydia acanthamoebae
Chlamydophila abortus Neochlamydia hartmannellae

Chlamydophila felis

GENERO CHLAMYDIA
Los microorganismos procariotas del género Chlamydia se encuentran agrupados en tres especies

que afectan a mamiferos con diversa especificidad: hombre, roedores y cerdos.

Chlamydia trachomatis es la de mayor importancia dentro del género y es la especie conocida mas

antiguamente. Afecta al hombre y al cerdo.

Chlamydia muridarum esta relacionada a patologias del tracto respiratorio inferior (o posterior) de

ratones y hamsters.

Chlamydia suis se halla asociada con enteritis, neumonia y conjuntivitis porcina.

GENERO CHLAMYDOPHILA

El género Chlamydophila comprende especies con menor especificidad de huéspedes que incluyen
anfibios, reptiles, aves y mamiferos. Dichas especies son: Chlamydophila psittaci, Chlamydophila abor-
tus, Chlamydophila caviae, Chlamydophila felis, Chlamydophila pecorumyChlamydophila pneumo-

niae.

Los aislamientos ahora designados como C. pecorum son distintos de C. psittaci. Por biotipificacion
(Spears-Storz 1979) e inmunotipificacion (Perez-Martinez, J.A. and Storz, J., 1985) se distinge C. peco-

rum de los organismos causantes de aborto en los rumiantes que han sido reclasificados como C. abortus.
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Entre las cepas de C. pecorum, elbiotipo 2 / inmunotipo 2 se asocia con poliartritis, conjuntivitis y encefalo-
mielitis en el ganado vacuno y ovino; el biotipo 3 / immunotipo 3 causa infeccién intestinal en el ganado va-
cuno; el biotipo 4 / inmunotipo 4, causa poliartritis en los cerdos; el biotipo4/ inmunotipo 6, la neumonia o el
aborto en cerdos; el immunotipo 9 produce infeccién intestinal en el ganado ovino. Las cepas de la ex bioti-
po 1 / inmunotipo1 provocan el aborto en el ganado ovino y bovino y actualmente son designados como
Chlamydophila abortus; el biotipo 7 /inmunotipo 7 son las cepas causantes de la conjuntivitis, rinitis y

neumonia en los gatos y actualmente se clasifican como Chlamydophila felis.

Potencial zoonético clamidial

El hombre es el unico mamifero que puede ser infectado por todas las especies (Chlamydophila y
Chlamydia). Los primeros registros de afecciones oculares por C. trachomatis datan de unos 1500 afios
A.C.; la epidemiologia de la infeccién o6culo-genital humana fué investigada por Halberstaed y Von-
Prowazek en 1907, en donde el agente infeccioso fué denominado genéricamente Chlamydia. Por su parte,

los antecedentes de afecciones por C.pneumoniae son mas recientes.

La infeccidon por C. psittaci en mamiferos fue observada como aborto en ovejas por Hedley en 1837,
y en psitacidos por Ritter en 1897, aunque el término psitacosis fuera usado primeramente por Morange en
el aio 1895. Por todo lo mencionado y ante la variada gama de especies animales sensibles a Chlamydia,
no puede dejarse de lado la consideracién del potencial zoondtico del agente cuando se inicia el cuadro

infeccioso.
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CHLAMYDOPHILA PSITTACI
Es responsable de clamidiosis endémica aviar, brotes epizodticos en mamiferos y psitacosis respira-
toria humana. Ha sido aislada por cultivo o detectada por serologia en una gran variedad de especies
aviarias, de las cuales el 25% pertenece al orden de las Psittacidas. Este dato no descarta a otras
especies como portadoras y diseminadoras del agente, pues también las gaviotas, las palomas y
otras aves pertenecientes a variados drdenes pueden transmitir Chlamydophila psittaci, tal como lo
indica la tasa de seroprevalencia en los criadores de palomas en comparacion a controles. También
se ha detectado que en Europa los patos padecen endémicamente infeccidon a Chlamydophila psit-

taci, mientras que los pavos sufren endémicamente esta infeccion.

Es importante sefialar que la infeccion a Chlamydophila psittaci es indistinguible de cualquier otra
infeccion sistémica bacteriana, pues solamente el diagndstico de laboratorio puede establecer la pre-
sencia del agente causal. Este es un patégeno oportunista y de distribuciéon cosmopolita, que luego
del contacto con el paciente puede originar infeccion aguda, subaguda o asintomatica, pudiendo man-
tenerse en estado de latencia después de la infeccién primaria y presentar etapas de reactivacion y
excrecion bacteriana. También debe recordarse que en este caso, como en cualquier tipo de infec-
cion, la evolucion del cuadro depende del agente (virulencia de la cepa actuante), del huésped (sus-
ceptibilidad individual) y del ambiente (incidencia de diversos factores externos sobre el paciente para

favorecer el desarrollo de la enfermedad).

El diagndstico de clamidiosis aviar se puede realizar por deteccion directa del agente a nivel de teji-
dos, aislamiento en cultivos celulares, PCR, inmunoensayos, y la profilaxis en los criaderos de aves
es tan importante como el correcto manejo de las aves en su transporte, mantenimiento y tratamiento.
Las cepas de C. psittaci son similares en virulencia, crecimiento en cultivos celulares y los genes 16S

rRNAgenesdifieren solo en<0,8%. Se conocen 8serovares. Todas pueden transmitirse al humano.

C. psittaci serovar A es endémica en aves psittacidas y causa casos esporadicos de enfermedad
zoondtica en humanos, otros mamiferos y tortugas. La serovar B es endémica en palomas y pavos y
también ha sido identificado como la causa del aborto en un rodeo lechero. Las serovariedades C y D
soncausa de riesgos profesionales para los trabajadores de mataderos y para las personas en con-
tacto con las aves. Los aislamientos de la serovar E (conocido como Cal-10, PM o MN) se han obte-
nido de una variedad de aves y a pesar de que estaban asociados con el brote de 1920 en el ser hu-
mano, no se hallé un reservorio especifico para este serotipo. Los serovares M56 y WC fueron aisla-

dos durante brotes en mamiferos. Muchas cepas de C. psittaci son susceptibles a bacteriéfagos.

Chlamydophila psittaci es el agente causal de la zoonosis denominada ornitosis o psitacosis, infec-
cion sistémica que ocasiona neumonitis atipica, transmitida por mas de 130 especies de aves. En el

hombre, los casos de enfermedad se producen en forma esporadica o en brotes.

En poblaciones aviares evaluadas se ha comunicado una prevalencia de 5 al 8 % de portadores de C.
psittaci; este porcentaje puede elevarse al 100 % cuando las aves son sometidas a estrés, ocasio-
nado por transporte, hacinamiento, etc. Las aves infectadas pueden permanecer asintomaticas o pre-

sentar signos tales como escalofrios, anorexia, emaciacion, disnea, diarrea, ojos cerrados y plumaje
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encrespado. Durante el periodo de enfermedad es cuando excretan el mayor nimero de microorga-
nismos; las secreciones del pido y ojos, las heces y la orina son sumamente infectantes. La infeccién
se transmite por via respiratoria, por contacto directo o por aerosolizaciéon de secreciones o polvo. Las
cepas aisladas en pavos y psitacidos son las mas virulentas para el hombre. La transmisién entre

humanos y la nosocomial es muy infrecuente.

Composicién antigénica

C. psittaci tiene 8 serovariedades, de acuerdo a las variantes de las MOMP, denominadas de la A a
la F, WC y M56 y sus genotipos correspondientes, los cuales fueron definidos basados en la secuen-
cia de dominios variables del gen ompA. Los genotipos aislados hasta la fecha comprenden el A-F,
E/B, M56 and WC, cada uno relacionado con sus distintas serovariedades. Cada serovarie-
dad/genotipo se asocia con determinados hospedadores animal y todas son capaces de ser transmi-
tidas al hombre y provocar enfermedad grave e incluso muerte. En trabajos recientes se ha postulado
que existen variantes genéticas de C. psittaci que modulan su virulencia, alterando de esa manera la
respuesta inmune del hospedador.
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Patogenia

Como se ha mencionado, el organismo existe en 2 estados; el extracelular, llamado Cuerpo Elemen-
tal (CE), elevadamente infeccioso y metabdlicamente inactivo y el intracelular, de mayor tamanio, re-
plicativo y metabdlicamente activo llamado Cuerpo Reticulado (CR). Luego del contacto con la célula
eucariota (tipicamente una célula del epitelio respiratorio), el CE penetra en dicha célula por endocito-
sis; permaneciendo dentro de la inclusion y evadiendo asi la respuesta inmune del hospedador. A
continuacion, la clamidia se diferencia en un CR que comenzara su replicacion mediante fision bina-
ria, utilizando el ATP de la célula parasitada. Posteriormente, los CR se reorganizan en CE y son libe-

rados de la célula en un ciclo biolégico que se desarrolla en 48 horas.

La afeccién de diferentes érganos es reflejo de la naturaleza sistémica de la psitacosis. En el hombre,
el principal érgano afectado es el pulmén, donde ocasiona una neumonitis que puede llevar a la insu-
ficiencia respiratoria aguda; la traquea y los bronquios se inflaman originando un taponamiento muco-
so difuso. Se acumula un exudado alvéolo intersticial compuesto por leucocitos polimorfonucleares,
eritrocitos, células epiteliales y fibrina, con hiperplasia, proliferacién y descamacion de las células de
revestimiento alveolar. La diseminacién de C. psittaci a ganglios, higado, médula 6sea y el bazo
promueve la inflamacién de estos 6rganos. También puede producirse pericarditis, meningoencefali-
tis, glomérulonefritis aguda y necrosis tubular aguda. Otra de las complicaciones de la psitacosis que
ha sido reportada es la coagulacion intravascular diseminada. El tejido placentario infectado presenta

intervellositis con inclusiones citoplasmaticas trofoblasticas.

Clamidiosis humana

El hombre puede contactar con Chlamyophila psittaccide diversas maneras:
¢ por medio de aerosoles desde el plumaje o heces desecadas.
e durante la evisceracion en las necropsias y/o muestreo de tejidos altamente infecciosos.
e mediante el contacto con visceras, esqueletos y plumas contaminadas con heces y/o excrecio-
nes.

Cuando esto sucede, la incubacién de la enfermedad varia entre una y dos semanas. Los sintomas
pueden aparecer bruscamente. Pueden presentarse fiebre y escalofrios, dolor de garganta, faringitis,

jaquecas severas, anorexia y fotofobia, observandose en casos graves nauseas, vomitos y diarrea.

Sintomas de intensidad variable, rales, cianosis y picos de delirio. Con el compromiso respiratorio
aparecen zonas de consolidacion pulmonar uni o bilaterales, cuya extension solamente puede apre-
ciarse por medio de estudios radiolégicos que permiten observar infiltracion pulmonar y consolidacion
que puede cubrir con “parches” uno o ambos pulmones; ademas pueden producirse molestias mio-

cardicas detectables por medio de electrocardiogramas.

En estudios post-mortem se han detectado zonas pulmonares consolidadas (cuyas células contienen
cuerpos elementales), puntos de congestion y necrosis hepatica focalizada, esplenomegalia, degene-

racion parenquimatosa renal, miocarditis y esporadicamente congestién y edema.
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La transmision hombre-hombre se realiza por medio del esputo, persistiendo el riesgo por un periodo

que alcanza los ocho (8) afios, plazo maximo determinado para el hombre como portador.

Las infecciones y/o enfermedades causadas por Chlamydophila psittaci contraidas a partir de aves
no psitacidas se denominan ornitosis, pero su diferencia con psitacosis es artificial. Aunque las cepas
clamidiales procedentes de psitacidos usualmente son mas virulentas para los humanos, pueden ori-

ginarse graves procesos mediante el contacto con palomas u otras aves enfermas o portadoras.

Clamidiosis animal

Hablar de Chlamydophila psittaci equivale a relacionar inmediatamente la enfermedad con las aves
psitacidas, sin pensar que otras 150 especies de aves y otros animales también son susceptibles a

este agente y, por ende, son diseminadoras (y potenciales fuentes zoonéticas) de la enfermedad.

En las aves la clamidiosis puede producirse naturalmente pues mantiene un curso latente hasta la
explosién de la enfermedad; en este punto afecta patos, gansos, gallinas y pavos, con recidivas debi-

das a medidas de control no estrictas.

Las palomas pueden contaminarse a cualquier edad y diseminar Chlamydophila psittaci con las he-
ces; esto, sumado al stress, favorece su transmision; también se han aislado Chlamydophilas a par-

tir de huevos (tanto embrionados como no embrionados) de gansos, patos y gaviotas.

Muchas especies de aves no revelan sintomas al ser expuestas al contacto con Chlamydophila psit-
taci, lo que permite deducir que la enfermedad se manifiesta solamente bajo stress o por la gran viru-

lencia de la cepa.

En psitacidos y en otras aves de jaula, pavos y gallinas, la enfermedad origina diarrea, anorexia, le-
targo, conjuntivitis y menor produccion de huevos, mientras que en patos se produce una descarga
serosay/o seropurulenta a nivel nasal-ocular; la morbilidad puede ser superior al 80% y la mortalidad
va del 5 al 30%.

En estos casos, Chlamydophila psittaci se puede aislar a partir de bursa, oviducto, bazo, intestino y
heces, y las cepas pueden ser resistentes o sensibles a ciertos medicamentos como Tetraciclina y

Eritromicina.

Las cepas altamente virulentas de Chlamydophila psittaci se transmiten por excrementos infeccio-
sos a partir de portadores sanos hacia hospedadores susceptibles, en quienes provocan graves in-

fecciones sistémicas.

Las cepas menos virulentas establecen un estado de mayor equilibrio en huéspedes aviarios asinto-
maticos, pero cuando se superponen infeciones virales, fingicas o bacterianas en el hospedador

asintomatico pueden producirse explosiones de elevada mortalidad.

Chlamydophilapsittaci puede causar dafio vascular con exudados serofibrinosos toracicos y abdo-
minales, inflamacién y respuestas proliferativas aguda (con producciéon de membranas purulentas que
cubren los 6rganos afectados) o crénica (en donde érganos como bazo, higado o rifiones se obser-

van agrandados y faltos de color).
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Aspectos clinicos

La psitacosis puede cursar como un proceso con escasa signo-sintomatologia hasta una enfermedad
mortal, con insuficiencia respiratoria aguda grave. Caracteristicamente se presenta como una neumo-
nia atipica con tos no productiva, cefalea intensa, fiebre, faringitis y hepatoesplenomegalia. La radio-
grafia de térax puede evidenciar anomalias en el 90 % de los casos. Las complicaciones incluyen:
hepatitis, alteraciones neurolégicas (meningitis, encefalitis, mielitis transversa, paralisis facial), placen-

titis, coagulacion intravascular diseminada, tromboflebitis, artritis reactiva, eritema nodoso.

Diagnédstico de laboratorio

El diagndstico se basa en la serologia; se considera caso confirmado cuando existe enfermedad clini-
ca compatible con un titulo de Ig M anti C. psittaci igual o superior a 1:16 en una prueba de MIF o el
aumento de cuatro veces el titulo de Ig G anti C. psittaci en dos muestras diferentes de Ig G obteni-
das con un intervalo de dos semanas. También puede realizarse PCR en tiempo real para diferenciar
C. psittaci de otras clamidias, aunque no se encuentra disponible para su uso de rutina. El cultivo de
esputo, BAL, sangre o liquido cefalorraquideo es dificultoso y se realiza solo en centros de referencia.

Los diferentes genotipos de C. psittaci (A-F, E/B, M56 y WC) pueden ser identificados mediante el
analisis por PCR o microchips de ADN; una de las ventajas de estas técnicas moleculares es que
pueden distinguir entre los genotipos ompA E/B, E y B, lo cual no puede realizarse utilizando anti-
cuerpos especificos monoclonales, debido a que el genotipo E/B da reaccion cruzada con las serova-
riedades By E.

Potencial zoonético asociado con clamidiosis aviaria

El hombre puede ser afectado por severas y fatales enfermedades originadas a partir del contacto
con palomas y otras especies avicolas. Estas infecciones y enfermedades causadas por
Chlamydophila psittaci pueden contraerse de las formas ya descriptas a partir de psitacidos y no
psitacidos, pero las cepas de Chlamydia provenientes de psitacidos generalmente son mas virulentas

para el hombre que las cepas obtenidas a partir de otras aves.
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CHLAMYDIA TRACHOMATIS

C. trachomatis produce infecciones genitales, perinatales y oculares; las complicaciones de estas in-
fecciones incluyen la enfermedad inflamatoria pélvica (EIP), la infertilidad, el embarazo ectopico, la
neumonia infantil y la ceguera. La prevalencia de infeccidén por clamidia estimada en la poblacion ge-
neral es del1al 12 %y aumenta al 35 % en aquellos grupos de riesgo como los trabajadores sexuales.
La Organizacién Mundial de la Salud considera que se producen anualmente 90 millones de casos de
infecciones por C. trachomatis en el mundo. Las guias actuales de manejo de infecciones de trans-
mision sexual recomiendan el estudio rutinario de infecciones por C. trachomatis en las personas jo-

venes sexualmente activas.

Composicion antigénica

C. trachomatis presenta 18 serovariedades, de las cuales las serovariedades L1, L2, L2a y L3 se
asocian a Linfogranuloma Venéreo (LGV) y proctocolitis en homosexuales. De las 14 serovariedades
restantes relacionadas con enfermedad 6culo-genital, las cepas A, B, Ba y C producen tracoma ocu-
lar, y las comprendidas entre la D y la K conforman el complejo Conjuntivitis de inclusion - Enferme-

dades genitourinarias - Neumonia.

Patogenia e inmunidad

Las células epiteliales endocervicales y del tracto genital superior, las de la conjuntiva, uretra y recto
son las principales células blanco de la biovariedad tracoma de C. trachomatis. En el hombre pueden
infectarse el epididimo y la prostata mientras que en los lactantes suelen infectarse las células del epi-
telio columnar de las vias respiratorias. La biovariedad LGV de C. trachomatis penetra a través de
una solucién de continuidad en la barrera cutanea o infecta a las células epiteliales de la mucosa ge-
nital o rectal, desde donde es transportada por la circulacién linfatica a los ganglios regionales, multi-
plicandose en los fagocitos mononucleares. También puede ocurrir diseminacién sanguinea a distan-
cia. La lesion histopatolégica caracteristica es la formacion de un granuloma, con desarrollo de pe-
quenos abscesos necréticos. La respuesta inicial a la infeccion esta medida por leucocitos polimorfo-
nucleares (PMN); luego el tejido se infiltra con linfocitos, macréfagos, células plasmaticas y eosindfi-
los. En la enfermedad ocular o genital producida por la biovariedad tracoma, luego de remitir la infla-
macién aguda comienzan a formarse foliculos linfoides, con pérdida del epitelio que los cubre y proli-
feracion epitelial que da lugar a la formacion de papilas e hipertrofia papilar. Finalmente se produce
remision de la infeccién con produccion de fibrosis y formacién de cicatrices. La infeccion recurrente
produce una respuesta inflamatoria mas intensa, con formacién de cicatrices y lesiones tisulares; se
requieren multiples episodios de reinfeccion o infeccidon persistente para que se desarrolle el tracoma
ocular, donde buena parte de la inflamacion y de las lesiones en los tejidos se deben a la respuesta

inmune de huésped al microorganismo.

La infeccién natural por C. trachomatis confiere proteccion reducida y de escasa duracion ante la
reinfeccion. En ensayos de vacunacion contra el tracoma se produce inmunidad especifica contra la

serovariedad implicada en la infeccion la cual se mantiene durante 1 o 2 afios.
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Aspectos clinicos

Las infecciones producidas por C. trachomatis pueden dividirse en cuatro categorias clinicas:

1. tracoma ocular;
2. linfogranuloma venéreo;
3. enfermedades 6culo-genitales

4. infecciones perinatales.

El tracoma ocular se manifiesta como una conjuntivitis folicular crénica con hipertrofia papilar e infil-
tracién inflamatoria. A medida que la enfermedad progresa se produce cicatrizacion de la conjuntiva y
la cornea. Las cicatrices afectan la superficie interior de los parpados; las pestafias se curvan hacia
adentro generando abrasion de la cérnea, que lleva a la ulceracion, cicatrizacion y la posterior pérdida

de la vision.

ElI LGV es una infeccién de transmision sexual endémico en Africa, Sudeste Asiatico, India, Sudamé-
rica y el Caribe. Inicialmente se forma una lesiéon primaria ulcerada indolora en la mucosa genital o
piel adyacente que remite sin dejar cicatriz. Algunas semanas después de la aparicion de esta lesion
primaria, se desarrolla una adenitis unilateral en el sitio donde drenan los linfaticos del area afectada
por dicha lesion primaria, con extensa periadenitis, formandose una masa inflamatoria con abscesos
en su interior, que posteriormente se fusionan para originar un bubén, el cual puede drenar esponta-
neamente originando fistulas. Este proceso puede estar acompafiado de manifestaciones sistémicas
como fiebre, cefalea, mialgias y eventualmente compromiso del sistema nervioso central (SNC) como

meningitis. Finalmente la arquitectura ganglionar es reemplazada por fibrosis e involucién gradual.

La enfermedad 6culo-genital en adultos incluye la conjuntivitis de inclusién, que se manifiesta como
una conjuntivitis folicular aguda unilateral que evoluciona con formacion de foliculos linfoides que
comprometen la cornea y finalmente cicatrices similares a las de un tracoma leve. Mas de la mitad de
los adultos que padecen conjuntivitis de inclusién presentan infeccién genital concurrente documen-
tada por C. trachomatis. La infeccién genital puede presentarse como uretritis, epididimitis, prostati-
tis, proctitis, cervicitis, endometritis y Enfermedad Inflamatoria Pelviana (EIP); estos cuadros pueden
estar asociados a artritis reactiva. La EIP puede ser silente u originar una enfermedad grave con pe-
rihepatitis y ascitis asociadas. La inflamacién crénica tubarica, con formacién de cicatrices y adheren-
cias, llevan a la oclusién de las trompas de Falopio, siendo las consecuencias a largo plazo la infertili-

dad, el embarazo ectdpico y el sindrome de dolor pélvico crénico.

Diagnédstico de laboratorio

El diagnodstico sindromico resulta inespecifico, por o que es necesario realizar la confirmaciéon por
métodos de laboratorio para establecer el diagndstico definitivo.Existen numerosas técnicas que se
han utilizado para el diagndstico, entre las que se incluyen el examen citolégico para la deteccion de
inclusiones citoplasmaticas, el aislamiento de C. trachomatis en cultivo celular, la deteccion de anti-
geno de clamidia por inmunofluorescencia directa y la deteccion de acido nucleico con técnicas de

amplificacion, siendo esta ultima la técnica diagndsticarecomendada actualmente en las Guias de
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Control, Tratamiento y Prevencion de Enfermedades de Transmisién Sexual, elaborada por los Cen-

tros para el Control y Prevencién de las Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos.

e Diagnostico citolégico -En la conjuntivitis de inclusidn del lactante y en el tracoma ocular, las
inclusiones intracitoplasmaticas tipicas pueden identificarse en las células obtenidas del raspa-
do conjuntival tefiidas con Giemsa. Esta técnica presenta escasa sensibilidad en los casos le-
ves de la enfermedad. La citologia también se emplea para analizar los raspados endocervica-

les, pero presenta escasa especificidad y sensibilidad.

¢ Aislamiento en cultivo celular -C. trachomatis puede cultivarse en una gran variedad de li-
neas celulares; habitualmente se utilizan Mc Coy o HelLa. El tiempo de incubacién en células
oscila entre las 40 y las 72 horas; las inclusiones intracitoplasmaticas pueden detectarse con
tincion de Giemsa, Giménez, Macchiavello, o por inmunofluorescencia con anticuerpos mono-
clonales, siendo esta ultima la de mayor especificidad y sensibilidad. La cantidad de clamidias
infecciosas en una muestra se expresa en unidades formadoras de inclusién (UFI). La preser-
vacion correcta de las muestras clinicas antes de la inoculacion del cultivo celular es esencial
para obtener la recuperacién de microorganismos. Las muestras deben mantenerse a 4 °C y
ser inoculadas dentro de las 24 horas posteriores al momento de su obtencién; si se procesa-
ran posteriormente, deben almacenarse a -70 °C, pero esto origina una pérdida de microorga-
nismos y por lo tanto en muestras con un nimero bajo de UFI pueden obtenerse falsos resulta-
dos negativos. El aislamiento en cultivo celular tiene una especificidad del 100 % y una sensibi-
lidad del 70 al 80 % en las mejores condiciones. Las mayores tasas de aislamiento se registran
en el tracoma ocular activo y en la conjuntivitis de inclusién y son menores en la enfermedad
ocular cronica o leve. En las muestras endocervicales se recupera una mayor cantidad de mi-
croorganismos que en muestras obtenidas por raspado uretral. El nimero de microorganismos
suele ser mas elevado en las infecciones sintomaticas. En el LGV |la muestra puede obtenerse
del pus del bubén; C. trachomatis también se ha aislado de muestras obtenidas por lavado
bronquio alveolar (BAL), biopsia pulmonar, nasofaringe, recto, endometrio, trompas de Falopio,

epididimo y semen.

o Deteccion de antigeno e hibridaciéon de acido nucleico -Se encuentran disponibles varias
pruebas para la deteccion de clamidias: 1) deteccion de antigeno por inmunofluorescencia di-
recta (IFD), 2) deteccién de antigeno por enzimoinmunoensayo (ELISA) y 3) deteccion de ARN
ribosémico clamidial por hibridacion con sonda de ADN. Estas pruebas tienen una sensibilidad
superior al 70 % y una especificidad del 98 %; requieren procedimientos invasivos para obtener
la muestra (hisopado cervical, uretral) y no pueden emplearse orina y otros fluidos biolégicos.
Pueden dar falsos resultados positivos, por lo cual un resultado positivo debe ser interpretado
con precaucion, requiriéndose la verificacion posterior mediante una segunda prueba diferente
de identificacion de antigeno clamidial o por cultivo. La técnica de IFD permite evaluar ademas
la calidad de la muestra obtenida por la observacién de células epiteliales y debe ser realizada
por personal experimentado; existen pruebas que emplean anticuerpos contra las MOMP, que
son propias de cada especie, mientras que las que emplean anticuerpos anti LPS pueden dar

reaccion cruzada con otras bacterias.
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e Pruebas de amplificacion- Actualmente se dispone de pruebas basadas en al amplificacién
de ADN o ARN clamidial, como la reaccién en cadena de al polimerrasa (PCR) o reaccién en
cadena de la ligasa (LCR). Estas pruebas poseen mayor sensibilidad que los cultivos y la mis-
ma especificidad que ellos, por lo que constituyen actualmente el método diagndstico de elec-
cion. Ademas pueden utilizarse para detectar C. trachomatis en orina y otros fluidos bioldgi-

COos.

e Serologia -Las pruebas seroldgicas tienen una utilidad limitada en el diagndstico de las infec-
ciones 6culogenitales por clamidias. La de mayor utilidad es al microinmunofluorescencia (MIF),
que emplea como antigeno los CE de cada uno de las serovariedades y detecta los anticuer-
pos desarrollados contra los componentes de la pared celular clamidial. Un titulo de IgM igual o

mayor a 1:32 por MIF es diagnéstico de infeccion aguda.

CHLAMYDOPHILA PNEUMONIAE

Esla especie mas recientemente identificada de las tres clamidias patégenas para el hombre; causa
infecciones respiratorias agudas como bronquitis y neumonia atipica. Es capaz de afectar a un amplio
espectro de hospedadores y replicarse en numerosas estirpes celulares. Actualmente la asociacion
entre C. pneumoniae y enfermedad cardiovascular ateroesclerética es motivo de numerosos estudios
de investigacion. Los estudios de seroprevalencia realizados en la poblacién adulta de Estados Uni-

dos indican una exposicion a este microorganismo en mayor al 50 %. Afecta a caballos y koalas.

Patogenia e inmunidad

C. pneumoniae presenta un CE con forma caracteristica de pera, rodeado por un espacio periplas-
mico, que lo diferencia del CE de C. trachomatis. Presenta solamente una serovariedad y puede
persistir en los tejidos durante periodos prolongados luego de la infeccién primaria; en estos estados
de persistencia el ciclo vital del microorganismo puede verse interrumpido, aunque los genes necesa-
rios para la replicacion del ADN cromosémico continlan expresandose, lo que indica actividad meta-
bdlica bacteriana. En los humanos, las células blanco respiratorias incluyen las células epiteliales y
los macréfagos alveolares; C. pneumoniae puede diseminarse desde el pulmén a otros tejidos, como
las células endoteliales y de musculo liso.Tanto la ateroesclerosis, el asma, la enfermedad de Alzhei-
mer, u otras enfermedades crénicas, pueden estar relacionadas con las formas persistentes crénicas

del microorganismo en los tejidos.

La respuesta humoral que se produce luego de la infeccién primaria es relativamente pobre, consis-
tente en anticuerpos Ig M, que se detectan entre la segunda y tercera semana posteriores a la expo-
sicion, por lo que los niveles detectables por las pruebas serolégicas no se producen en las primeras
fases de al enfermedad. C. pneumoniae no induce inmunidad protectora y la reinfeccién es frecuen-

te. Tras la exposicion al microorganismo también se producen Ig G e Ig A anti C. pneumoniae entre
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la sexta y octava semana post infeccion, cuyos niveles permanecen detectables durante meses o

anos.

La interaccion entre el microorganismo y la célula huésped induce la apoptosis celular, por mecanis-
mos aun no bien conocidos. Olivares-Zavaleta y cols. comunicaron recientemente que C. pneumo-
niae puede inducir inmunosupresion local de células T mediante apoptosis y una respuesta inflamato-
ria; dichos mecanismos serian la causa de la persistencia y la inflamacion generada por la infeccién

clamidial.

Aspectos clinicos

La infeccion por C. pneumoniae puede ser asintomatica o ser causa de insuficiencia respiratoria
aguda por neumonia atipica o bronquitis adquiridas en la comunidad o en el ambito hospitalario.
También puede producir infeccion de las vias respiratorias altas dando cuadros de faringitis y otitis. La
infeccion cursa con un periodo de incubacién prolongado y los sintomas respiratorios aparecen gra-
dualmente. La tos y el decaimiento pueden persistir durante varias semanas o meses luego del trata-
miento antibidtico adecuado. C. pneumoniae también puede ser causa de endocarditis, encefalitis,

meningoencefalitis, radiculitis lumbosacra y eritema nodoso.

Varias enfermedades cronicas se han relacionado con la infeccion por C. pneumoniae, entre ellas, la

enfermedad cardiovascular ateroesclerética.
Chlamydophila pneumoniae y ateroesclerosis

La relacion entre C. pneumoniae y ateroesclerosis fue planteada inicialmente en 1988, en funcién de
un estudio finlandés de seroprevalencia realizado en varones; posteriormente se identificé al microor-
ganismo en un ateroma coronario, a partir de lo cual se iniciaron numerosas investigaciones sobre el
posible efecto de la infeccién cronica y persistencia de este microorganismo en la ateroesclerosis, da-
do que las clamidias pueden inducir una respuesta inflamatoria que inicia o exacerba dicho proceso

patologico.

C. pneumoniae se ha detectado en muestras de placas de ateroma obtenidas de arteria carétida, co-
ronaria y otros tejidos cardiovasculares, mediante microscopia electrénica, PCR e inmunohistoquimi-
ca. La infeccion crénica por C. pneumoniae demostrada por el hallazgo de Ig A especifica ha sido
considerada un factor de riesgo significativo de accidente isquémico vascular. Aun asi, tales eviden-
cias no permiten establecer todavia una relacién causal entre la presencia del organismo en el tejido y

la enfermedad.

Diagnéstico de laboratorio

La deteccion un titulo de Ig M anti C. pneumoniae igual o mayor a 1:16 por MIF, o Ig G anti C.
pneumoniae, en dos muestras de suero obtenidas con un intervalo de tres semanas y la observacion
de un aumento de cuatro veces en el titulo de dichos anticuerpos en la segunda muestra, debe inter-

pretarse como infeccion aguda.

También estan disponibles las pruebas de inmunofluorescencia de inclusiones clamidiales en equipos

comercializados que pueden realizarse en muestras de secrecion respiratoria, BAL, etc.
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La determinacion de Ig A sérica anti C. pneumoniae puede ser utilizada para el diagndstico de infec-
cion por C. pneumoniae en infecciones crénicas; se ha postulado que resulta un indicador fiable de

estimulo antigénico persistente, debido a que dicha Ig presenta una vida media de 7 dias.

La PCR es utilizada para la identificacion de clamidia en sangre, muestras respiratorias (BAL, secre-

cion nasofaringea, liquido pleural) y otros fluidos y tejidos corporales.

CHLAMYDOPHILA ABORTUS

Es el agente causal de aborto enzodtico ovino (AEQ), como asi también de nacimientos de animales
muertos o de peso menor al correspondiente. Fue descripta por primera vez en Escocia en 1936, es
responsable de grandes pérdidas economicas en los paises dedicados a la cria de ganado ovino y en
el Reino Unido es responsable del 60% de abortos ovinos, los cuales se producen por discontinuidad
circulatoria y necrosis placentaria. En estos casos, es muy util el empleo de Inmunofluorescencia indi-

recta (IFD) para el diagndstico, por deteccion de corpusculos elementales clamidiales.

Las ovejas pueden contraer la infeccion a través de tejidos y fluidos, considerando que Chlamydo-
phila abortus presenta gran resistencia ambiental. Tras el contagio, los érganos reproductores ovi-
nos quedan colonizados de manera crénica, especialmente a nivel endometrial. La bacteria se en-
cuentra protegida de la accion inmunolégica gracias a su ubicacién intracelular, y se sospecha que la

infeccion puede ser transmitida por el servicio.

Es productora de zoonosis, ya que se han detectado casos de mujeres embarazadas que han contac-
tado con animales enfermos y evolucionaron con un 80% de pérdida fetal. Este agente también pone
en riesgo la vida humana, pues entre las mujeres embarazadas contagiadas también hubo casos leta-

les.

En el humano se presenta con un curso bifasico de 6 semanas de duracion. Clinicamente semeja un
sindrome febril de tipo influenza con fiebre, cefaleas, mialgias, artralgias, fatiga y dolor abdominal.
Luego de un periodo de aparente curacién, el cuadro se reagudiza. Los hallazgos de laboratorio son:

trombocitopenia, neumonia intersticial, falla hepética y a veces, coagulacion intravascular diseminada.

Clamidiosis humana

La infeccion por C. abortus en el hombre es una infeccién sistémica en la cual hay diseminacién de la
bacteria a varios érganos incluyendo la placenta produciendo abortos o nacimientos prematuros. Se
presenta de forma difasica como un sindrome febril semejante a la influenza. Se aprecian dolores
musculares, fatiga, artragias, cefaleas y dolor abdominal. Luego de una recuperacion hay un recrude-
cimiento que obliga a hospitalizar al paciente. Se observa trombocitopenia en el 100% de los casos,
neumonia intersticial (85%), falla hepatica (78%) y puede desarrollarse coagulacién intravascular di-

seminada.
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Clamidiosis animal

En varios paises se ha demostrado la incidencia de Chlamydophila en abortos bovinos mediante el
empleo de estudios seroldgicos y citolégicos realizados en rebafios lecheros; simultdneamente se

responsabiliza a las Chlamydophilas de originar bronconeumonia y mastitis bovina.

Potencial zoonético asociado con clamidiosis bovina

En veterinarios de ciertas zonas ganaderas con bovinos que presentaban sintomas de encefalomieli-
tis, ha sido demostrado un aumento de titulos de anticuerpos clamidiales. Ademas, este agente tam-
bién fué aislado a partir de sangre de un paciente después de una infeccion accidental en laboratorio.
En Francia existen informes de casos humanos asociados con ganado afectado con bronconeumonia

de origen clamidial.

CHLAMYDOPHILA CAVIAE

Esta bacteria fue aislada originalmente en 1964 por Murray a partir de raspados conjuntivales de co-
bayos; posteriormente fue estudiada como microorganismo asociado a la conjuntivitis de inclusion
(Gordon, 1966 y Kazdan, 1967); luego fue clasificada como Chlamydia psittaci y como inmunotipo 8
(Pérez-Martinez y Storz, 1985), y actualmente se encuentra reclasificada como Chlamydophila ca-
viae (Everett, 1999).

Esta Chlamydophila es responsable de afecciones conjuntivales en animales jévenes (de 4 a 8 se-
manas), provocando cuadros que van desde una enfermedad casi asintomatica a conjuntivitis grave
acompafiada de abundante secrecién purulenta que llega a adherir los parpados comprometidos por
el cuadro. En casos experimentales, tras la instilacion de las gotas se produce una conjuntivitis de
moderada a severa con secreciéon mucopurulenta acuosa que puede derivar en cuadros de queratitis
con pannus 0 micropannus, a partir de cuyos raspados conjuntivales se ha detectado Chlamydophila

caviae.

Los cuadros queratoconjuntivales se definen entre 3 y 4 semanas por autolimitacion. Este microorga-
nismo también es responsable de infecciones genitales en cobayos, los que llegan a producir inmuni-
dad protectora contra reinfecciones por este microorganismo. Si los animales de experimentacion son
inoculados intraperitonealmente, se desarrolla un cuadro febril pasajero de unas 48 h con recupera-
cion espontanea, pero si los cobayos son inoculados intracerebralmente con elevadas dosis de
Chlamydophila caviae muertas, dichos cobayos mueren dentro de las 20 h siguientes. Cuando se
produce una infeccién natural en cobayos, llega a desencadenarse una elevada mortalidad entre los
neonatos y cobayos jovenes, a partir de los cuales el agente causal puede ser aislado a partir de SNC
y otros organos de los enfermos. Serolégicamente, no se han detectado anticuerpos anti
Chlamydophila caviae por medio de fijacién de complemento en casos de conjuntivitis natural ni en

los animales de experimentacion inoculados.

Por su parte, otros investigadores han aislado esta bacteria de tres pacientes humanos afectados con

cervicitis y con uretritis (cepas OK133, OK135 y OKM2 respectivamente). Estas cepas fueron compa-
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radas por PCR y denominadas Chlamydophila caviae-like Chlamydia. Un dato interesante es que
se requiere de la inmunidad humoral y la inmunidad mediada por células para conseguir la resolucién

de la infeccion genital.

CHLAMYDOPHILA FELIS

Chlamydophila felis: es responsable de enfermedad del tracto respiratorio anterior felino (en donde
produce neumonitis), rinitis y conjuntivitis, con muy elevada seroprevalencia. Este microorganismo pa-
rece tener una menor virulencia que las Chlamydophilas psittaci y abortus hacia el hombre, dato
que se desprende de la poca incidencia de infecciones en humanos a partir de la exposicion a felinos
afectados, pero es factible suponer que el hombre hace infecciones inaparentes o con diagnéstico
erréoneo a partir de esta clamiddfila, ya que las tasas de anticuerpos para Chlamydophila felis en

profesionales dedicados a la clinica de animales pequefios es significativamente alta.

Clamidiosis animal

En criaderos felinos de Estados Unidos y del Reino Unido se ha demostrado que las Chlamydophila
felis son responsables de conjuntivitis. Se han detectado tipicos cuerpos de inclusién intracitoplasma-

ticos al realizar siembras en cultivos tisulares a partir de muestras conjuntivales.

La enfermedad es esporadica: provoca edema bilateral y conjuntivitis purulenta que puede acompa-
Aarse de rinitis con rinorrea ligera asociada a estornudos, tos y pirexia leve; a veces ocasiona cuadros

de queratoconjuntivitis. La infeccién ocular crénica puede persistir durante un (1) afio o mas.

En los felinos, el periodo de incubacion varia entre tres (3) y diez (10) dias; su curso es a menudo
cronico y origina una inmunidad débil y pasajera que convierte al paciente en portador durante varios

meses.

Las gatas asintomaticas recuperadas totalmente pueden infectar a sus hijos recién nacidos con la
llamada Forma Neonatal, pues se ha detectado contaminacién por Chlamydophila felis a nivel geni-
tal felino. Las hembras también pueden padecer alteraciones reproductivas y sufrir abortos por causa
de Chlamyophila.

Potencial zoonético asociado con clamidiosis felina

Se han detectado casos de conjuntivitis hu-mana con aislamiento de Chlamyophila Felis a partir de
afecciones oculares en felinos domésticos, cuyo cuadro ha afectado al humano predilecto del gato
enfermo.

CHLAMYDOPHILA PECORUM
Algunas cepas de Chlamydia, previamente designadas como Chlamydia pecorum (Fukushi y Hirai,
1992), se han reclasificado como Chlamydophila pecorum(Everett et al., 1999). Esta especie se
asocia con infecciones en mamiferos, incluyendo el ganado ovino y caprino (Fukushi y Hirai, 1992);

koalas (Girjes et al., 1993) y porcinos (Kaltenboeck y Storz, 1992; Anderson et al., 1996).
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Patogénicamente diversas, las cepas de C. pecorum estan asociadas conneumonia, poliartritis, con-
juntivitis,aborto, encefalomielitis, enteritis y diarrea (Kaltenboeck et al., 1993). Pueden también causar
metritis, salpingitis e infertilidad en el ganado.En los koalas, la infeccién por C. pecorum causa en-

fermedadgenitourinaria.

Clamidiosisanimal

Chlamydophila abortus(anteriormente clasificada como Chlamydia psittaci var. ovis) es una de las
principales causales de abortos ovinos con pérdidas mayores al30%; la enfermedad es mas severa

en sistemas intensivos de crianza por su rapida diseminacion entre el rebano.

Al producirse el aborto, la placenta se observa engrosada y limitada por algunos cotiledones necrosa-
dos y hemorragicos con la region intercotiledénica del corion espesada o edematizada y gelatinosa.
Si el aborto ocurre en las ultimas cuatro semanas de gestacion, los fetos son bien formados, sin pato-
logias pero poco viables; la oveja puede desarrollar infecciones secundarias y morir, aunque gene-
ralmente se restablece. Los corderos sobrevivientes y las ovejas que no han sido afectadas pueden
presentar posteriormente cuadros de conjuntivitis y poliartritis.

La forma natural de transmision es desconocida, pero se supone que la oveja infectada disemina
Chlamydophila durante el parto y el resto del rebafo se infectaria en forma latente, recrudeciendo la
enfermedad en la siguiente época de partos. Debido a la contaminacion de pasturas no se puede
descartar la infeccion por via oral, ya que Chlamydophila puede sobrevivir de uno (1) a tres (3) me-
ses en las heces.

También existe una forma de diseminacion fecal que puede producir infeccién venérea durante el ser-
vicio.
En ovinos y caprinos, Chlamydophila pecorum produce desde una infeccion asintomatica hasta

cuadros de infeccion intestinal, sinovial (poliartritis), o infeccion cerebral (encefalomielitis) pero no se

ha demostrado su potencial zoonético.

Potencial zoonético asociado con clamidiosis ovina

Las Chlamydophilas de origen no aviario se consideraban reducidas en su potencial zoonético, pero
conviene evaluar nuevamente este concepto si se tiene en cuenta que, en tiempos de abortos, el nu-

mero de organismos infecciosos contenidos en una membrana puede ser superior a 10'%(10°gs).

Existen pocos informes sobre contagios de enfermedad en laboratorio, pero desde que el agente
clamidial ovino se recuper6 a partir de muestras clinicas, ha aumentado la cantidad de enfermedades

asociadas como meningitis, conjuntivitis, neumonia y abortos en mujeres embarazadas.

CLAMIDIAS AMBIENTALES
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Existe la posibilidad que dentro del grupo de clamidias ambientales muchas estén involucradas en la
formacién de un medio ambiente propicio para producir diversas patologias humanas. En la mayor parte de
los casos, dichos microorganismos han sido aislados de distintas amebas, y si bien existen coincidencias
genéticas entre ellos también existen marcadas diferencias pues, p.ej., su tamafio puede ser muy variable

(de la clasica medida de 0,4 a 0,6 y al maximo de 1,0 a 1,2 p de diametro).

Por medio de PCR se han identificado integrantes del orden Chlamydiales en muestras de lodos ac-
tivados de plantas de depuracion de aguas residuales, con la deteccidn de varios linajes bacterianos adicio-
nales aun en estudio. Esto sugiere que la presencia de estos microorganismos en las plantas de tratamiento
las implica como perfectos reservorios de clamidias ambientales con el l6gico peligro sanitario para la co-
munidad.

También hay que considerar que muchas de las secuencias clamidiales detectadas son de diferentes
origenes: humanos (genes de frotis cervicales y muestras de humor acuoso), animales (muestras tisulares
de pollos, peces, felinos, porcinos y reptiles de diversas clases), y se han encontrado hasta en agua destila-
da, aguas subterraneas y sedimentos marinos.

Existe otro microorganismo denominado Criblamydia sequanensis, considerado como perteneciente
a una familia separada de Chlamydiaceae hasta su agrupacién taxonémica final, pero similar a ésta. Desa-
rrolla en amebas, en donde se multiplica con un ciclo similar al de clamidias con cuerpos reticulados y ele-
mentales estrellados (simil Rhabdochlamydia), y ante estas diferencias se sugiere la denominacion antedi-

chaen vias de aceptacion.

El ciclo de desarrollo de las clamidias ambientales ha sido estudiado por microscopia electronica de
barrido y de transmision de luz, y el ciclo evolutivo varia para las distintas familias bacterianas.

1) Parachlamydia - las técnicas empleadas permitieron comprobar que en el ciclo de infeccién ame-
biana aparecen elementos cocoides o con forma de media luna rodeados por una gruesa pared y
con un centro granular denso, similares a cuerpos elementales clamidiales. La lisis amebiana (que
no siempre se produce) deriva en la liberacién de innumerables cuerpos infecciosos de forma co-

coide. Tiene la particularidad de inhibir la formacién de quistes amebianos.

Con respecto al llamado ‘cuerpo de media luna” hay que sefialar que se trata de una morfologia
particular que se presenta fuera de las amebas hospedadoras y se sugiere que la misma es la
forma infecciosa de Parachlamydia acanthamoebae, tal como los cuerpos elementales lo son pa-
ra Chlamydia spp., aunque en algun momento se relacioné esta morfologia con el llamado “estrés

osmatico que se origina durante el proceso de fijacién para microscopia electronica.

2) Neochlamydia - presenta un ciclo evolutivo muy parecido al de Parachlamydia acanthamoebae,
con presencia de cuerpos reticulares y cuerpos elementales capaces de contaminar las amebas
hospedadoras, pero a diferencia de éstas, las neoclamidias carecen de membrana en su ciclo in-
tracelular, ademas de lisar las células hospedadoras entre 3 y 5 dias después de la infeccién. Co-
mo en el caso anterior, Neochlamydiainhibe el desarrollo de quistes amebianos.
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3) A diferencia de las anteriores, el resto de las clamidias ambientales parece no ejercer ningun tipo
de inhibicién sobre el enquistamiento de las amebas hospedadoras, lo que sugiere la existencia de

transmisiones horizontal y vertical.

4) Simkania negevensis-presenta la particularidad de ser infecciosa en las dos etapas, es decir, tan-
to como cuerpo elemental como cuerpo reticulado, mientras que en otras clamidias solamente el

cuerpo elemental es infeccioso durante la transmision intercelular.

Poder patégeno de las clamidias ambientales

Aunque no lo parezca, es necesario investigar el rol que tienen las clamidias ambientales en distintas

patologias que afectan tanto al hombre como alos animales.

Neumonia: los estudios realizados en pacientes afectados de neumonia comunitaria de origen
no determinado, aplicando pruebas de inmunofluorescencia indirecta con empleo de cuerpos
elementales de "cocos Hall” (una Parachlamydia casi idéntica a P. acanthamoebae) como anti-
geno, establecen que es prudente considerar al ‘coco Hall” como patdégena para el hombre.
También se ha establecido el caracter patégeno de Parachlamydia acanthamoebaeen cuadros
respiratorios humanos (aunque con baja frecuencia), con el agravante que esta clamidia puede
sobrevivir a la fagocitosis por macréfagos alveolares humanos. Algunos autores han responsabi-
lizado a Simkania negevensis por cuadros de bronquilitis aguda infantil, de neumonia en adul-

tos y por exacerbacion de enfermedad obstructiva crénica
Dificultad respiratoria y rash eritematoso, ademas de descamacion labial y digital

Otras patologias: también se ha relacionado a especies de Parachlamydiacon enfermedades
humanas de origen indefinido y variada sintomatologia (fiebre, nauseas, vomitos, dolor abdomi-

nal, diarrea, dolor de pecho, tos no productiva, dolor de garganta,

Aborto: en bovinos, Parachlamydiaspp. (en especial Parachlamydia acanthamoebae),
Waddia chondrophila y Chlamydophilaabortus han sido asociadas con aborto.
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TRATAMIENTO DE CHLAMYDIOSIS

Cualquier ave o especie sospechosa de encontrarse contaminada con Chlamydophila psittaci debe
ser considerada como altamente patogénica. Clinicos, patdlogos y laboratoristas deben prevenir la disemi-
nacion de heces desecadas y aerosoles producidos post-mortem o durante el molido o pipeteado de emul-
siones tisulares, pues estos elementos son extremadamente peligrosos. Por ello dichas tareas deben ejecu-
tarse bajo una campana de presidon negativa, desde la cual el aire efluente sea filtrado a través de filtros
HEPA.

Como zoonosis en el hombre, la ornitosis tuvo un incremento regular durante algun tiempo, tal como
lo demuestran los monitoreos que se han efectuado sobre el tema. La clamidiosis de mamiferos origina una
zoonosis potencial para el hombre con infecciones que pueden ser graves; por ello deben implementarse
métodos mas sensibles de deteccion de infecciones clamidiales en animales, semejantes a los actualmente

rutinarios usados en el diagnéstico de infecciones clamidiales 6culogenitales humanas.

En lo que a quimioterapia se refiere, el mecanismo de accién de los antimicrobianos sobre los
Chlamydiales intracelulares se ve dificultado debido a la escasa penetracion medicamentosa a través de la
membrana celular. Las sulfamidas, tetraciclinas y cloranfenicol dan buen resultado contra los Chlamydiales,
sobre todo en los primeros estadios de la enfermedad, pero se ha observado una creciente resistencia a los

farmacos empleados en los tratamientos.

Con respecto a las clamidias ambientales, se ha determinado que son sensibles a tetraciclinas, ma-

crolidos y rifampicina, pero los autores han detectado resultados inesperados, a saber:

1. Parachlamydia acanthamoebae es resistente a amoxicilina, B lactamicos, ceftriaxona, ciprofloxa-
cina, fluoriquinolonas, imipenem, ofloxacina y penicilina G, mientras Chlamydia trachomatis,

Chlamydophila pneumoniae y Chlamydophila psittacison sensibles.

2. Sobre Parachlamydia acanthamoebaetuvieron efecto bacteriostatico amikacina y gentamicina,

mientras Chlamydia trachomatis es resistente a este ultimo aminoglucésido.

4. Segun los investigadores, tanto los macrdlidos como la tetraciclina serian eficaces en el trata-
miento contra Parachlamydia acanthamoebae, conclusion sugerida por la diversidad metabdlica

y estructural del orden Chlamydiales.
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El Género Chlamydia esta constituido por microorganismos procariotas, parasitos intracelulares obli-
gados, Gram negativos, que se diferencian de los virus por poseer ambos acidos nucleicos, ribosomas,
enzimas y una pared celular quimicamente similar a la de las bacterias Gram negativas y Rickettsia spp. Sin
embargo, una diferencia fundamental es la carencia de peptidoglicano, que es reemplazado por una estruc-
tura proteica polimérica.

Durante su evolucién, las Chlamydias intercalan etapas de presentacién como CUERPO ELEMEN-
TAL (preparado para la sobrevida extracelular) y como CUERPO RETICULAR (observado en la etapa de
multiplicacion intracelular). Ambas formas (y todas las morfologias intermedias del ciclo evolutivo) son facil-

mente coloreables por los métodos de Castafieda, Giemsa, Giménez, Macchiavello y Stamp.

El CUERPO ELEMENTAL(CE) tiene forma cocoide en la mayoria de las especies y piriforme en C.
pneumoniae. Sus medidas oscilan entre 200 y 300 nm de didmetro; por fagocitosis se hace intracelular, y
después de unas ocho (8) horas se forma el CUERPO RETICULAR, (CR) que llega a medir 1000 nm de

diametro y se ubica en un fagosoma unido a la membrana de la célula hospedadora.

Transcurridas unas doce (12) horas, el cuerpo reticular se multiplica por fisién binaria y origina entre
cuatro (4) y dieciséis (16) cuerpos que al permanecer en la vacuola disminuyen su tamafo. Alrededor de
veinte (20) horas después de iniciado el ciclo reaparecen los cuerpos elementales intracelulares con aspec-
to de pequenas esferas.

C. trachomatis desarrolla una sola vesicula endosémica con muchos CE lo que da lugar a un solo

cuerpo de inclusion, en contraste, C. psittacci y C. pneumoniae producen multiples vesiculas endosémicas

Segun la especie de Chlamydia puede observarse la presencia de una “matriz” con glucégeno duran-
te la formacion de los cuerpos elementales; tal es el caso de C. trachomatis. Por su parte, la evolucion

varia entre treinta (30) y sesenta (60) horas segun la especie y célula hospedadora.

Es importante recordar que Chlamydia es capaz de: sobrevivir a la fagocitosis al impedir la fusion fa-
golisosoma, de inhibir la sintesis del DNA y de aprovechar la energia metabdlica del huésped por empleo de
ATP. Si la produccién de energia intracelular del huésped llega a detenerse, también se frena la multiplica-

cion parasitaria.

En lo que respecta a su interaccion con las células hospedadoras, las clamidias en general son para-
sitos intracelulares obligados aunque también actuan como simbiontes, es decir, como individuos asociados
en simbiosis. De todas formas, el resultado de la infeccion difiere entre distintos aislamientos y puede ser
modificado por varios factores, como p.ej. la célula hospedadora y las condiciones ambientales que rodean
a las clamidias (medios de cultivo, temperatura de incubacién, etc.). De no existir interferencia alguna, las
clamidias no tienen ningun inconveniente que impida su multiplicacion intracelular y se instituye una inalte-
rable y estrecha relacién hospedador-parasito, aunque en ciertos casos la infeccién de amebas por clami-
dias ambientales ha concluido con la destruccion de las células hospedadoras. También se ha llegado a la
conclusién que por obra de ciertos mecanismos de restriccion, algunas cepas de clamidias ambientales no
llegan a infectar determinadas clases de amebas, por lo cual éstas son consideradas resistentes a la infec-
cion clamidial.
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COMPOSICION ANTIGENICA

La pared celular de estos microorganismos posee varios antigenos de importancia:

e Lipopolisacarido (antigeno especifico de grupo)

El lipopolisacarido es un antigeno presente en todos los miembros de la familia Chlamydiaceae.
Es especifico de género y no permite diferenciar especies. Su presencia se ha demostrado me-
diante fijacion del complemento, inmunofluorescencia y ELISA y es una causa importante de las

reacciones cruzadas que, con frecuencia, se observan en la serologia de Chlamydiaceae.

Esta presente en los cuerpos elementales, en los reticulares, en la membrana de las células infec-

tadas y en la regién proximal de células anexas a las anteriores, pero no infectadas.

o Proteina principal de la membrana externa(MOMP) (antigeno especifico de especie)

Uno de los antigenos mejor caracterizados en las especies de Chlamydiaes el MOMP. Es la pro-
teina que se halla en mayor proporcién (60%) en los cuerpos elementalesy reticularesy es comun
a todos los miembros de la familia Chlamydiaceae, aunque presenta diferencias estructurales y

de inmunogenicidad en cada una de las especies.
A veces puede estar enmascarada con otras proteinas de superficie, PMP (proteinas polimérficas
de la membrana externa) y no es inmunodominante como en C. pneumoniae.

¢ Proteinas del complejo de membrana externa (OMC) ricas en cisteina
Estan presentes en grandes cantidades en el cuerpo elemental y se sintetizan de manera tardia en
la maduracion del cuerpo reticular hacia el elemental. No estan presentes en el cuerpo reticular.

e _Proteinas polimérficas de la membrana externa (PMP)

Su superficialidad e inmunogenicidad justifican el interés por estas proteinas.

e Proteinas de inclusion (Inc)

Se localizan en la membrana de los cuerpos de inclusion de todos los miembros del orden
Chlamydiales Sus funciones se han relacionado con el desarrollo de la inclusion y la evasion del

sistema inmunoldgico

e Chaperonas y Proteinas de shock térmico (HSP) (antigeno especifico de especie)

Las chlamydias sintetizan un pequefio grupo de proteinas altamente conservadas como respuesta
al calor o al estrés y son inmunogénicas. Las mas estudiadas son la HSP 60y HSP 70 de 60 y 70
kd respectivamente que estan en la superficie del corpusculo elementaly corpusculo reticulado.
Cumplen funciones de corregir plegamientos incorrectos de proteinas desnaturalizadas y estan
asociadas a dafo e inflamacién ocular en el caso de C. trachomatis. En elcaso de C. pneumo-

niae se relacionarian con la arteriosclerosis, por inducir un ataque a la pared endotelial, mediante
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una reaccion de hipersensibilidad retardada, propia de las infecciones crénicas, que puede ser el

eslabon entre los microorganismos involucrados y la autoinmunidad.

e Enolasa.

Esta proteina de la superficie bacteriana comparte antigenos con la enolasa humanapresente en
las células hematopoyéticas, por lo que, en las infecciones por chlamydia, la induccién de anti-

cuerpos antienolasa podria causar reacciones autoinmunes inflamatorias.

¢ Antigenos tipo especifico:

Polipéptidos de 30Kd en el caso de C. trachomatis que permiten la diferenciacion de serotipos.

¢ Antigenos especificos de subespecie

También de estructura polipeptidica que permiten caracterizar los serotipos de C. trachomatis en

dos grandes subespecies: grupo B y C (86).
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OBSERVACION MICROSCOPICA

Puede realizarse por microscopia electrénica y dptica, en este caso aplicando técnicas de coloracién

como los métodos de Castafieda, Giemsa, Giménez, Macchiavello y Stamp.

En el caso de C. trachomatis existe otro método tintorial con yodo, la coloracién de Lugol, utilizado

en cultivos celulares para observar la presencia de cuerpos de inclusién ricos en glucégeno.

El uso de inmunofluorescencia directa con anticuerpos monoclonales contra diversas fracciones anti-
génicas de Chlamydia presentes en secreciones, tejidos infectados o sobre aislamientos en cultivo celular,
es también una técnica de rapida aplicacién, pero su utilizacion requiere el uso de microscopio de fluores-

cencia.

AISLAMIENTO

Por ser parasitos intracelulares obligados, las Chlamydias se cultivan en modelos biolégicos como

animales de laboratorio, medios tisulares y saco vitelino de embrién de pollo.

El tipo de inéculo que se emplea debe ser tratado previamente con anti-microbianos y antifingicos
para purificarlo y evitar la competencia de agentes contaminantes. La metodologia varia segun su origen, y
con posterioridad a dicha “purificacién” se procede a inocular en los medios celulares como lo describe la

técnica de repique enlinea celular Mc Coy.

La inoculacion en saco vitelino de embridon de pollo es aplicable a todas las variedades de
Chlamydia y se realiza cuando el embrion tiene entre seis (6) y siete (7) dias de incubacion. El volumen del
inéculo es de 0,2 ml y entre los cinco (5) y doce (12) dias siguientes a la inoculacién se produce la muerte

del embrion, en el que son observables congestion y hemorragias.

INFECCIONES EN ANIMALES DE LABORATORIO

En forma natural, Chlamydia ocasiona una gran cantidad de procesos patoldgicos y su capacidad in-

fectiva también se relaciona con la sensibilidad de sus ocasionales huéspedes.

Experimentalmente se dispone de dos especies “de laboratorio” para realizar las inoculaciones: el ra-
tén y el embridn de pollo; el mono puede ser empleado para este fin, pero la infraestructura necesaria y el

costo del mantenimiento limitan su uso.

> Ratén: inoculada por distintas vias (intranasal, intraperitoneal e intra-cerebral) Chlamydia ori-
gina diversos procesos patolégicos (neumonia, hepato y esplenomegalia con exudados fibrosos
intraabdominales y meningoencefalitis 6 leptomeningitis respectivamente). En cada caso e inde-
pendientemente de la via de inoculacion empleada, se consigue una importante cantidad de cuer-

pos elementales.

> Embrién de pollo: la via mas utilizada es el saco vitelino, donde Chlamydia alcanza elevada

titulacién tras su multiplicacién. En ciertos casos se produce 6ptimo desarrollo clamidialinoculando
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en cavidad alantoidea o en membrana corioalantoidea, aunque estas ultimas vias no son de elec-
cion.
> Mono: puede ser inoculado en prepucio, ganglios linfaticos, recto y por vias intraperitoneal, in-

traocular e intranasal. Es importante recordar que el mono no es sensible a las inoculaciones por

vias endovenosa e intracerebral.

DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Todos los organismos del género Chlamydia y chlamydophila poseen lipopolisacaridos antigénicos
que permiten identificarlos serolégicamente por métodos como fijacidon de complemento, inmunofluorescen-

cia, ELISA test e inmunocromatografia.

Pueden presentarse casos de reaccion cruzada entre los miembros del orden Chlamydiales, resulta-
do directamente relacionado con la similitud genética de las especies. Pero aun se debe ser muy cauteloso
con la interpretacion de los resultados debido a la positividad dada por ciertas clamidias ambientales aso-

ciadas a noxas respiratorias.

Actualmente, la metodologia mas utlizada es la PCR, en donde se han utilizado modificaciones en la
técnica (de un sélo paso - semianidada - y de dos pasos - anidada -,) aplicadas al estudio de muestras res-
piratorias, y se han de-tectado secuencias correspondientes a Protochlamydia amoebophila, Waddlia-
chondrophila y Candidatus Rhabdochlamydia porcellionis, con lo que se incrementa la sospecha de

asociacion del numero de Chlamydialesy las patologias de tipo respiratorio.
1. Preparacion del Antigeno

El antigeno especifico de grupo se prepara apartir del saco vitelino de embrién de pollo infecta-
do con Chlamydias. Tras la cosecha, el material se homogeniza y suspende al 20 6 30% en caldo
cerebro corazén o PBS a pH 7,2; se hierve durante treinta (30) minutos, se enfria y se afiade fenol

en cantidad suficiente para una concentracion final del 0,5%.

Si la muestra proviene de un paciente, el hisopo impregnado con el LPS (lipopolisacarido) se agita
en medio de transporte (detergente en solucion salina bufferada) y se somete a ebullicion por
quince (15) minutos; posteriormente se deja enfriar y finalmente se reagita, aumentando asi la

cantidad de sitios de combinacion Ag-Ac disponibles por dispersién del antigeno.
2. Métodos de Identificacion Serolégica

o Fijacion de Complemento: El antigeno obtenido se enfrenta con suero que con-tiene anti-
cuerpos clamidiales, determinandose que se trata de Chlamydia cuando la prueba es positiva

con dilucién 1:8 o mayor.

¢ Inmunofluorescencia: Detecta rapidamente los antigenos clamidiales; para ello se utilizan an-
ticuerpos monoclonales y si el material contiene antigeno clamidial, el anticuerpo marcado con
fluoresceina se une al antigeno intracitoplasmatico especifico originando fluorescencia positiva

observable con microscopia de luz UV.
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e ELISA test: Este método emplea Anticuerpos mono y / o policlonales, permite evaluar un ele-
vado numero de muestras por vez, detecta la presencia de microorganismos muertos y su pun-
to final se mide por variacion en la intensidad de color. La técnica puede utilizarse para detectar
Chlamydia trachomatis, Chlamydophila psittaci y Chlamydophila pneumoniae. Es una

prueba de alta sensibilidad con bajo nivel de antigeno.

¢ Inmunocromatografia: Este tipo de determinacién permite la identificacién visual selectiva del

antigeno LPS clamidial comun por medio del cambio de color producido al realizarse la union

antigeno/anticuerpo.
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COLORACION POR TECNICA DE CASTANEDA

MATERIALES

Solucion buffer de fosfatos
Fosfato de potasio (KH2PO4) sol acuosa 1% 100 ml
Fosfato de sodio (Na2HPO4.12H20), sol acuosa 25% 100 ml
(mezclar y agregar 1 ml de formol)
Solucion madre de azul de metileno

Azul de metileno 1 9
Alcohol metilico 100 ml

Solucién de trabajo de azul de metileno

Solucién buffer de fosfatos 20 ml
Solucién madre de azul de metileno 0,15 ml
Formol 1 ml

Solucion de safranina

Safranina O, solucién acuosa al 2% 25 ml
Acido acético al 0,1% 75 ml

Técnica

Extendido o impronta de tejidos: segun método clasico.

Secado: al aire.

Coloracion principal: Solucion de trabajo de azul de metileno cubriendo el extendido.
Dejar escurrir el colorante sin secar.

Coloracion secundaria: Safranina, de 1 a 4 seg.

Lavado: con agua corriente.

Secado: con papel.

© N o gk~ 0N

Observacion.

INTERPRETACION: cuerpos de inclusién color AZUL sobre elementos

celulares color ROJO.
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COLORACION POR TECNICA DE GIEMSA

MATERIALES

Solucion madre de Giemsa

Colorante de Giemsa en polvo 0,5 gs
Glicerina 33 ml

disolver entre 55 y 60 °C durante 2 h; luego afadir
Alcohol metilico absoluto (libre de acetona) 33 mi
mezclar, sedimentar y conservar a temperatura ambiente
Solucién buffer fosfato acido de sodio (0,067 M)

NaH2P04.H20 9,2 g
Agua destilada 1000 ml

Solucién buffer fosfato disédico (0,067 M)

NaQHPO4 9,5 g
Agua destilada 1000 ml

Agua amortiguada (pH 7,2)

Sol. buffer fosfato acido de Na 39 mil
Sol. buffer disédico 61 mil
Agua destilada 900 ml

Solucién de trabajo de Giemsa (preparar antes de usar)

Soluciéon madre de Giemsa 1 parte
Agua amortiguada 406 50 partes
Técnica

1. Extendido o impronta de tejidos:segun método clasico.
Secado: al aire.

Fijado: Alcohol etilico absoluto durante 5 min.

Secado: al aire.

Coloracion principal: colorante de Giemsadurante1h.
Lavado: rapido con alcohol etilico 95°.

Secado.

®© N o o~ DN

Observacion.

INTERPRETACION: Cuerpos de inclusién color ROJO PURPURA.
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COLORACION POR TECNICA DE GIMENEZ

MATERIALES

Solucion madre de carbolfucsina

Fucsina al 10% (p / v) en etanol 95° 100 ml
Sol. acuosa de fenol al 4% (v/v) 250 ml
Agua destilada 650 ml

(mantener a 37 °C durante 48 h antes de usar)

Solucidn buffer de fosfato acido de sodio (0,2 M)

NaH, PO, 284 g

Agua destilada 100 ml
también puede prepararse con: 3,27 g

Na,H PO,4.12 H,O 100 mi

Agua destilada

Solucidn buffer fosfato disédico (0,2 M)

Na, HPO, 276 g
Agua destilada 100 mi

Solucién buffer de trabajo (0,1 M y pH 7,45)

Sol. buffer fosfato acido de Na 35 mil
Sol. buffer fosfato disddico 15,5 ml
Agua destilada 19 mi

Solucidn de trabajo de carbolfucsina

Sol. madre de carbolfucsina 4 mi
Sol. buffer de trabajo 0,1 M 10 mi
(filtrar antes de usar - duracion: 48 hs)

Solucioén acuosa de verde de malaquita al 0,8%

Técnica

Extendido o impronta de tejidos: segun técnicas clasicas.
Secado y fijado: por calor.

Coloracion principal: Carbolfucsina durante 1 6 2 min.
Lavado: con agua corriente.

Coloracion secundaria: Verde de malaquita por 6 a 9 seg.

Lavado: con agua corriente.

N o o bk wDd =

Secado con papel y observacion.

INTERPRETACION: cuerpos de inclusién ROJOS sobre fondo color VERDOSO.

Linzitto y col. Pagina 42



Chlamydia y Chlamydophyla

COLORACION POR TECNICA DE MACCHIAVELLO

MATERIALES
Solucion de fucsina basica al 0,25%

Fucsina basica 0,25 g
Agua bidestilada (pH 7,4 afiadiendo carbonato de Na) 100 ml

(filtrar directamente sobre el extendido)
Acido citrico al 0,25%

Acido citrico 05 g
Agua bidestilada 200 ml

Solucién acuosa de azul de metileno al 1%

Azul de metileno 1 g
Agua bidestilada 100 ml
Técnica

. Extendido o impronta de tejidos: segun técnicas clasicas.

. Secado y fijado: por calor.

. Coloracion principal: Fucsina basica al 0,5% por 5 minutos (agregar a medida filtra por el papel).
. Decoloracién: por inmersion en acido citrico (algunos segundos).

Lavado: con agua.

. Coloracién secundaria: Azul de metileno al 1%durante 20 a 30 seg.

Lavado: con agua.

. Secado: colocar sobre un extremo y dejar escurrir.

© ® N o O A~ W N =

. Observacion.

INTERPRETACION: cuerpos de inclusién color ROJO sobre fondo color AZUL.
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COLORACION POR TECNICA DE STAMP

MATERIALES
Solucion madre de fucsina

Fucsina basica 10 g
Etanol 95% 100 ml

Solucion de carbolfucsina

Sol. madre de fucsina 10 ml
Fenol 5 ml
Agua destilada 100 ml

Solucion madre de azul de metileno

Azul de metileno 1 g
Alcohol etilico de95° 100 ml
Agua destilada 30 ml

Solucion acuosa de azul de metileno

Sol. madre de azul de metileno 10 ml
Agua destilada 90 ml

Técnica
Extendido 6 impronta de tejidos: segun técnicas clasicas.
Secado Yy fijado: por calor.
Coloracion: cubrir con Carbolfucsina diluida 1/5 durante 5 min.

Lavado: con agua.

Lavado: con agua

1.

2

3

4

5. Decoloracién: con acido acético al 0,5% durante 30 seg.

6

7. Coloracion secundaria: azul de metileno al 1% durante 20 seg.
8

Lavado con agua, secado y observacion.

INTERPRETACION: cuerpos elementales de color ROJO.
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COLORACION DE LUGOL

Permite observar la formacién de los cuerpos de inclusion intracelulares de las cepas de referen-
cia y su evaluacién, pues se realiza el control de infectividad de cultivo por recuento o titulacion de Unidades
Formadoras de Inclusiones.

MATERIALES
Solucion A:
IK . 1 g
Ibisublimado 19
Agua destilada 10 ml
(dividir el volumen total en dos partes)
Solucion 1:
SoluciénA 10 ml
Alcoholetilico 10 ml
Solucion 2:
I 0,25 g
Alcohol etilico 10 ml
Solucioén 3:
SoluciénA 10 ml
Glicerina 8 ml
PBS 2 mi
Técnica

1. Retirar del vial inoculado el MEM Cicloheximida.
Lavarla monocapa con PBS (1 ml).

Retirar el ml de PBScon pipeta Pasteur.

Fijar la muestra con metanol durante10 min.

Retirar el metanol.

2 e

Secar durante 15 min.
Si no se pudiera continuar, congelar el vial a -20 °C.
7. Cubrir el cubreobjetos con Solucién 1 durante 15 min.
8. Retirar y cubrir con Solucién 2 durante 10 min.
9. Retirar y cubrir con Solucién 3 durante 15 min.
10. Retirar y montar el cubreobjetos sobre un portaobjetos.

11. Observar la muestra con microscopio de luz y aumento mediano.

INTERPRETACION: cuerpos de inclusién color PARDO.
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CULTIVO DE CHLAMYDIAS EN MEDIOS TISULARES

Cuando se desee realizar el CULTIVO DE CHLAMYDIATRACHOMATIS, se procedera como indica
la técnica de Cultivo Celular McCoy, aplicandose la coloracidon de Lugol exclusiva para Chlamydiatra-
chomatis.

SOLUCIONESDETRABAJOPARA

a) MANTENIMIENTO DE LA LINEA CELULAR Mc COY
b) CULTIVO DE CHLAMYDIA TRACHOMATIS

= Medio MEM (Minimum Essential Medium Powder Autoclavable)
(Laboratorio Gibco)

= Medio MEM uso

El medio MEM es autoclavable y se diluye en 880 ml de agua bidestilada fraccionada en botellas de
88 ml cada una.

Bajo flujo laminar se agrega a cada botella:

L-glutamina de 200 mM 1,5 ml
Suero fetal bovino (inactivar a 56 °C durante 30 min.) 10 ml
Gentamina 80 0,02 ml
Hepes 2 ml
Bicarbonato de Na al 7,5 % 2 mi

pH final: 7,4 (alcalinizar con Bicarbonato de Na al 7,5% o acidificar con Hepes)

Cada botella dura 2 semanas a4 °C

= Hepes (Laboratorio Gibco)
Hepes 238 g
Aguabidestilada 10 ml

(filtrar la solucion con filtro de 0,22 my)

= Medio Hanks (Laboratorio Gibco)

=> Bicarbonato de Na al 7,5%
Bicarbonato de Na 75 ¢
Agua destilada 100 ml

(autoclavar dos veces)

=>» Tripsina 1:250 (Laboratorio Gibco)
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=>» Tripsina Versene

Tripsina 1:250 Gibco 0,50 g
Versene 0,20 g
NaHCO3 0,58 g
Dextrosa 1,00 g
CIK 0,20 ¢
NacCl 8,00 g¢g
Rojo de fenol al 0,5 % 4 gotas
Agua destilada csp 1000 ml

(esterilizar por filtracion: 0,22 ym y fraccionar)
= MEM Cicloheximida
Cicloheximida Sigma 10 mg

PBS 20 mg

A 1 ml de esta solucién agregar 4 ml de MEM uso, filtrar y fraccionar.

En el momento de utilizar, agregar 0,1 ml por cada 10 ml de MEM uso.

PREPARACION DE VIALES PARA CULTIVO CELULAR DE Chlamydia trachomatis

Viales: Shell 15 x 45 mm. 1 DRAM - Opticlear.

Son de vidrio y poseen una tapa de papel de aluminio; en su interior y sobre el fondo plano, llevan
un cubreobjetos de forma circular.

Cubreobjetos: Microscope cover glass de Fisher Scientific Co. (size 12 mm. circle)
Preparacion de suspension para cultivo:

Suspension de linea celular Mc Coy 0,8 ml
MEM uso. 100 ml

De la suspension asi preparada utilizar 1 ml por vial.
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TRANSPORTE DE MUESTRAS

Las muestras clinicas de cualquier origen (hisopado, uretral, endocervical o conjuntival, biopsia, exu-
dados, semen, etc.) deben ser transportadas en medio 2-sacarosa-fosfato y guardadas a 4 °C por no mas
de 24 h

En caso de no procesarse deberan conservarse a -70 °C.

Medio 2-sacarosa-fosfato (2-SP)

Disolver perfectamente:

Sacarosa 68,46 ¢
Agua bidestilada 500 mg

Disolver en poca cantidad de agua bidestilada: 201 g
Ky HPO, 1,01 g
KH, PO,

Mezclar ambas soluciones y llevar a 1000 ml con agua bidestilada; ajustar a pH 7,2. Filtrar con
filtro de 0,22 my y fraccionar.

Solucién de trabajo

2SP 100 ml
Suero fetal bovino 3 ml
Gentamina 0,03 ml

REPIQUE DE LINEA CELULAR MC COY
Técnica:
Cuantificar el porcentaje de monocapa desarrollada.
1. Bajo flujo laminar retirar el medio de cultivo viejo.
2. Repicar parte del medio en Caldo cerebro corazén para llevar a cabo el control de esterilidad.

3. Adicionar 5 ml de medio Hanks, lavando (de la botella) las paredes opuestas y laterales a la mono-
capa; finalmente lavar la pared que contiene la monocapa.

Retirar el Hanks.
Repetir los pasos 4 y 5.
Agregar tripsina Versene (1 ml por botella de250 ml)

Verificar que la tripsina tome contacto con toda la monocapa.

© N o o bk

Llevar a estufa a 37 °C durante 1 a 4 min. La tripsinizacion finaliza cuando se observa caer la mono-
capa. Se puede golpear ligeramente la botella para acelerar la caida.

9. Frenar el efecto de la tripsinacon medio MEM uso, en cantidad como para diluirlo 6 veces ( ej.: dil.
1/16).

10.Agitar enérgicamente con pera de goma sin producir espuma.

11.Tomar el volumen calculado para efectuar los repiques necesarios (por cantidad de botellas).
Completar con MEM uso hasta un volumen final de 10 mi

Colocar las botellas en estufa a 37 °C durante 48 a 72 h para posteriormente realizar un nuevo repique.
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METODO DIAGNOSTICO DE Chlamydia tracomatis POR CULTIVO CELULAR
Técnica:

¢ Vial con monocapa de células Mc Coy con 24 a 48 h de incubacién.
o Retirar del vial el medio MEM uso con pipeta Pasteur.

e Sembrar 0,02 ml de muestra.

e Centrifugar 1 hora a 1000 g a 35 °C.

e Incubar el vial 2 h a 37 °C.

e Agregar MEM Cicloheximida (1,5 ml)

. Incubar 72 h a 37 °C en atmoésfera de CO,

e Lavar, fijar y teiir la muestra con el método de coloracién de Lugol.
e Montar en portaobjetos.

e Leer al microscopio 6ptico.
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AISLAMIENTO POR INOCULACION EN EMBRION DE POLLO

Yema o vitelo

Anatomia del embrion de pollo:

1. Camara de aire: se ubica superiormente (en el polo mas romo), y esta formada por la separacion
de las membranas Testacea y Farfara.

2. Membranas Testacea y Farfara: tapizan integramente la cara interna de la cascara como una sola
membrana, separandose recién al formar la Camara de aire.

3. Cavidad alantoidea: estd constituida por una membrana muy vascularizada denominada alantoi-
des; contiene al liquido alantoideo y es una de las vias mas empleadas para inoculacién general.

4. Saco amniético: rodea totalmente al embridn y contiene al liquido amniético; como la cavidad
alantoidea, es una via de inoculacién general utilizada frecuentemente.

5. Saco vitelino: mas comunmente conocido como “yema” contiene vitelo (sustancia que actia como
alimento del embrién hasta cierto tiempo después de nacido el pollito). Su membrana constituye el
medio ideal para reproducir Chlamydia o Chamydophila. Es via de eleccion para su inoculacién.

Manejo de los embriones:

J+ Incubacion: se realiza con una temperatura que oscila entre 39 y 39,5°C., y una humedad ambien-
tal del 75 al 80%.

J+ Volteos diarios: 2 (entre los dias 2 y 19 de incubacion).

J+ Edad del embrion para inocular en Saco Vitelino: 2 a 7 dias.
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AISLAMIENTOPORINOCULACIONENEMBRIONDEPOLLO

v Muestra tisular:
Triturar y homogenizar en un 20 6 40% de PBS y a pH 7,2 con:
e Estreptomicina, Vancomicina y Kanamicina (1 mg / ml de c/u) 6

e Estreptomicina (10 mg / ml) y Neomicina (1 mg / ml).
SON INHIBIDORES: Tetraciclinas, Chloromicetina y Penicilinas.

o Muestra fecal o tisular muy contaminada:

Suspender al 20% en Kanamicina, Estreptomicina y Vancomicina; centrifugar por 30 minutos a 1000
rpm. y repetir tres veces la maniobra. Después de cada centrifugado separar la porcién media del
sobrenadante (eliminando elementos en suspensién y sedimento).Tras la Ultima centrifugacioén, ex-
traer e inocular la capa media del material.

w» Muestra Liquida:

La sangre heparinizada o el liquido ascitis recolectados asépticamente pueden inocularse inmedia-
tamente.

TECNICA DE INOCULACION EN SACO VITELINO
1. DELIMITAR Y PERFORAR la camara de aire (con torno o punzon).

2. DETERMINAR la posicion del SV ubicando con el ovoscopio el ojo del embrién y girando 180° el
huevo embrionado.

PERFORAR ASEPTICAMENTE la cascara sin lastimar las membranas.
INOCULAR entre 0,3 a 0,5 ml utilizando agujas 16/5 6 25/8.

SELLAR ambas perforaciones con esmalte de ufias.

REINCUBAR, CONTROLAR LA EVOLUCION Y COSECHAR.

o o~ w

EMBRION
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AISLAMIENTO POR INOCULACION EN RATON BLANCO

Manejo del ratén blanco

Para extraerlo de la caja se procede a tomarlo por la piel del cuello o directamente de la cola, tras lo cual se
lo apoya sobre una superficie aspera que permita fijarlo con seguridad; posteriormente el método de con-
tencion varia segun la técnica de inoculaciéon a emplear.

1. VIA INTRANASAL

Se procede a instilar gotas de la suspension clamidial en los orificios nasales del animal de experimenta-
cion, o bien se hace inspirar dicha suspension en forma de aerosol.

2. VIAINTRACEREBRAL

Dado lo particular de esta via solamente pueden inyectarse de 0,1 a 0,2 ml, ya que la caja craneana ca-
rece de la elasticidad necesaria para tolerar volumenes mayores.

Técnicas
Abordaje por angulo interno del ojo:

Se fija el animal contra la mesada y con un movimiento seguro se atraviesa la pared ésea entre el globo
ocular y el parpado, en el angulo interno del ojo.

Esta inoculacion NO REQUIERE ANESTESIA PREVIA por la rapidez de realizacion. Posteriormente, el
animal puede presentar un enrojecimiento en el punto de penetracion de la aguja.

Abordaje por zona frontal:

En este caso el animal debe ser sometido a una induccion anestésica; luego se lo fija contra la mesada, y
en la parte media de la linea imaginaria que une el ojo con la base de la oreja se clava la aguja con un
golpe seco, ya que el craneo del ratéon no ofrece mayor resistencia a la inoculacion directa.
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NO INOCULAR NUNCA EN LA ZONA FRONTAL MEDIA PUES SE DANA EL SENO VENOSO
Y EL ANIMAL MUERE INMEDIATAMENTE POR MALA PRAXIS.

3. VIAINTRAPERITONEAL
Método de sujecién I:

Tomar la piel del cuello del ratén entre indice y pulgar, sosteniendo la zona posterior entre el dedo medio
y la palma de la mano; antes de inocular, un ayudante debera estirar el miembro posterior correspon-
diente a la inoculacion.

Método de sujecion ll:

Colocar al ratén sobre una superficie aspera que le permita afirmarse, tomarlo de la cola con pulgar e in-
dice, apoyar en la base de la misma el dedo anular y “envolverla” con los dedos libres; luego sujetar la
piel del cuello entre pulgar e indice: el dorso del ratéon descansara sobre los dedos que mantienen sujeta
la cola.

El miembro posterior correspondiente al punto de inocu-
lacion se sujetara con el dedo menique, en caso de ca-
recer de ayudantes.

Obviamente, cuando el inoculador es diestro el ratén
debe ser tomado con la mano izquierda, y viceversa.
Para serinoculado el animal debe permanecer en decubi-
to dorsal con la cabeza mas baja que la cadera para
facilitar el desplazamiento de los 6rganos abdominales
hacia el diafragma, evitando asi posibles traumas duran-
te la practica.

Linzitto y col. Pagina 57



Chlamydia y Chlamydophyla

Técnica

1. Aplicar antiséptico en la zona cer-
cana al ombligo.

2. Clavar la aguja con el bisel hacia
arriba en un punto cercano a la in-
gle y en direcciéon al diafragma,
desplazandola siempre por via
subcutéanea.

3. Colocar la aguja en posicion per-
pendicular a la masa muscular y
atravesarla con un golpe seco.

4. Inyectar el indculo de manera lenta.

5. Extraer la aguja rapidamente.
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DETERMINACION DE LPS POR ELISA TEST(IDEIA™CHLAMYDIAS)

Este método combina la obtencion de Antigenos lipopolisacaridos y de Anticuerpos monoclonales
especificos anti LPS; permite la evaluacion simultanea de un elevado nimero de muestras y la deteccion de
organismos vivos y muertos.

Muestra: obtener por hisopado, tomando una buena cantidad.
Transportedelamuestra: segun indicaciones
Procesadodelamuestra: Agitar en Vortex, hervir, enfriar, reagitar.

Materiales:

Muestra, Muestra control, Conjugado monoclonal, Solucién de trabajo bufferada, Sustrato, Amplifica-
dor, Solucién de frenado.

Técnica:
1. Muestra: en medio de transporte previamente calentada a 100 °C durante 15 min. preparada
y vorteada.
2. Muestra problema o control: 200 ul en un pocillo adherido con anticuerpo monoclo-

nal especifico.
Conjugado monoclonal: 50 ul en cada pocillo; agitando, incubar 60 min. a 37 °C.
Solucién de trabajo bufferada: lavar la policubeta cuatro (4) veces.
Sustrato: 100 ul en cada pocillo; con agitacién, incubar 20 min. a 37 °C.
Amplificador: 100 pul; con agitacion, incubar 10 min. a37 °C.

Soluciéndefrenado: agregar 50 ul en cada pocillo.

© N o o ko

Lectura: apreciar cambios de color a ojo desnhudo o con espectrofotometro a 492
nanometros.

INTERPRETACION: Positivo o Negativo
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TITULACION DE INMUNOGLOBULINAS POR ELISA TEST (INMUNOCOMB)

Este método permite determinar titulos de Anticuerpos IgG para Toxoplasma y Chlamydophila felis
en felinos.

Muestra: suero sanguineo refrigerado entre 2 y 8 °C, o bien

sangre entera impregnando un disco de papel.

Materiales: provistos por el kit InmunoComb.

Técnica:

1. Muestra: en el pocillo A;colocar
suero sanguineo: 5 ul o bien

disco impregnado con sangre: incubar60 min. para extraer los anticuerpos.
2. Muestras para Control: 5 pl de controles positivo y negativo en pocillos A, y A srespectivamente.

3. Tarjeta Reactiva: colocarla en el pocillo correspondiente e incubar a temperatura ambien-
te de la siguiente manera

A: incubar durante 10 minutos; secar y pasar a
B: incubar durante 2 minutos; secar y pasar a
C: incubar durante 10 minutos; secar y pasar a
D: incubar durante 2 minutos; secar y pasar a
E: incubar durante 2 minutos; secar y pasar a
F: incubar durante 10 minutos; secar y pasar a

G: incubar durante 2 minutos y secar al aire.

4. Lectura: se realiza comparando los resultados con la escala.

Linzitto y col. Pagina 61



Chlamydia y Chlamydophyla

DETERMINACION DE IgM E IgG POR ELISA (VIRCELL Chlamydophila pneumoniae)

Este método es una prueba inmunoenzimatica indirecta para determinar y titular anticuerpos IgM e 1gG fren-
te a Chlamydophila pneumoniae en suero o plasma humano. El kit incluye 96 tests.

Muestra: suero sanguineo o plasma refrigerado entre 2y 8 °C.

Fundamento: El método de ELISA esta basado en la reaccion de los anticuerpos de la muestra con el anti-
geno unido a la superficie de poliestireno. En el presente ensayo se utiliza antigeno COMP- complexes of
outer membrane proteins - de C. pneumoniae, eliminando el LPS responsable de la mayor parte de las
reacciones cruzadas con otras Chlamydias. Las inmunoglobulinas no unidas por reaccién con el antigeno
son eliminadas en el proceso de lavado. En un paso posterior la globulina anti-humana reacciona con el
complejo antigeno-anticuerpo, y la que no se une es eliminada por los lavados, la unida reacciona con el
sustrato (TMB), para dar una reaccién coloreada azul, que cambia a amarillo tras la adicién de la solucion
de parada.

Materiales: provistos por el kit incluye 96 test.

Técnica:

01. Colocar el numero de pocillos necesarios para el suero que vamos a procesar, mas otros cuatro
pocillos, uno para el control positivo, uno para el control negativo y dos para el suero out off.

02. Ainadir 100 ul de diluyente de la muestra, 5 ul de las muestras, 5 ul del control positivo, 5 pl del
suero out off(en duplicado) y 5 pl del control negativo.

03. Incubar en estufa/bafio durante 45 minutos a 37 °C.

04. Realizar 5 lavados con solucién de lavado.

05. Anadir 100 pl de conjugado.

06. Incubar en estufa/bafio durante 30 minutos a 37 °C.

07. Realizar 5 lavados con solucién de lavado.

08. Anadir 100 ul de sustrato.

09. Incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos, en la oscuridad.
10. Anadir 50 ul de solucion de parada.

11. Lectura espectofotométricamente a 450/620 nm, antes de 1 hora de acabado el ensayo.

INTERPRETACION: Positivo o Negativo.

Linzitto y col. Pagina 62



Chlamydia y Chlamydophyla

OBSERVACION POR INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA(I)

Emplea anticuerpos monoclonales murinos marcados con fluoresceina; la evaluacion final se realiza
por microscopia de luz ultravioleta.

Materiales

. Kit Reactivo Monoclonal de Chamydias conjugado FITC purificado y estabilizado
en buffer de fosfatos (pH 7,5), incluyendo colorante de contraste (Azul de Evans) y conservador
(Azida de Na).

o Liquido de montaje con inhibidor fotobloqueante en solucion PBS-Glicerol.

o Portaobjetos con células conectivas murinas infectadas con Chlamydias (como control posi-
tivo).

e PBS (Férmula: CINa 8 g - CIK0,2 g - PO4HNa, 1,15 g - PO4H,KO0,2 g - agua destilada 1000 ml)

e Microscopio de Epifluorescencia con filtro de 490 - 520 nm. (lentes: ocular X10 objetivos de
inmersién de X60 y X100).

. Aceite para inmersion no fluorescente.

e Muestras por hisopado de origen variado (oftdlmicas, nasales y traqueales, éstas ultimas obteni-
das bajo el efecto de induccién anestésica)

Técnica

1. PREPARAR el portaobjetos con la muestra problema y el control positivo (fijado con acetona)
2. APLICAR EL CONJUGADO (25 ul) e INCUBAR en camara humeda a 37 °C durante 15 min.)

3. LAVAR en baro durante 5 min. y con agitacion para eliminar el exceso de conjugado; SECAR al
aire y a temperatura ambiente.

4. APLICAR LIQUIDO DE MONTAJE en el centro del portaobjetos y COLOCAR EL CUBREOBJE-
TOS evitando las burbujas de aire.

5. OBSERVAR en microscopio epifluorescente (previa aplicacion de aceite para inmersion) con X
600 6 X 1000 totales.

RESULTADOS:

a) POSITIVO: PUNTOS LUMINOSOS VERDE BRILLANTE FLUORESCENTES.

b) NEGATIVO: la muestra debe permanecer SIN FLUORESCENCIA.
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OBSERVACION POR INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA(II)

Utiliza Anticuerpos marcados con fluoresceina. Se aplica a todas las especies de Chlamydia.

Materiales

. Kit reactivo monoclonal IMAGEN™ Chlamydia DAKO.

. Liquido de montaje

. Portaobjetos con células conectivas murinas infectadas con Chlamydias (como
control positivo)

o PBS

. Microscopio de epifluorescencia con filtro de 490 - 520 nm. Aceite para inmersién
no fluorescente

. Muestras obtenidas por hisopado.

Técnica

1. Extender en portaobjetos la muestra problema y el control positivoen un &rea no mayor a 6 mm.
Secar al aire y Fijar con acetona.

Aplicar 25 yl de conjugado e Incubar en camara humeda a 37 °C por 15 min.
Lavar con PBS durante 5 min. Secar al aire a temperatura ambiente.

Aplicar el liquido de montaje y Cubrir con cubreobjetos evitando forma burbujas de aire.

o M 0D

Observar en microscopio epifluorescente con x 600 6 x1000 totales previa aplicaciéon de aceite pa-
ra inmersion.

RESULTADOS:

a) POSITIVO: PUNTOS LUMINOSOS VERDEBRILLANTE FLUORESCENTES.

b) NEGATIVO: muestra SIN FLUORESCENCIA.
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INMUNOCROMATOGRAFIA (CHLAMYDIA STAT-PAK)

Materiales:

) Solucion extractante
Solucién buffer no iénico
Azida sodica 0,1%

Control positivo (LPS Chlamydial)

. Unidad de reaccién (Test card)
Ac. monoclonales de ratén marcados con oro coloidal
Ac. policlonales de conejo anti-chlamydia

Ac. de cabra anti-ratén

Hisopos de dacron estériles

Tubos de extraccion plasticos descartables

Pipetas plasticas descartables

Muestras:
Seobtienen por hisopado; si las muestras no se procesan inmediatamente, refrigerar entre 2° y 8 °C.
TIEMPO MAXIMO DE REFRIGERACION: 72 h

Técnica:
1. Extraer la muestra del hisopo con solucién extractante durante 10 segundos e incubar 10 minutos.

2. Colocar gotas de la muestra extraida en el sitio correspondiente de la Unidad de reaccién (Test
card) empleando una pipeta plastica.

3. Colocar inmediatamente solucidn extractante en el sitio correspondiente a la misma Unidad de
Reaccion.

4. Dejar reaccionar entre 5 y 20 minutos.
5. Leer.

6. Realizar simultaneamente la técnica empleando un Testigo.

INTERPRETACION: el resultado es positivo cuando se visualiza una banda de color ROJO - LILA
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DETERMINACION DE ANTICUERPOS POR FIJACION DE COMPLEMENTO
OBTENCION DE ANTIGENO CHLAMYDIAL (especifico de grupo)
1. A partir de Saco vitelino inoculado
cosechar y homogenizar
suspender al 20 - 30 % en caldo corazén de buey o PBS (pH final 7,2)
llevar a ebullicién durante 30 min. Enfriar.
Fenolar hasta concentracién final del 0,5 %

2. A partir de un paciente

agitar el hisopo impregnado con LPS (lipopolisacarido) en medio de transporte (detergente en
solucién salina bufferada)

llevar a ebullicién por 15 min. Y enfriar.

reagitar para aumentar la cantidad de sitios de combinacién Ag / Ac disponibles por dispersiéon
del antigeno.

Técnica:

El antigeno obtenido de la forma mencionada se enfrenta con el suero conteniendo anticuerpos cla-
midiales, siguiendo los pasos del método clasico por todos conocido.

INTERPRETACION

Se considera que se trata de clamidiosis cuando la prueba es:

POSITIVA EN LA DILUCION 1:8 O MAYOR

NEGATIVA CON EL SUERO CONTROL
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DIAGNOSTICO, IDENTIFICACION Y TIPIFICACION DE INFECCIONES POR CHLAMYDIAS
MEDIANTE TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

El uso de metodologias de biologia molecular como las de amplificacion de ADN ha permitido mejorar
notablemente las posibilidades de diagnosticar con certeza las infecciones por bacterias pertenecientes al
orden Chlamydiales.

En la literatura pueden encontrarse abundantes referencias acerca de diversas técnicas para la de-
teccion especifica de alguna de las especies de bacterias pertenecientes a esta orden. Sin embargo, son
pocas las disefiadas para la deteccidon conjunta de varias especies sobre todo de aquellas de interés en

salud animal y humana.

PCR convencional

En cuanto a técnicas de amplificaciéon génica mediante la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) la
técnica de Sachse y col (1) permite la deteccion individual de infecciones por Chlamydia trachomatis,
Chlamydophila psittaci, Chlamydophila pneumoniae y Chlamydophila pecorum. El blanco molecular
para la amplificacion es el gen omp1. Este gen codifica para la proteina principal de membrana externa
(MOMP) y posee 4 regiones variables y 4 constantes. La metodologia consiste en una primera ronda de
amplificacion que utiliza los partidores que flanquean las regiones variables 3 y 4 (partidores 191CHOMP y
CHOMP371 ver tabla 1). En una segunda ronda de amplificacion se utilizan 6 partidores que produciran un

producto de amplificacién de distinto peso molecular segun sea la especie involucrada.

El esquema de amplificacion y los partidores a utilizar se describen a continuacién:
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gen omp
VDI VDIl VDIl VDIV
— | | | | | [ —
19 1CHOMP )
- MP37 o
596 — 597 bp {ICHOMP3T! 1" PCR
o ™
201CHOMP 250 bp TRACH269
‘;)WEI PNEUM268
>2° PCR

(Nested PCR)

2REPSITT 389-404bp
204PECOR ;}—@uﬁmmp CHOMP366s

Tabla 1: Partidores para la deteccion de Chlamydiae

A

Nombre del Partidor Secuencia® 5>3’

191CHOMP GCI YTI TGG GARTGY GGI TGY GCI AC

CHOMP371 TTA GAAICK GAATTG IGC RTT IAY GTG IGC IGC
201CHOMP GGl GCW GMI TTC CAATAY GCICARTC
CHOMP366s CCRCAAGMT TTT CTRGAY TTC AWY TTG TTR AT
218PSITT GTAATT TCIAGC CCA GCA CAATTY GTG
TRACH269 ACC ATT TAACTC CAATGT ARG GAG TG
PNEUMZ268 GTACTC CAATGT ATG GCACTAAAG A
201PECOR CCA ATAYGC ACAATCKAAACCTCGC

@Nucleotidos degenerados: K=G,T; M=A,C; R=A,G; W=A,T; Y=C,T; I=Inosina
Real Time PCR

La técnica de PCR en tiempo real ademas de permitir la deteccion de la presencia o ausencia de es-
pecies de clamidias, también permite la cuantificacion del agente en la muestra analizada y mediante la
utilizacion de sondas especie-especificas marcadas con diferentes fluoréforos, investigar en una Unica reac-

cion hasta cuatro especies de clamidias, y también detectar infecciones por mas de una especie.

Otras metodologias

La tecnologia de microarray de ADN permite explorar nuevas posibilidades queprometen ser benefi-
ciosas para el diagnéstico enfermedades infecciosas. Estos ensayos permiten analizar muestras con un
gran numero de sondas de ADN simultaneamente. Estas sondas de ADN pueden derivar de fragmentos de
genes polimérficos y/o de diferentes regiones gendmicas; y la hibridacién equivale a la secuenciacién del
sitio genémico en cuestion. Se han disefiado metodologias de microarray (chip de ADN) para identificar
subspecies, serotipos o0 genotipos, y variantes genéticas de distintas especies de clamidias. Por lo tanto,
test basados en la metodologia de microarray permitiran obtener una resolucion mayor que los basados en
PCR. Si bien esta metodologia se encuentra en etapas iniciales y carece aun de estandarizacion y valida-
cion internacional; su futura difusion y disponibilidad permitira obtener resultados sensibles y especificos

para la evaluacién de un gran niumero de especies y tipos en un solo paso.
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