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I NTRODUCCTION




INTRODUCCION

Chlamydia psittaci es un microorganismo intra-
celular obligado, agente causal de la psitacosis u orni-
tosis, que se encuentra ampliamente distribuido en el rei

no animal ( aves y mamiferos ).

Algunas aves son portadoras sanas y constituyen
un importante reservorio natural del microorganismo. En -
las aves infectadas, C. psittaci se encuentra en las se--
creciones nasales, excretas, tejidos y plumas. Las cepas
aisladas de mamiferos son menos patdgenas para el hombre
que' las de procedencia aviar, constituyendo estas dltimas

la principal fuente de contagio para el hombre,

La transmisidn al hombre se realiza casi siempre
por via respiratoria, siendo rara la adquisicidn de la en
fermedad por picadura de ave. No es necesario un contacto
prolongado con el animal infectado; bastan unes cuantos —
minutos transcurridos en un ambiente previamehte ocupado

por éste

Recientemente, se ha demostrado la posibilidad

de contagio interhumano, lo cual ha hecho necesaria una re



visidn de las ideas tradicionales sobre la epidemiologia

de esta infeccidn.

La enfermedad tiene distribucidn universal, pu-
diendo presentarse con un caricter epidémico o esporédico
y no existen datos que sugieran una disminucidn de su in-

cidencia.

La psitacosis (neumonia atipica ) produce un ==
cuadro clinico sistémico, de gravedad muy variable, carac
terizado por fiebre, cefaleas, mialgias, y altaraciones =

respiratorias.

El diagndstico de la psitacosis se basa en el -
aislamiento de C. psittaci a partir de sangre, secreciones
bronguiales o tejidos parasitados, en el estudio seroldgi
co y en la clinica. E1 primero de estos procedimientos rg
sulta dificil y sélo esta al alcance de unos pocos labora
torios, mientras que el segundo, mucho mé&s sencillo, es -
el mé&s empleado en la préctica, La técnica més utilizada
hoy en dia es la reaccion de Fijacidén del Complemento; su
sensibilidad, sin embargo, no parece muy elevada, ya que,
como se ha comprobado en brotes epidémicos, resulta nega-

tiva en casi el 50% de los pacientes con psitacosis.



En la bibliografia revisada, es de sefialar la -
escasez de estudios realizados sobre las infecciones pro-

ducidas por C. psitteci,

En Espafia no se conoce la prevalencia de anti--
cuerpos frente a C. psittaci en poblacién sana debido, tal
vez, a la falta de seguimiento seroldgico, asi como a la-

poca sensibilidad de las técnicas utilizadas.

Debido a ésto y a la posibilidad de que existan
nuevas formas de contagio de origen no aviar, como la --
transmisién interhumana, se ha realizado éste trabajo, u-
tilizando una técnica mucho més sensible, la inmunofluores
cencia indirecta, para determinar el porcentaje de anti--
cuerpos frente a C. psittaci en poblacidn sana. También -

se determinard su relacidn con la edad y con el sexo.

La infeccidn por C. psittaci de origen ovino y
bovino es conocida desde hace tiempo y aunque las cepas -
de ésta procedencia son menos virulentas para el hombre -
gue las de origen aviar, se guiere determinar que porcen-
taje de anticuerpos presentan dichos animales, para poder
ver que repercusiones, directas o indirectas, pueden tener

sobre el personal que trabaja en los mataderos.
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RESENA HISTORICA

Se ha considerado a la psitacosis como una en--

fermedad humana durante més de un siglo.

Inicialmente, se pensd que era una infeccidn ge
neralizada en las psitlcidas, con una difusidn ocasional
hacia el hombre a través de un contacto estrecho con las

aves.

En 1879, J. Ritter, médico- precticante de un -
pequefio pueblo prédximo a Zurich cuenta la historia de un
brote severo de una enfermedad respiratoria acaecido en -
su propia familia, Dichas alteraciones se produjeron tres
semanas después de la llegada a su casa de loros y colis-
bris expedidos por un impottador de Hamburgo. Ritter no -
pensd que dicha enfermedad fuese transmitida por las aves
enfermas y creyd gue se trataba de una infeccidn cuya -=-
fuente estaba en las jaulas contaminadas. Dicha infeccidn
presentaba algunos sfntomas clinicos similares a los del
tifus exantemdtico, lo que le 1llevd a designar a este nue

vo sindrome como "neumotifus",

Por su parte, Eberth llevd a cabo la autopsia -

de tres de los casos mortales producidos por esta rara en



fermedad, sin conseguir ningdn resultado esclarecedor.

En Marzo de 1893 aparecid un brote similar en -
Par{s, detectado y publicado posterirmente por higienicis
tas y clinicos franceses, La epidemia mortal de neumonia
infeciosa coincidfa con la reciente adguisicidn de papaga
vos procedentes de Buenos Aires, de los cuales, la mited
habia muerto durante la travesia y un tercio de los res-=-
tantes estaban enfermos. De estos trabajos realizados por
los higienicistas franceses, se admite sin reserva que el
origen y contagio de la enfermedad se encuentra en los =

psitacidos, de aqui el nombre de psitacosis . ( psitacus=

loro )

En 1925, Nocard aisla de la muda de un loro un
bacilo intermedio entre el colibacilo y el bacilo tifico,
gue culyiva e inocula en loros con un exito aparente., E1l

microorganismo fué posteriormente identificado como Salmb

nella typhi

El agente causal de la psitacosis parecia iden-
tificado, y durante cuarenta afios, cada nuevo caso de una
infeccidn, .de la gque reaparecian algunos focos aqui y alla,

son objeto de las mismas investigaciones ( hemocultivo,



seroaglutinaciones ) y tratados de igual forma gque si la

enfermedad fuese producida por Salmonella typhi.

£l afio 1929 estd marcado por la eclosidn de una
nueva pandemia. Al igual que en la primera, el foco de ip
feccidn se localizd en la Repdblica Argentina. Los numero
sos casos de neumonf{a grave ocurridos en Cdrdoba alerta--
ron a un profesor de la Facultad, Barros, que diez afios -
antes, habfa estudiado en Suiza el fendmeno de la psitaco

sis. Barros, en 1929, identifica los sintomas e informa a

las autoridades, Alarmados, loscriadores de papagayos.se

apresuran a desalojar sus existencias a bajo precio. La

exportacién de pédjaros exdticos aumenta y, por ello, la

enfermedad alcanza a EEUU, Europa y Norte de Africa, pro-
duciendo 800 victimas,de las cuales mueren la tercera par

te.

La ayuda de los laboratorios es solicitada de -~
nuevo. Puesto en duda que la enfermedad sea prBvocada por
el bacilo de Nocard, Hutchinson propone en Londres la hi-
pétesis de que se debe a un "virus filtrante". Esta tep=-
ria seria confirmada por Bedson y cols. en 1930 y poste--
riormente bor Sacquepés y Ferrabonc. M&s tarde, y dentro
del mismo afio, Levinthal en Alemania, Coles en Inglaterra

y Lillie enEIUU“, descubren casi simultaneamente el agen-



te patdgeno de la psitacosis, bajo la forma de corpidsculo
elemental esférico ( LCL bodies ). Prowazek y cols. habian
descrito, ya en 1907 unos pequefios grédnulos en el inte---
rior de las células conjuntivales tracomatosas, Estos ==
cuerpos elementales parecian envueltos en un "manto". Pro

wazek los denomind Chlamydozoa (ng)mgs:casaca, ;ccow)=

= agente vivo), por su semejanza con los protozoos.

Estas formas fueron cultivadas en huevo embrio-
nado, dando lugar a la formacidn de antigenos, requeridos

para posteriores investigaciones seroldgicas.

Poco después de su identificacidn en loros, el
microorganismo se encontrd también en periquitos y cana-

rios,

En 1935 se produjo un brote estacional de neumg
nia en las islas Faroe que daria a la psitacosis dimensip

nes inesperadas.

R. K. Rasmussen-Ejde sospecha del origen aviar
de esta infeccidn cuando compara la semejanza de los ca--
sos que observa con 1as descripciones de la enfermedad en
los panagayos. Ademds, dicha enfermedad afectaba a muje--

res de mediana edad que estaban relacionadas con la prepa



racidn y almacenamiento de petreles como alimento para el
inviernp. Tres afios mds tarde, en 1933, Maagen vy Mauver -
afirman, tras numerosas investigaciones bacterioldgicas,

que el microorganismo encontrado en los pédjaros y en el -

hombre es en realidad el mismo.

Asi, por primera vez, un ave no perteneciente a
la familia de las psitédcidas se muestra sensible y apto -
para caontaminar al hombre. Desde entonces , las muestras
epidemioldgicas se multiplican y se extienden a numero--
sas especies., El rango natural de huésped incluye aves de
corral como pollos, pavos y patos., £En 18958, Mayer confec-
ciona una lista de mé&s de 130 especies aviares divididas
en 7 6rdenes y 20 familias, en las que se ha demostrado -

que existe una susceptibilidad natural a la infeccidn,

Posteriormente, Moulder establece en 1964 gue -
el agente productor de la psitacosis mo era un virus, si-
no una bacteria de pequefio tamafio, que presentaba dos ti-
pos de &cidos nucléicos, se dividia por fisidn binaria, =

etc.

Inicialmente, estos microorganismos recibieron
la denominacidn de Bedsonia, en honor a Bedson, que habia

estudiado a fondo la epidemia de psitacosis de 1930. Tam-



bién se las llamd Miyagawanella a consecuencia de los es-
tudios morfoldégicos de Miyagawa en el LGV, y Giraud propu
so el nombre de Neorickettsia por tener caracteristicas -

intermedias entre rickettsias y virus.

Por fin, en 1973, y en razén a su ciclo biold-
gico, diferente del resto de las bacterias, estos microor
ganismas fueron denominados clamidias ( género Chlamydia ),

término ya propuesto en 1945 por Jones y Rake.

El1 término " ornitosis" ( ornis= pdjaro ) se uti
liza para designar las enfermedades producidas por aves -
no psitdcidas, mientras que el término "psitacosis" ( psi
tacus= loro ) se emplea para la enfermedad transmitida por

loros y periquitos.
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TAXONOMIA

llasta 1964 les clamidias hebfian sidc considera-
das cemo “virus basbfilos"™, o bién, como "el cgrupo ‘de vi-
rus productores de la psitacosis- linfogranuloma-tracoma®
( PLT ). Posteriormente fueron consideradas como un gruro
interrmedio entre las rickettsias y los virus animales, --
Hoy en dia se acepta la tésis de Moulder, Ueiss vy Page,
que consideran que los agenfes descritos como "virus basé
filos" son en realidad bacterias de '.pequefio tamafio que -
crecen en el interior de las células, y no agentes inter-

medios.

Desde 1945 se han hecho numerosos intentos de -
ofrecer una descripcidn taxondémica de las clamidias. Asi,en
la séptima edicidn del Bergey's Manual, Rake presenta el

siguiente esguema:

ORDEN I Rickettsiales
FAMILIA I: Rickettsiaceae (transmitida por
artrépodos )
TRIBU I: Rickettsieae
GENERO: Rickettsia



FAMILIA II: Chlamydiaceae (no transmitidas -
por artrépodos )
GENERO I: Chlamydia
GENERO V: Miyagawanella

En este sistema, dentro del género Chlamydia se
incluian los agentes produc%ores del tracoma y la conjun=
tivitis de inclusién, quedando el género Miyagawanella re
servado para aquellas bacterias productoras de la psitacg

sis, ornitosis, linfogranuloma, etc.

Meyer pensd que se debia comnmemorar el trabajo
de Bedson sobre el estudio de los organismos productores
de la psitacosis, mediante el establecimiento del género
Bedsonia., Este término fué utilizado durante bastante --
tiempo, hasta que, en 1966, Page realizd una revisidn de
la nomenclatura bacteriana, excluyendo el término Bedso--
nia; argumenta que las reglas de dicha nomenclatura recha
zan el empleo continuado de dicho término y, ademés, los
agentes de la psitacosis-linfogranuloma-tracoma pueden en
globarse dentro de un Unico género, Chlamydia, descrito -

originalmente por Jones, Rake, y Stearns en 1945,

En la dltima edicidn del Bergey‘s Manual (1984)

la clasificacidn de las clamidias es la siguiente:



ORDEN I: Rickettsiales
FAMILIA I: Rickettsiaceae

TRIBU I: Rickettsieae
CENENERO: Rickettsia

ORBEN II: Chlamydiales
FAMILIA II: Chlamydiaceae
GENERO: Chlamydia

Estudios realizados sobre composicidn antigéni-
ca de las clamidias, virulencia, huespedes sensibles y --
efectos patdgenos, han evidenciado gue existen diferentes
cepas de clemidias. Sin embargo, pueden ser clasificadas
en dos especies, dependiendo del tipo de inclusién cito--
plasmdtica producida en el interior de la célula huésped,
asi como su sensibilidad a las sulfamidas. Estas dos espe

cies serfian: C. trachomatis, perteneciente al grupo Ry v

C. psittaci, del grupo B ( Tabla I )

C. trachomatis presenta tres biovariedades:

- Ratdn (agente de la neumonitis del ratdn)
- Linfogranuloma venédreo ( LGV )
- Tracoma ( agente de enfermedades oculares y =-

genitales humanas diferente del LGV)

Se sabe que C. psittaci es una especie muy hetg

rogénea, pero todavia no se ha intentado subdividirla,



PROPIEDAD GRUPO A GRUPO B
Sensibilidad a Sensible Resistente
las sulfamidas

Tipo de inclusidn Rigida No rigida
producido

Presencia de glucg Si No

geno en inclusidn

Especie C.trachomatis C.psittaci
Enfermedades produ Tracoma Ornitosis

cidas

% G+ C

Huéspedes

Conjuntivitis de
inclusiones

LGV

Neumonitis del
ratdn

o 44%

Hombre

Meningoneumonitis

Numerosos procesos
clinicos del hom--
bre y otros mamife
ros

~ 41%

Aves y mamiferos

TABLA I: CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LAS DOS ESPECIES
DEL GENERO CHLAMYDIA.
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Tanto C. trachomatis como C. psittaci presentan

rasgos similares, y se cree que pueden haberse originado
a partir de una forma ancestral comdn, por asociacidén y -
adaptacidn a diferentes especies de huéspedes. Moulder «-
propone cue el organismo ancestral de las clamidias son -
los cocos Gram-negativos, habiendo dos lineas diferentes

de evolucidén. ( Esquema I ):

- Una daria origen al grupo A ( C. trachomatis )

caracterizado por su virulencia, limitacidn -
del nidmero de huéspedes, y capacidad de sinte
sis

- Otra darfa lugar al grupo B ( C. psittaci ),
caracterizado por un aumento de la virulencia,

cran ndmero de huéspedes y pérdida de la capa

cidad de sintesis

Los estudios del genoma de las clamidias ponen
de manifiesto que el DNA tiene un contenido de G+ C que -
varia desde el 41% al-44%, estando las cepas de C. psitta
ci en el extremo inferior de un espectro continuo de valg

res, y la biogvariedad tracoma de C. trachomatis se en---




cuentra en el extremo superior. Esto ccincide acepntable -
mente ccn lo que se esneraba para los miembros de un mise
mo género. Sin embargo, los estudios realizados mediante
hibridacidén de é&dcidos nucléicos, sefialan que el grado de

homologfa del DNA entre las cepas de C. psittaci y C. tra

chomatis es sdlo del 10%, bastante por debajo del punto -

l1imite del 20% sugerido para los miembraos de un mismo cé-
nero. La rotura con endonucleasas de restriccidn del --
DNA de C. psittaci y de las biovariedades de LGV y traco-

ma de C., trachomatis pone de manifiesto mepas genéticos -

muy similares,

Los resultados de estos trabajos apoyan la hipé
tesis de Moulder sobre la existencia de diferentes lineas

evolutivas,

Utilizando las nuevas técnicas de Genética moleg
cular podrén establecerse las verdaderas relaciones filo-
genéticas existentes entre las clamidias. Actualmente ---

C. psittaci y C. trachomatis son los dnicos representan--

tes del orden Chlamydiales, pero se estén descubriendo --
"parientes " de éstas con tanta frecuencia gue debe encon
trarse un lugar para ellos en la taxonomia de las clami--
dias. Asi, por ejemplo, se han encontrado en determinadas
arafias ( Coelotus luctuosus ) unos microorganismos que se

parecen a las clamidias mé&s que a cualquier otfo taxdn.



También se han encontrado en almejas ( Mercesnaria nercena
ria ), y en celenterados de agua dulce ( Hydra viridis ).
Estos organismos crecen, al igual que las clamidias, en -
vacuolas citoplasmdticas cuyo tamafio y estructura se co--
rresponden con los cuerpos reticuladcs y cuerpos elementa
les. Los cuernos reticulesdos se dividen por fisidn bina--
ria y los cuerpos elementales tienen nucleoides densos. -
Los microorganismos encontrados en las almejas reaccionan
con el antigeno especifico de género de las clamidias, no
ocurriendo lo mismo con los encontrados en la hidra. Las

bacterias encontradas en las almejas, segin J. W. Moulder,
pueden representar una nueva especie de Chlamydia, y las

encontradas en la hidra, un nuevo género de la familia -

Chlamydiaceae. Ninguno de estos microorganismos ha creci

do fuera de la célula huésped natural,
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CARACTERISTICA GENERALES



MORFOLOGIA
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Chlamydia psittaci, agente etioldgico de la psi
tacosis, presenta muchas caracteristicas morfoldgicas y -
biocuimicas que la relacionan intimamente con las bacte--

rias:

l.- Presencia de DNA y RNA,

2.- Divisidn por fisidn binaria.

3.- Ribosomas de tamafio similar a los de las -
bacterias.

4,- Pared celular parecida a la de las bacterias
Gram negativas.

5.~ Resistencia y susceptibilidad a los antibig
ticos.

6.~ ARusencia de membrana nuclear,

Los estudios reeslizados por Bedson pusieron de
manifiesto que las clamidias presentan una morfologia es-
férica u cvalada, cuyas dimensiones varian entre 200 vy -
1.500 nm, son inmdviles y al microscopio dptico aparecen

como ctocgcs Gram-negativos.

En el curso de su desarrclleo bioldgico pasan -
. . 4
por formas celulares sensiblemente diferentes: el corpus-

culo elemental (CE) y el corpusculo reticulado o inicial

(CR). ( Tabla II ),



El corpusculo elemental presenta una forma per-
fectamente esférica, cuyo tamafio varia entre 200 y 400 nm
de didmetro. Al microscopio dptico se observa como un co-
co Gram-negativo cue se tifie de rojo pdrpufa con el méto-
do de Giemsa; al microscoio electrdénico con scmbreado me-
télico, el CE presenta una forma de guisante arrugado, es
decir, una forma esférica con la parte central densa a --
los electrones. El1 nucleoide central contiene el DNA, cu-
yo peso molecular es de 660 X 106 de En el citoplasma se
encuentran estructuras ribosomales 30S (que contienen RNA
16S) y 525 (gque contienen RNA 215), también se observan -
pequefios nucleoides excéntricos sin membrana que represen
tan de un tercio a un quinto del genoma bacteriano. Pre--

senta un 35% de proteinas y de un 40 a un 50% de 1l{pidos.

Los CE se encuentran incluidos dentro de un par
de membranas del tipo membrana unitaria de 100 g de espe-
sor. L2 membrana externa esté constituida por la pared ce
lular, rigida y con escasa permeabilidad; la membrana in-

terna es la membrana citoplasmética.

Los CE son estables en el medio extracelular, -
presentando cierta resistencia a diferentes agentes (on--
das osmdéticas, tripsina, etc.). Estd dotado de propieda--
des tdéxicas, pero metabdlicamente es una forma intacta in

capaz de replicarse por fisidn binaria.

Los cuerpos reticuladocs o iniciales presentan -



un didmetro de 0,55 a 1 um (a veces 1,6 um), con forma --
irregular, pudiendo presenter un estrangulamiento central
Al microscopio dptico vy tefiidos de azul por el método de

Giemsa, los CR aparecen de forma difusa., E1 DNA no se en-
cuentra condensado como en el CE, sino formando una espe-
cie de red difusa en el citoplasma de aspecto homogéneo.

En la periferia del citoplasma aparecen unes granulacig--
nes de 150 g que corresponden a los ribosomas 70S, La --
cantidad de RNA gue presenta el CR es cuatro veces supe--
rior a la concentracidn de DNA. La pared celular de los

CR es més fina, representando el 5% del peso seco de la -
bacteria, y la capa interna ha desaparecido dividida en -

subunidades.,
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CE

TAMARND 350 nm.
PARED Rigida
SUPERVIVENCIA : 51
EXTRACELULAR

METABOLISMO Muy reducido
MULTIPLICACION No

s{

CR

850 nm.

Flexible

No. Intracelular
estricta.

Activo

TABLA I1: CARACTERISRICAS DIFERENCIALES ENTRE EL CE Y EL CR.



ENVUELTA CEZLULAR
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Les envueltas del corpdsculo elemental y reticiu
ler son del tipo Gram-negativo, ya que estdn constituijais
por una membrana citoplamdtica interna vy por una membrama
externa cue puede romperse con Polimiximna B y EDTA. Las -
membranas externes de las clamidias se jparecen & la del.as
bacterias Gram-negativas, puesto que comntienen una prote:i
na principal de membrana externa denomimada MOMP, cuyo pie
so moleculer es de 40.000 d., y que constituye aproximdla

mente la mitad de las proteinas de la membrana externa.

Sin embargo, la envuelta de las clamidias di'ie
re de la envuelta tipica de los organismos Gram-negatiro:s
en un aspecto muy importante: no presentan capez de pep:i--
doglucano. En las micrografias electrénicas no puede ol---
servarse dicha capa entre la membrana imterna y externy,
as{ como tampoco por andlisis quimicos se ha podido entom
trar 4cido murdmico o cualquier otro aminocazucar que pie—

da sustituirlo.

Los trabajos realizados por Ja W. Moulder en -—
1984 a este respecto, mediante la utilizacidn de penicili
na como agente inhibitorio del crecimiemto y divisidn cell
corpdsculo reticular, asi como su reorganizacidn para cam

el corpdsculo elemental, han puesto de manifiesto que la



membrana interna de las clamidias presenti unos recento--
res cuye tamafio y afinidad por el antibidtico son simila-
rcs a los de las bacterias independientes del huesped.
Puesto nue se sabe que la penicilina impide el crecimien-
to bacteriano al blocuear la unidn entre los tetrapépti--
dos de las cadenas laterales de las moléculas de peptido-
glucano, Moulder sugiere, que la envuelta de las clamidies
puede tener tetrapéptidos entrecruzados comparables a los
del peptidoglucano, que estarian unidos covalentemente a
una estructura que no es peptidoglucano, cuya naturaleza

se desconoce hoy en:d{a.

La envuelta del corplsculo elemental presenta -
aminodcidos azufrados con Tormacidn de puentes disulfuro,
que serfan los resnonsables de la rigidez y de la escasa
permeabilidad. Estos CE son exactamente igual de rigidos
y resistentes a los choques osmdticos y mecd&nicos que las
becterias en las que se cree qgue el peptidoglucano es el
principzal constituyente pare la fuerza y la rigidez. Por
el contrario, la envuelta de los CR contiene menos fosfo-
lipidos y presenta pocos aminodcidos azufrados y, en con-
secuencia, es menos rigida y permeable para el ATP, nu=--

trientes y productes finales del metabolismo.,

La mayor o menor concentracidén de aminodcidos -
azufrados que contienen las membranas del CR y CE puede -

explicar por qué las CE snn fuertes y rigidos, mientras -



cue los CR son frégiles y nada rigidos, y como se reorga_
nizan estos dos tipos morfoldgicos para convertirse uno -
en otro en el momento oportuno del ciclo de desarrollo de
las clamidias. Schachter en 1878 sugirid que los puentes

disulfuro podian contribuir a la rigidez del corpdsculo -
elementzl, puesto cue lz envuelta de éste en C. psittaci

contiene mucha menos cisteina que la del corpldsculo reti-
culado. Esta sugerencia se ha basado en la obscrvacidn de
cue les otras proteinas de membrana del corpdsculo elemen
tal, a diferencia de las otras bacterias Gram-nega«tivas,

requieren agentes reductores como el mercaptoetanol para

su solubilizacién en dodecil-sulfato-sddico ( SDS ). El -
corpisculo elemental de C, psittaci contiene cuatro prote
inas en la membrana externa que presentan un alto conte-
nido en puentes disulfuro, la MOMP y tres proteinas meno-
res, ricas en cisteina, de 12, 59 y 62 Kd. Poco después -
de que los corplisculos elementales penetran en la célula

huesped, la MOMP es reducida a una forma monomérica y es

sintetizada durante todo el ciclo de desarrollo, de mane-
ra que los corplsculos reticulados contienen casi tanta -
MOMP como el corplsculo elemental. Los puentes disulfuro

de las proteines menores ricas en cistefina también se re-
ducen tras la penetracién del CE en la célula huesped, --
hasta que los CR comienzan a reorganizarse para dar lugar
a los CE, Finalmente, justo cuando se lisa la célula hues
ped, la MOMP y las proteinas menores cuedan unidas median
te puentes disulfuro en toda la longitud de los CE extra-

celulares,



Es posible que el grado de unidn mediante puen-
tes disulfuro entre las proteines de la membrana externa
pueda también contribuir a las diferencias en el modo en
Gue las especies y biovariedades de clamidias interaccio-

nan can la célula huésped.

La estructura de la envuelta se ha estudiado me
diante la observacidn al microscopio electrénico de mues-
tras sombreadas con metales. Estos estudios han revelado
que la membrona externa estd compuesta por estructuras dis
puestas hexagonalmente, con una distancia de 18 nm. aproxi
madamenéé de centro a centro. Todavia no se sabe si esto
s6lo se verifica en el corpdsculo elemental, o bien acon-
tece tanto en el corpldsculo elemental como en el reticu--
lar. Se ha sucerido que estas subunidades regularmente es
paciadas son equicalentes & la de la capa 5 de las bacte-

rias ordinarias.

La membrana externa de las clamidias también --
presenta una estrucura nueva, que no tiene contrapartida
obvia en otras bacterias: las proyecciones superficiales
gue aparecen en los corplsculos elementales y reticulares.
Sélo hay una parte de esas proyecciones en cada célula --
clamidial. Por término medio, cada una estéd constituida

por dieciocho proyecciones cilindricas dispuestas hexago-

nalmente, con una distancia de centro a centro de 40 a --



70 nm. Cada proyeccidn emerg: del centro de une estructu-
ra seme_ ante a una flor de aproxinsdamente 30 nm, de dié-
metro, que estd constituida por siete hojas dispuestas Ta
dialmente. La prnyeccidn parece extenderse a través de la
membrana externa y a través de una roseta similar de suby
nidades localizadas en la superficie internz. Se ha suge-
ridoc cue las proyecciones pueden ser tipos inusuales de -
poros transmembranales cue conectan el citoplasma de la -
clamidia con el medio externo, pero sin cue haya una fun-

cidn probada para estas estructuras.



ANTIGENOS DE LA ENVUELTA
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Los antigenos utilizados para la identificacidn
seroldgica y para la diferenciacidn de las clamidias es--
t4n todos localizados en la envuelta celular. Se piensan
que esto ant{genos juegan un papel principal en la viru--

lencia de las clamidias y en la inmunidad del huésped.

Desde los primeros estudios ( Bedson, 1937-59 )
sobre clamidias se sabe que estos microorganismos poseen

un antigeno liposoluble fijador de complemento, que esté&

presente durante todo el ciclo de desarrollo, y se encuen

tra tanto en C. psittaci como en C. trachomatis ( las 3 -

biovariedades ). A este antigeno se le ha venido denomi--
nando antigeno de grupo clamidial pero es mis apropiado -

referirse a é1 como antigeno especifico de grupo.

El antigeno especifico de grupo se parece muchm

a los lipopolisaciridos ( LPS ) de las bacterias gram ne-
gativas, independientes del huésped, tanto en su activi--
dad bioldgica como en su estructura quimica, Este antige=
no es activo en la prueba del lisado de amebocitos de Li
mulus vy en la prueba del pirdgeno del conejo, dos pruebas
para la identificacidn de la porcidén del lipido del core

méds intima del LPS. La localizacidn dé este antigeno en =
la membrana externa viene apoyada por la presencia de un

polisacdrido sensible al peryodato, que se tifie con mete-



namina de plata en la periferia del cuerpo elemental.

El antigeno especifico de grupo es termoestable
y liposoluble. De este antigeno nuede obtenerse un polisa
cdrido hidrosoluble que después de ser hidrolizado da lu-
gar a una sustancia muy relacionada, el 4cido 2-ceto-3 -
-desoxi-octanoico, constituyente del core interno de LPS

de les bacterias Gram-negativas., También hay una fuerte

reaccidn inmunoldoica cruzada entre el antigeno especifi
co de género y el core mas interno del LPS de una especie

mutante de Salmonella en la cual se da esta estructura.

La utilizacidn de anticuerpos monoclonales ha -
revelado la existencia de al menos tres dominios antigéni-
cos, Dos de ellos los comparten con el LPS de algunos or-
ganismos Gram-negativos, pero el tercero es exclusivo del
LPS de las esnecies del género Chlamydia. Estéd adn por de
terminar gué paoel desempefia, si es que lo hece, este an-
tigeno de las clamidias en la patogenesis de las enferme-

dades que producen.

Adem&s del antigeno con especificidad de género,

las clamidias también poseen otros dos tipos de antigenos:

- Antigenos especificos de especie, que distin-

guen entre C, psittaci y C., trachomatis




- Antigenos esnecificos de subesrecie y serova-
riedad, que diferencian entre las 15 serova--
riedades de las biovariedades LGV y tracoma -

de C. trachomatis

Generalmente, los antigenos de especie, subespe
cie y serovariedad se detectan por inmunofluorescencia, -
parece que estas actividades inmunoldégicas residen princi
palmente, pero no en exclusiva, en la proteina MOMP de la
membrana externa de las clamidias. E1 antigeno de especie
es termoldbil, El1 andlisis antigénico de la protéina MOMP
purificada a partir de una cepa-de C. psittaci y cinco ce

pas de C. trachomatis demostrd que la MOMP de ambas espe-

cies son antigénicamente diferentes. Las proteinas MOMP -

de las cinco cenas de C., trachomatis estdn relacionadas -

inmunoldgicamente, pero pueden separarse en dos subgrupos,
los serogrupos B y C. Las MOMP de C. psittaci son claramen

te diferentes de las MOMP de C. trachcmatis, pero existen

muchas semejanzas estructurales entre las MOMP de diferen

tes serovariedades de C. trachomatis.

Los estudios realizados utilizando anticuerpos
monoclonales contra los antigenos de superficie de las --
clamidias también indican que los antigenos especificos -

de especie, subespecie y serovariedad estan relacionadaos



predominanrtemente con la proteina MOMP.

Las protefinas de la envuelta externa de C. psi-
ttaci son probablementd tan heterogéneas antigénicamente

como las de C. trachomatis, pero no se han realizado los

correspondientes estudios antigénicos y estructurales.
( Tabla IV )
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ACIDCS NUCLEICQS

El DNA de C. psittaci es una doble hélice con -
una longitud de 345,6 um. El genoma de las clamidias es -
de los gencmas procarifticos més pequefios, ya que sélo el

de las especies de fMycoplasma es nenur,

Existe una relecidn espacial entre el DNA del -
corplsculo elemental y una serie de proyecciones de ONA,
El1 DNA del corpdsculo elemental reside, t{picamente, en
un nucleoide elctrodenso, localizado excéntricamente y --
las proyecciones de DNA se encuentran situadas en le su--
perficie del corpdsculo elemental, en la cara més lejanea
del nucleoide. Se piensa que hay conexiones‘filamentosas,
sensibles a tripsina, entre el extremo de la membrana ci-
toplasmética de las proyecciones superficiales y el DNA -

de las clzmidias. ( FIGURA I )

Las micrografias electrénicas de clamidias en -
el interior deé la célula huesped muestran cue los corpts-
culos reticulares presentan muchos més ribosomes cue los
corplsculos elementales. Este RNA es procaridtico. Los --
corplsculos reticulzres de C. psittaci purificados presen
tan tres veces més RNA que los corpldsculos elementales,

Los corpldsculos reticulares contienen, sobre todo, RNA --

215, 16S.y 45, mientras que los ccrplsculos elementales -

poseen principalmente RNA 4S5. ( Tabla III ).
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FIGURA 1; DIFERENTES EASES DE LA CONDENSACION DEL DNA EN
EL CORPUSCULO RETICULAR. LAS BARRAS REPRESENTAI
0,2, 0,5 Y 0,5/jm DE LONGITUD.
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TINCIO

_——====

Se han utilizado tres técnicas generales de tin
cidén para visualizar inclusiones de clamidias en monoca--

pas celulares:

- Tinciones histoquimicas convencionales
- Tinciones inmunohistoquimicas

- Tinciones fluorescentes para 4cidos nucleicos

1) La utilizacidn de técnicas de tincidn histo-
quimicas es la mejor establecida, vy es la m&s conveniente

para el examen de rutina de un gran nimeroc de monocapas.

La tincidén de Giemsa es Util para detectar incluy
siones de C. psittaci. Los CR se tifien de un color azul -
caracteristico y los CE se colorean de rojo pldrpura. Sin
embargo estas inclusiones no autofluerescen cuando se exa
minan mediante microscopio de campo oscuro, siendo necesg
rio para su observacidn un microscopio luminico. En esteas
condiciones es dificil la observacidén de las inclusiones,
pues tienden a no estar bien definidas, siendo su conteni

do difuso.

Otra técnica de tincidn utilizada tradicional--



mente es la de Macchiavello, mediante la cual las particu
las maduras o CE se tifien de rojo, en contraste con el co

lor azul del citoplasma de la célula huésped.

Recientemente, Woodland (1982) ha comunicado la
utilizacidén de una tincién con rojo neutro y verde metilo,
que es altamente sensible para demostrar la presencia de
inclusiones de C, psittaci cuando se utiliza microscopio

de campo claro.

2) Las técnicas de tincidén inmunocitocuimicas -
utilizan usualmente o bien isotiocianato de fluoresceins,
o bien un sistema de anticuerpos marcados con peroxidasa,
para detectar inclusiones de C. psittaci. Sea cual sea el
método que se utilice, es preciso un elevado nimero de an
ticuerpos ( titulo alto de anticuerpos ) anticlamidiales
gue pueden utilizarse como primer anticuerpo en el siste-
ma indirecto o puede conjugarse con el isotiocianato de -

fluoresceina o la peroxidasa en el método directo.

Thomas, en 1977, al comparar la tincidn de inmy
nofluorescencia indirecta ( IFI ) con la técnica de Giem-
sa, encontrd que la primera detectaba un mayor nidmero de

inclusiones, observacidn confirmada en 1980

Woodland et al., en 1978, compararon la tincidn



de inmunoperoxidasa y la de inmunofluorescencia con la -
tincidn de Ciemsa, Demostraron que ambas tinciones innunp
citoquimicas presentaban unz sensibilidad similar para lsa
deteccién de C, psittaci, y eran muy superiores a la tin-
cién de Giemsa,

Adem&s de poseer uma mayor sensibilidad, las --
tinciones inmunbcitoquimicas son capaces de detectar in--
clusiones a las 18 horas después de la inoculacién de C,

psittaci en cultivos celulares.,

3) Las tinciones fluorescentes gue se unen al -
DNA, como son bisbenzimida. trihidrocloruro, hidrocloruro
de 4'6-diamidino-2-fenilindo}, han sido utilizadas para -
la deteccidén de clamidias. Segin las observaciones de Cha
sey en 1981, las inclusiones no fluorescen con tanto bri-
l1lo como el ntdcleo de la célula en la cue se han formado,
En las muestras contaminadas, sin embargo, las colonias -
de bacterias que mimetizan las inclusiones son més difici
les de diferenciar que cuando se utilizan métodos histo--

cuimicos cenvencionales.,
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CICLO BIOLOGICO

El ciclo puede considerarse que comienza con el
denominado cuerpo elemental, que es la forma infecciosa -
de la clamidia, especializada en la supervivencia extracg
lular, Es esférico, de 0,2 a 0,4 um. de didmetro, conte--

niendo un nucleoide y numerosos ribosomas,( FIGURA 2 )

El1 CE se paone en contacto con receptores espeqi
ficos de la célula huésped susceptible., E1 ligando bacte-
riano es un componente superficial termolébil del CE, ---
mientras que el receptor de la célula huésped presenta --
una localizacidn en la membrana citoplédsmica sensible a -
la t:ipsina. Después de la unién, el CE se interna por um
proceso semejante a la fagocitosis, Las clamidias juegan
un papel activo en este proceso de internalizacidn, pues-
to que inducen la fagociteosis incluso en células no espe-
cializadas, gue normalmente no fagocitan particulas. Al -
penetrar, los cuerpos elementales quedan incluidos dentro
de los fagosomas, pero no se unen a los lisosomas; las --
clamidias viables inhiben la fusidn lisosomal mediante --

sus antigenos de superficie ( FIGURA 3 )

En las seis u ocho horas siguientes, los CE su-

fren una reorganizacién, gue se percibe por la aparicién



de una nueva forma llamada cuerpo reticulado o inicial, -
Se trata de un esferoide reticulado de pared delgada, de
0,8 a 1,5 um. de didmetro, que contiene fibrillas nuclea-
res y ribosomass. Los CR representan la forma vegetativa -
bajo la cual se multiplica el microorganismo por fisidn
intracelular, pero en este estadioc parece no ser infeccip
so para otras células huésped. La divisidn por fisidn bi-
naria da lugar a la formacidn de microcolonias dentro de
las vesiculas, denominadas cuerpos de inclusién. En esta
fase existe una actividad metabdlica grande, sintetizdndg

se protefnas y un gran ndmero de macromoléculas.(FIGURA 4 )

Aproximadamente a las 20 horas del comienzo del
ciclo, a partir de los CR se forman los cuerpos interme--
dics, fase de transicidn entre la forma reticular vegeta-
tiva y la forma elemental. Las formas intermedias presen=
tan un nucleoide central, ribosomas, filamentos periféri-
cos de DNA y estén recubiertas por una doble membrana., —--
Los cuerpos intermedios maduran y se condensan, dando lu-

gar a nuevos cuerpos elementales.

Aparentemente, la célula huésped no sufre dafios
hasta el fipal del ciélo, cuando comienza a producirse 1la
fusidn lisosomal. Entonces la vesfcula se desintegra y 1i

bera nuevos cuerpos elementales para comenzar de nuevo el

ciclo.



La duracidén completa del ciclo, desde la fagoci
tosis del CE hasta la liberacidn de nuevas particulas in<

fecciosas suele ser de 48 a 60 horas. ( Esguema II )

Las clamidias pueden crecer y reproducirse en una
gran variedad de células en cultivos tisulares. Lys cultivos
celulares que han demostrado ser satisfactorios son los de
una linea celulae de fibroblastos de ratdén ( células L ),
las células BHK-21 {(1inea celular de rifion de crias de hémst

ter ), Las celulas Hela, de cancer cervical hunano.



FIGURA 2: CORPU5SCULG ELEMENTAL ALTAMENTE ADHERENTE A LA 5U
PERFICIE DE LA CELULA HUESPED. LA BARRA REPRESEN
TA 0, 2/um DE LONGITUD.

FIGURA 3; VARIOS CE DENTRO DE UNA SOLA VACUOLA EN EL INTE-
RIOR DE LA CELULA HUESPED 3 HORAS DESPUES DE LA
INFECCION. LA BARRA REPRESENTA 0,3 /um DE LONGITUD.



FIGURA 4 :MULTIPLICACION E INVASION EN LA CELULA HUESPED DE

LOS CE 3 HORAS DESPUES DE LA
ENCUENTRAN

INFECCION. LOS CE SE
INCLUIDOS DENTRO DE UNA VACUOLA.
RRA REPRESENTA 0,5 /Jm DE LONGITUD.

LA BA
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FACTORES DE VIRULENCIA DE L0OS CUERPOS ELEMENTAL Y RETICULADOD
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Estos factores comprenden:

A- Atagque y fagocitosis inducidos por la bacte-

ria.

B- Inhibicién de la formacidén de fagolisosomas

en la célula huésped.
C- Inducidn a la formacidn de una citotoxina.

A- Ataque v fagocitosis.-

En las infecciones naturales como en cultivos -
celulares, las clamidias son fagocitadas por las macrdgfa-
gos, pero también pueden ser ingeridas por células epite-
liales que no son normalmente células fagocitarias. As{,
pueden ocupar otro " nicho ecoldgico " y evitar los mecas
nismos habituales de defensa del organismo: macréfagos, -

monocitos, etc.

El ataque del CEa la membrana de la célula ---
huésped es la fase inicial de la fagocitosis. Byrne en --

1872 separd la fase de ataque de la fase de ingestidn de



las clamidias mediante tripsinizacidn de células L inocu-
ladas e incubadas a 372 C. Posteriormente, observd que --
existia un componente gluc{dico en la membrana de las cé-
lulas L que actuaba como receptor, la N-acetil-D-glucosa-
mina ( NAG ). Si dicho componente era inhibido por una le
citina ( que presenta gran afinidad por el azdcar ),el CE
era incapaz de atacar a la célula huésped y, por lo tanto,

no se realizaba la fagocitosis.

La ingestidn de las clamidias constituye la se-
gunda fase de la fagocitosis. Se produce una invaginacién
de la membrana limitante y la introduccidén de la particu-
la clamidial. La endocitosis es un proceso activo que de-
pende de la temperatura ( 372 C. es la temperatura éptima)

y del metabolismo energético de la célula huésped,

En los macréfagos, la incorporacidn de los CE -
es muy répida. Dicho proceso se ha seguido con microscopio
electrdnico. La entrada de los CE en las macréfagos se --
realiza en unos 30 minutos, estando o no estimulada la --
membrana de éstos con tioglicolato. Wyrick, en 1980, ob--
servd que un pretratamiento con calor ( 562 C. durante 5,
10 v 20 minutos ) aumentaba dicha incorporacidn, probable
mente por un aumento en la adhesividad de la membrana ex-

terna.



La forma de entrar las clamidias en las células
huésped fibrobl&sticas ( fagocitosis ocasional ) esté en
funcidn de factores fisicos y guimicos de la célula huésw
ped. Es necesaria una interaccidn directas entre el hués--
ped y el microorganismo para que exista ingestidn de la -
clamidia. Se ha demostrado experimentalmente ( Byrne 1978)
gque la ingestidn de las clamidias depende de receptores -
celulares sensibles a la tripsina y a otras proteasas. Es
tos receptores estdn ampliamente distribuidos en las 1i--
neas celulares humanas y animales. La modificacidn de es=
tos receptores por cicloheximida inhibe la penetracidn de

la clamidia.

Las modificaciones fisicas de la superficie de
la célula huésped también estan implicadas en la penetra-
cidn de las clamidias. La centrifugacidén con células hués
ped, a partir de 1000 a 3000g, aumenta considerablemente
la infectividad de los CE, probablemente porque induce --
modificaciones en la superficie celular, Tres fases han

sido descritas por Allan y Pearce:

- Una primera fase de unos veinte minutos, don-

de la unidn es seguido de la ingestidn.

- Una fase refractaria, durante la cual sigue -

produciéndose la unidn de otras particulas

- Una tercera fase, después de cuarenta y cinco
minutos, en la que solamente es posible la -

unidén de unas pocas particulas.



Segln Allan y Pearce, ésto es debido a gue las moe
dificaciones de la célula huésped duran de 20 a 30 minu--
toe, durante los cuales se favorece la entrada de la par-
tficula bacteriana. Después de ese tiempo, cesan dichas mo

dificaciones y el CE no puede penetrar,

B.- Inhibicién de la formacidén de fagolisosomas.-

Las clamidias impiden la respuesta lisosomeal, -
es decir, la fusién de lisosmas con la vacuola de endoci-

tosis, de cuya unidn se forman los fagolisosomas.

La inhibicidn de la respuesta lisosomal induci=
da por el CE le permite evitar las defensas celulares, --

asegurando la supervivencia intracelular.

La salida de las clamidias esté en relacidn di-
recta con la diferenciacién y maduracién del CE. Byone ob
servéd que las particulas infecciosas , CE, no inducian la
respuesta lisosomal ni en macréfagos ni en célules L. Por
el contrario, si les CE son inactivados por calor ( 56¢C
durante 10 a 30 minutos ), o recubiertos por un anticuer-
po especifico, la fusidén de lisosomas y endosomas se pro-
duce de 2 a 4 horas en macréfagos y en 12 horas en las cg

lulas L después de la penetracidén.( FIGURA 5)



C.- Induccién de toxinas citotéxicas.-

Moulder, en 1983, comprobd que, tante "in vivo"
como "in vitro", C. psittaci producia una toxina. Se ha -
visto que, "in vivo", las células que han sufrido una pe-
netracidn masiva de CE mueren a - causa de un producto té-
xico segregado por éstos. El efecto puede contrarrestarse
con antisuero, probablemente porcue impide la unidn del -

CE a la membrana citoplé&smica.

La toxina no ha sido aislada, pero se ha obser-
vado que en los macrdfagos, cuando existe un solo CE, la
supervivencia y la multiplicacidn es méxima. En contras
te, cuanto més CE existan en el interior del macréfago, -
més disminuida resulta la supervivencia de la clamidia,
en relacidn con las lesiones celulares que producen. Es-
tas lesiones son provocadas por la presencia de una enzi-
ma citoplédsmica ( ldctico deshidrogenasa ) gue se encuens
tra en el medio extracelular dos horas después de haberse
producido la infeccidn. Esta toxicidad "inmediata", estu=
diada por Wyrick en 1978 y 1980, puede ser inhibida si --
los CE son tratados con calor ( 562 C durante 5 minutcs ),
v disminuye al 50% si lo CE son recubiertos por anticuer-

pos especificos o tratados con cloramfenicol.



En la célula fibrobléstica, la toxicidad es mé-~
xima, puesto que los CE se dividen répidamente en ella, -
Meoulder y Kellog sostienen la hipdtesis de que ésta toxi-
cidad es el resultado de una lesién de la membrana plasmé
tica durante la ingestidn, y no depende del grado de mul-
tiplicacidn de las clamidias -. Asf, se ha visto que la tgo
xina se produce tardiamente en los fibroblastos, a las 24

o 48 horas después de la infeccidn.

Schachter en 1983 observd que la exposicidn de
cultivos celulares animales a grandes cantidades de CE, -
mds de 1000 particulas infectivas por célula, tiene como
resultado la citotoxicidad y, habitualmemnte, estos culti-
vos son destruidos en 20 horas. El uso de dosis infecti--
vas menores hace que aumente el tiempo necesario para que
se produzca la muerte del cultivo celular. En ocasiones -
algunas células pueden sobrevivir a la infeccién, quedan-
do infectadas de manera continuada con una forma cculta e
de clemidias; estas células no estédn sujetas a la reinfec

cidn por clamidias exdgenas.

La muerte celular, bien en animales intactos o
en cultivos celulares, no requiere la multiplicacidn del
agente infeccioso, pero esté relacionada ton la fagocito
sis, v es posible que se deba a las mdltiples lesiones -

en la membrana plasmética durante la fagocitosis.,



v 0 g

En las dltimas etapas, el desarrollo de las cla
midias en el interior de las células eucaridticas estd a-
compafiede por la liberacidn de enzimas lisosomcles al ci-
toplesme de la célula huésped, lo cual procduce también —-

efectos citopatogénicos.( FIGURA 6 )

Actualmente se cree que la toxicided de las cla
midias puede contribuir de un modo significativo a la pa-
togenia de la enfermedad, como en el caso de la induccidn

de hemorragias y edemas en los pulmones

Los cuerpos reticulares no son €fagocitados por
las células epiteliales ni por los fibroblastos , dnica-
mente pueden serlo por los macréfagos. En este caso los
CR son rédpidamente destruidos en los facolisosomas de los
macrdfagos. Parece ser cue los cuerpe reticulados inmadu-
ros son susceptibles a las enzimes lisosdémicas, y se pro=-
tegen de ellas por medio de la membrana de inclusidn du--
rante las etaves preliminares del desarrollo. Los CR tampp
co inducen la formacidn de toxinas ni "in ‘'vivo" ni "in -

vitro"., ( FIGURA 7 )



FIGURA 5: DIVISION POR FISION BINARIA DEL CR EN EL CITOPLAS,
MA DE LA CELULA HUESPED,9?HORAS DESPUES DE LA INFEC
CION. LA BARRA REPRESENTA 1 um DE LONGITUD.

FIGURA : CR INCLUIDOS DENTRO
DE LAS VESICULAS. LA
BARRA REPRESENTA 2/jm
DE LONGITUD.
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FIGURA 7; RETICULOS INTERMEDIOS Y CUERPOS ELEMENTALES INMADUROS
EN EL INTERIOR DE UNA CELULA HelLa. LA BARRA REPRESENI
TA 5 /um DE LONGITUD.
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C. psittaci, creciendo en células L mantenidas
en el medio esehcial de Eagle y en condiciones minimas,
no presenta requerimientos de aminodcidos que no sean los
pronios de la célula huésped, y no necesita ni histidina
(His), ni arginina (Arg), ni lisina (Lys), ni glutamina -
(Gln), aminoédcidos que sf necesita la célula huésped. La
bacteria sintetiza Arg y Lys; probablemente también sinte

tice los olros aminodcidosa

No siempre es suficiente con que un arminoédcido
requerido por las clamidias esté presente en el pool de -
la célula huésped. La competicidén entre las clamidias y -
la célula huésped puede limitar el €Crecimiente de las --
bacterias, incluso en presencia de concentreciones sustan
ciales del aminodcido regquerido. Cuando el microorganismo
crece en la célula L con medio 199, utiliza isoleucina --
(Ile), simtetizada por ella misma, siempre y cuando la -
concentracidn de Ile sea superior a la requerida para la
multiplicacidn de las células L. La adicidn de ciclohexi-
mida, que inhibe la sintesis de proteinas en la célula --
huésped sin afectar a la bacteria, suprime esta competi--
cidn vy crecé lz bacteria, puesto que se suprime la compe-
tencia por los bajos niveles de Ile liberados en el con--

junto de las proteinas de la célula L.



Este efecto diferencial de la cicloheximida per
nite exarinar el requerimiento de aminoécidos cuando las
bacteriés crecen en células Mc Coy, en condiciones no com
petitives, es decir, acuellas en les cuales la incorpora-
cién de aminoécidos a las proteinas del huésped es insig-
nificante. En las células huésped tratadas con ciclohexi-
mida, la falta de leucina (Leu), valina (Val) o fenilala-
nina (Phe), hace que la multiplicacién de las clamidias -
cese por completo, mientras que la falta do otro aminoédci
do no tiene ningdn efecto, probablemente por que el volu-
men de lzs proteinas del huésped lo suple en cantidades -

suficientes.

£n las enfermedades producidas por clamidias --
son comunes las infecciones persistentes, y se han ofreci
do muchas explicaciones par&8 este hecho. Una de ellas, -
es que las clamidias dejan de multiplicarse cuando la con
centracidn de los nutrientes se encuentra por debajo de =
un nivel critico. Esta prediccidén se ha confirmado en cul
tivos celulares para determinados aminodcidos ( Lewis y =
Thacker en 1578 ). BPuede scr dificil averiguar si ésto --

también ocurre en las infecciones naturales.

La deficiencia en aminodcidos también puede afec
tar a etapas especificas del ciclo de desarrollo de las -
clamidias., Cuando se priva a las bacterias de cisteina, -
los corplsculos reticulares se desarrollan normalmente, -

pero se inhibe su diferenciacién para dar los cuerpos ele



mentales, posiblemente porque no sinteticen las proteinas
ricas en cisteina que son necesarias para la mcduracidn -

del CE.,

£l hecho de que se necesiten niveles muy eleva-
dos de Leu, Val, y Phe para el crecimiento de les cl:mi--
dias sugiere gue estos aminoécidos juegan alglin papel --
adem8s del de la incorporacidn a las protefnas de las --

bacterias.

De las vitaminas B presentes en el medio minimo
de Eacle, solo la ribofleavina y el &cido félico no son ne
cesarios para el crecimiento de las clamidias en la célu-
la L. La riboflavina no es necesaria por aue las clami---
dias no presentan enzimas flavopfotéicas y posiblemente -
el &cido félico sea sintetizado "de novo". Ademéds se han
encontrado en C. psittaci formas de 4cido fdlico que no
se encuentran en las células L, y parece que sintetizan -
algo de &cido fdlico "in vitro". Todas las clamidias son
susceptibles a los anédlogos del &4cido fdélico. E1 creci---

miento de las bacterias no es inhibido por sulfamidas.
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Se considera que las clamidias son pardsitos --
cnergéticos porque utilizan al ATP producido por las célu
las huésped y porque son incapaces de sintetizarlo. Ademés
las células huésped proporcionan precursores esenciales -
para las reacciones sintéticas de las clamidias y éstas -
también pueden utilizar parte de la maquinaria metabdlica

del huésped.

Esta hipdtesis estd apoyada por varias lineas -
de evidencias negativas: Weiss y Kissor ( 1983 ) demostra
ron gque las células libres de C. psittaci carecen de enzi
mas flavoproteicas y de citocromos. Poblaciones mixtas de
CR y CE llevan a cabo reacciones catabdlicas que implican
piruvato, glucosa, glutamato y otrcs sustratos, pero Moul
der piensa ( 1984 ) gue ninglino de estos elementos reduce
energia metabdlicamente dtil. kEas células L infectadas --
por C. psittaci presentan un aumento en la degradacidn de
glucosa, sobretodo hacia &cido léctico, pero este aumento
rgpresenta la respuesta del huésped a la infeccidén y no -

a la actividad de las clamidias.

También existen evidencias positivas para la hi
pétesis de los par’sitos energéticos: los CR incorporan -
GTP al RNA mediante mecanismos DNA-dependientes y DNA-in-

dependientes. Se utilizd una técnica de marcaje en equili



brio para demostrar cue C. psittaci, que se estd multipli
cando en las células L, incorpora uridina ( U ) y adenina
( A ) exbgenas a su RNA, en tasas que indican que las cla
midias estdén utilizando exclusivamente el conjunto de NTP

del huésped.

Una evidencia incluso més directa, es el hecho
de que los CR libres incorporan ATP y eliminan ADP de su
esracio intracelular, mediante un mecanismo especifico -
de intercambio paré estos nucledtidos, Este sistema de -
translocasas de las clamidias es similar al existente en
las rickettsias. E1 GTP, UTP y CTP también son transpor-
tados al interior cdel CR, posiblemente por un mecanismo

’
analogo.

La mayor parte del ATP que penetra en el CR es
hidrcolizeda a ADP por una ATPasa clamidial e intercambia-
da por ADP extracelular. Sin embargo, parte del ATP trans
portado hace un trabajo metabdlicamente Util. En presen--
cia de ATP la concentracién de lisina se multiplica por -

veinte,

Tanto el CE como el CR presentan actividades me
tabdlicas diferentes que dependerdn de la fase en que se

encuentren dentro del ciclo de desarrollo.

La activacidn del metabolismo del CE constitu--



ye-la etapa inicial

en el citoplasma de

del ciclo desouds de la penetracidn -

la célula huésped.

a.- Les CE requieren de determinadas funciones

y sustratos de la célula huésped para la --

inicia€idn de su desarrollo.

aolc"

La hexogquinasa celular formaréd la glu
cosa 6-fosfato, que serd el sustratn

inicial en el catabolismo de la glucgo
sa por las enzimas del CE. La degrada
cién de la glucosa es efectuada por -
la via de las pentosas, por la libera
cién de CO2 a partir del C; de la gluy
cosa. La via de la glucolisis serd --
utilizada a partir de la escisidn de

la glucosa por el Cx.

Estas reacciones no estdn todas asop--
ciadas a la produccidn neta de ATP —--
unicamente como fuente de energia. ~--
Las clamidias regeneran la produccidn
de ATP de la mitocondria de la célula
huésped,como precursor de la sintesis

de 4cidos nucléicos.



b.- Modificaciones morfoldgicas

La primera modificacidn del CE es
la desaparicidén del nucleoide. E1 DNA cam--
bia de conformacidn, pasando de una forma -
compacta a una orcanizacidn més laxa, que -
permite el acceso de las enzimas al genoma,

Las moléculas de RNA-polimerasa se unen a .

la molécula de DNA, iniciando la sintesis

de una nueva cadena.

Los CR son la forma metabdlicamente activa de
la clamidia. Durante las 18 primeras horas del ciclo la -
actividad metabdlica es basal, aumentando progresivamente

con la formacidn del CR.

Los CR utilizan sus propios ribosomas y enzimas
para la sintesis de proteinas y écidos nucléicos, pero de
penden enteramente de la célula huésped en lo concernien-

te a los intermediarios energéticos: NTP,

La sintesis de RNA en los CR es precoz, entre _
las 10 y las 22 primeras horas del ciclo. Las inclusiones
tefiidas con acridina se colorean de un rojo brillante ---
fluorescente ( coloracidén tipica del RNA monocatenario).

Hay formacidn de t-RNA 4S5 y r-RNA 23S, y 16 5, tf{picos -



de procariontes, de 8 a 16 horas deéspués de la infeccidn.
La sintesis de RNA continda durante todo el ciclo, siendo
la actividad méxima 20 horas tras la infeccidén. Esta acti
vidad es dirigida por una RNA- polimerasa DNA depéndien=

te.

La sintesis de DNA aumenta progresivamente en--
tre las 15 vy 30 horas del ciclo. La moléula de DNA es re-
plicada por ura polimerasa codificada por el genome bacte
riano. La timina exdgena no es incorporada al DNA, puesto
ague C, psittaci carece de la actividad timidina-quinasa.
El d-TMP seré4 formado por una via diferente de sintesis -
utilizando la conversidn del d-UMP en el &cido tetrahidro
félico gracias a la enzima timidilato-sintetasa, presente

en las clamidias.

La sintesis de proteinas se detecta entre las -
12 y 48 horas del ciclo, Estas proteinas no se ven afec-
tadas por el tratamiento con cicloheximida de la célula -
huésped, ni por tratemiento con emetina. Sin embargo, son
inhibidas por el cloramfenicol y las tetraciclinas. Los -
RNA 16S y 235 se unen a las proteines para formar las sub

unidedes 508 y 30S, que constituyen los ribosomzs 70S.

Las clamidias son incapaces de sobrevivir fuera



de una célula eucariota, Estas entran en competicidén con
la célula huésped por los factores extracelulares comunes
y por los factores producidos por la propia célula hués--

ped, requiriéndose la activided de las mitocondrias.

La sintesis de &cidos nucleicos requiere una --
fuente de NTP, Los RNA 16S y 23S son sintetizados a par--
tir de nucledtidos plricos y pirimidinicos trifosfatados

de la célula huésped.

Hatch demostré que la guanina es incorporada en
el DNA y RNA de la clamidia solamente si la célula huésped
es capaz de transformarla en otro NTP, y no si la célula
huésped es deficiente en hipoxantina fosforibosil transfe

rasa,

URIDINA -~————§< uTep é“"§ CTpP !

) )
( / Célula
{ y !

} RNA huésped

\ J
)

clamidial Js

N .

——— e P

Sintesis de RNA clamidial a partir de NTP

pirimidinicos de la célula huésped.
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En las primeras infecciones por C. psittaci des
critas en la literatura, la fuente de infeccidn fueron --
aves exfticas, importadas desde los trépicos, pertenecien
tes a la familia de los psitdcidos ( loros, periquitos, -
cotorras, papagayos ) motivo por el que la enfermedad re-
cibid el nombre de psitacodsis., Postericrmente, se ha de--
mostrado que més de 130 especies diferentes de aves ( pa-
lomas, canarios, patos, pollos, gansos ) pueden ser infec
tadas por esta bacteria, por lo cue en la actualidad se -
prefiere el término general de ornitosis. Realmente las -
psitdcidas son fuente de infeccidn en menos del 20 % de -
los casos ( Pumarola,1983 ).

Las aves son el reservorio fundemental de T.--=
C. psittaci. P4jaros adultops aparentemente sanos pueden
ser portadores no excretores de la bacteria. ., Mayer en --
1942 comunicd que un 8 % de los periquitos maduros eran

portadores de este microorganismo.

El stress de las aves, asociado particularmente
a una alimentacién incorrecta, el hacinamiento, como pue-
de ocurrir durante el transporte, el cruzamiento y la pues
ta, pueden producir la excrecidn del microorganismo. Las

crias y animales inmaduros son muy susceptibles a la infec



cién a partir de las excretas de los adultos, y los que

sobreviven se convierten a su vez en portadores.

El ave enferma muestra signos de somnolencia, -
plumas erizadas, ojos cerrados, tiritona, pérdida de peso,
descarga mucosa nasal, respiracién fatigosa y, con menor

frecuencia, diarrea.

Generalmente, la psitacosis humana es m&s grave
cuando se contrae a partir de psitécidas; sin embarge, es
de destacar que los pacientes gue presentan psitacosis es
porédica rara vez han estado en contacto con aves. En 1980
s6lo el 17 % de los casos comunicados en Inglaterra ha--
bian tenido contactc conocido con aves exdticas domésticas

o salvajes ( Palmer, 1581 ).

No existen datos exactos sobre la verdadera in-
cidencia de la psitacosis humana, debido a que muchas de
las infecciones que se producen no son diagnosticadas, o

bien, no son notificedas en los diferentes paises.,

Antes de 1966 la incidencia media de casos noti
ficados en Inglaterra estaba por debajo de los 40 al afo.
Desde entonces las-cifras han aumentado considerablemente
( Lancet, 1973 ). Entre 1975 y 1980 se comunicaron 1.143
cascs en Inglaterra., Los datos de 1979 ( 179 casos )-y de



1980 ( 384 casos ) son especialmente altos. Entre las ra-
zones para este aumento se pueden incluir una mayor vigi
lancia seroldgica, as{ como un aumento de la incidencia -

de la enfermedad.

Los datos obtenidos en los diferentes paises so
bre la incidencia de la psitacosis son muy variables, sien
do probablemente, la falta de vigilancia seroldgica una -
de las causas. Asi por ejemplo, en Alemania, con una cuar
ta parte de la poblacidén de Estados Unidos, se comunica--
ron més casos de psitacosis humana ( alrededor de 130 ca-
sos ) (Schachter, 1982 ), mientras que en Estados Unidos,

sdlo se comunicaron 108.

Los estudios realizados sobre la psitacosis co-
mo causa de neumonia en la poblacidn humana han dado re--
sultados variables., Los trabajos realizados en Estados --
Unidos ( Marril, 1981 ) no identificaron a la psitacosis
como un problema importante. De igual modo, se ha observa
do que la psitacosis es una causa rara de infeccidn respi
ratoria aguda en el trépico, 0,4 % de 524 nifios estudia--
dos ( Chanock, 1967 ). Los estudios realizades en Inglate
rra han implicado a la psitacosis como causa de neumonia
adquirida en una comunidad de adultos en menos del 1 % de
los pacientes en Edimburgo ( Bath, 1984 ), el 1,5 % en --
Bristol ( White, 1981 ), v el 3 % en Londres ( Crofton, -

1981 ). Un estudio realizado en Finlandia ( Stenstroml, -



1980 ) 29 de 539 pacientes con neumonia ( 5,4 % ) presen-

taban psitacosis,

Existen pocos estudiocs clinicos sobre la inci--
dencia de la psitacosis en los trdpicos, probablemente --
por la dificultad de realizar pruebas seroiégicas. Sin em
bargo, un estudio realizado en Egipto encontrd psitacosis
en el 4,8 % de los pacientes con neumonia ( Hassan, 1982).
En Nigeria, en un estudio realizado por McFarlane ( 1972)
no se detectaron casos . En Japdn, la psitacosis puede ex

plicar un 20 % de neumonfa atipica ( Schachter, 1978 ).

En Espafia se han publicado muy pocos trabajos -
dedicados al estudio de la infeccidn humana por C. psitta
ci ( Soriano, 1981 e Izquierdo, 1983 ), cuya incidencia -
ha sido tradicionalmente considerada como muy escasa. Es
necesario el ern~leo de pruebas seroldégicas mdltiples pa-
ra comprobar si la frecuencia de la psitacosis es real--
mente mayor de lo cue hasta ahora suponiamos. A este res
pecto, Pumarola en 1983 ha encontrado que la frecuencia
de la neumonia por C. psittaci se aproxima al 4% de las
neumonias en las que, tras un estudio sistemético y pro
tocolizedo, se consiguié llegar a un diagndstico etigld
gico de certeza. Solans y cols. (1978) ha estimado esta

frecuencia en un 0,96% en un estudio de 415 neumonias.



Un trabajo realizado por Ausina y cnls. en 1985,schre un
total de 782 pacientes con neumonfa, did como resultado -
gue un 3,9% de dichas afecciones eren causadas por C. psi

ttaci (Tablay ),

El ave enferma o portadora asintomética, elimi-
nz continuamente el microorganismo a través de sus secre-
ciones digestivas ( heces y saliva fundamentalmente) y --
resriratorias, contaminando el medio ambiente al cue el -

-~
-

£ es muy resistente. Como fuentes de infeccidn de naturs

—
(]

Za n

O

avier se encuentran numerosos memiferos, como ga-~

tos, cabras, vacas; corceros, etc.

El mecanismo deé transmisidn a2l hombre puede ser
indirecto, por inhalacidén de partfculas portadoras de
restos désecados de excrementos o de secreciones de aves
infectadas; también puede ser por mecanismos directecs, --
tanto por manejo y contacto con el ave infectada o con --

sus procuctos orgénicos, como por picadura.

También se puede producir la transmisidn de hom
bre a hombre, y la infeccidn en el personal de laborato--
rio. La enfermedad se da en personas que estén en czntac-
to con psitécidos recién importades, como son los criado-
res de aves, y también en personezl que mzneja pdjeros en-
jaulados, generalmente después de haber mostrado los ani-

males sicgncs de enfermedad.



En la industria de aves de corral se han comuni
cado brotes de la enfermedad en veterinarios y personal -

empleado en plantas de procesamiento de pollos, pavos, etc.



Ausina. Berenguer. Pumarola.
23 casos 14 casos 13 casos
Sin antece-
dentes conog 8 (34,8%) 5 (37 %) 7 (53,8%)
cidos.
Psitacidas. 9 (39,1%) 2 (14,3%) 1 (7,7 %)
Dtras aves. 6 (26,1%) 7 (50 %) 5 (38,4%)

TABLAV . - ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGICOS DE LA PSITACQ

SIS EN ESPARNA.




PATOGENTIA



PATOGENI A

En los pijaros, los sitios de localizacidn pri-
maria de la enfernedad son el higado,_bazo.y pericardio.
Esto se ha comprobado en las necropsias de pdjaros muer--
tos en la etapa aguda de la enfermedad, en los cuales el
bazo estd aumentado de volumen y pueden mostrar zonas de
necrosis focal. E1 higado presenta cambios similares jun-
to a hemorragia local e infartos. Se descubre un exudado
semipurulento en el saco pericdrdio y en el saco aéreo y

revestimiento externo del esterndn.

En el hombre el pulmdn es el drgano més afectaw
do. La infeccidn comienza en los bronquiolos y se difunde
a los alveolos adyacentes en un patrdn lobulado. Existe -
un intenso exudado alveolar e intersticial que implica --
principalmente a las células mononucleares, eritrocitos,-

y neutréfilos ( MacFarlane, 1986 ).

Pueden observarse cuerpos de inclusidn intraci-
topldsmaticos resultantes de la multiplicacidm del microor
ganismo en las células mononucleares. Se aprecia, asi mis
mo, una proliferacién y descamacién marcada de células —-
gue revisten el alveolo, recibiendo esta patologia el nom

bre de "neumonia de células alveolares" ( Yow 1959 ).



Caracteristicas de los casos crdnicos son que -
el pulmén tiene una consistencia sdlida, la superficie de
corte aparece gelatinosa, los bronquios y tréquea con fre
cuencia se encuentran inflamados y con tapdn mucoso exten

SO.

Los ganglios linfAticos estdn g-neralmente in-=
flamados y son eldsticos. Los campos pulmonares pueden --

tardar en desaparecer o disolverse més de cinco semanas.

Los cambios en otros tejidos pueden ser, una in
flamacidn atipica del bazo y una hepatitis reactiva. Tam-

bién se han observado granulomas hepdticos ( Cornog, 1967)

En el miocardio pueden existir infiltraciones -
mononucleares, edemas, hemorragia subendocdrdica y degene

racidn grasa.

El rifidn puede nresentar oclusidén glomerular --

hialina y necrosis tubular aguda ( Byrom 1950 ).

No son raros la congestidén y edemas cerebrales
y puede aparecer una aracnogiditis fibrinosa. También se -
han descrito inclusiones intracitoplésmicas en macrdfagos

procedentes de exudados meningeos ( Wolton, 1984 ).



CLINTITCA A



CLINICA

Las caracteristicas clinicas de la psitacosis -
pueden ser muy variadas, tanto en el hombre como en otros

animales. .

Clinica en el hombre.-

La psitacosis es igual de frecuente en ambos se
xos y afecta generalmente a adultos cuyas edades estédn --
comprendidas entre 30 y 60 afios. La infeccidn infantil es

poco comun y suele ser benigna.

El perfodo de incubacidn es de una asiete sema-

na

)

tras el contacto con el ave enferma. No se ha observa

do variacidn estacional.

La presentacidn clinica de la psitacosis puede

variar amnliamente, desde unz enfermedad benigna parecida

o]

la gripe, hasta un estado téxico fulminante con muchos

érganos implicados. ( Byrom, 18735 ).

La enfermedad puede desarrollarse de forma insi
diosa durante més de una semana, pero puede aparecer brus

camente con fiebre alta, rigor, malestar y anorexia. Aun-



cue la mayorias de las nersonas afectadas de psitecosis -
P g a4 3 : ()
tienen tos, este no es siempre orominente. La tos puede -
ser seca o cor produccidn de esnuto mucoso. La hemotisis
y el dolor nleural son zoco frecuentes, y el dolor abdomi

nal se observa en un 25% de los pacientes.

Durante el proceso de'ia enfermedad le fiebre -
permanece muy elevada, alrededor de 39¢C, con remisiones
metinales. Las cefaleas severas, artralgia, neuralgia y -
fotofobia son importantes sintomas que predominan en més

de un tercio de los enfermos de psitacosis.
El herpes labial es poco frecuente.

En el pechs son més comunes las crenitaciones -
inspiratoriss gque los signos clé&sicos de consolidacidn --

( manifestaciones extraculmonares ).

El examen radioldoico pone de manifiesto que de
terminadas zonas del pulmdén suelen mostrar sombras inters
ticiales vy alveolares mixtes desicuales, sobre todo en el
1dbulo izcuierdo. E1l sombreado lobular homogéneo es poco
comin. Puede observarse c;erto grado de atelectasia en un

tercio de los pacientes y,en méds de la mitad, una reac---

. 7
cion pleural.



Las difusicnes (leureles ircortanics scn poco -
comunes, Se han comunicado casos de linfoadenopatias hi--
liares en més de un tercio de los pacientes ( Schaffner,
1667 ). La cavitacidn es rara. La frecuencia de desapari-
cidén de la sombra lobular en los nulmonss es répida, si -

el paciente es tratado con tetraciclinas.

Se han dado casos de psitacosis fulminante (Lan
cet, 1979), en los cuales el comienzo de la enfermedad es
brutal: escalofrios, elevacidén de la temperatura a 40¢C,
cansancio, vomitos y diarrea, edema peribucal o erupcio--

nes blannuecinas en lablos o lencua, cue eparecen en 1os

]
o]

irvres dies. Ré&pidamente aparece tos, disnea, a veces -

intensa, sintomas de une hepatitis Unica o diseminada. El

enfermo cae en un estado de agitacidn y delirio, produ---

N

ciérndcse la muort2 a los ocho o diez dias del primer sin-

toma,

La psitecosis en los nifios se presenta bzjo la
forma de una neumopetia agudo o subaguda, bronguitis seg-
mentaria, o un sindrome infeccioso sin sicnos de localiza
cidén. La evolucidn es, nor regla general, favorable y las
complicaciones no son citadas mds que por su rareza: ane-

mia hemolitica, miocarditis rédpidamente mortal.

1



La frecuencia de compliceaciones extrzpulmonares
producide por C. osittaci es dificil de precisar. La psi-
tacosis agud:e se ha relacionado con endocarcitis, miocer-

iitis y pericarditis.

Se he detectado el antigeno de C. psittaci en -
el atrio izouierdo y en nuestras de biopsia velvulzr en -
la cuaria parte de los pacientes con enfermedad valvular

adcuirida ( Mair, 1974 ).

En los pacientes ccn psitacosis aguda es comdn
un estado de confusidn gue puede dominar el cuadro clini-

co y enmascarar el diagndstico de neumonia. Ademds de 1la

(4]

confusidn se han descrito meningitis, encefalitis, signos
neuroldgicos vocales transitorios y epilepsia ( Murray, -

1980 ).

La glomerulonzfritis puese desarroliarse secun-
dariamente a partir de una endoca rditis procucica por --

psitacosis.

En 1877 Tuazon comunicd que en los procesos de
nsitacosis aguda se observeban también alteraciones hemea=
toldgicas cue incluyen hemndlisis, pruebas de Korch positi

vas y coaculzcidn intravascular cdiseminadas (tabla VI )



Clinica en animales.-

La infeccidn adquirida naruralmente no es rara
en algunos animales superiores, y es posible como proce-
so latente, incluso con una mayor frecuencia de la supues

B

L3

En el loro, la enfermedad se caracteriza por es
calofrios, debilidad, apatia y diarrea, acompafiada a veces
de trastornos respiratorios. En estas aves la enferm;dad
es una infeccidén de higado, bazo y tracto intestinal, con
participacidn ocasional de pulmones, hgbiendo microorga--
nismos en la sangre, tejidos afectados, secreciones nasa-

les y heces.

Cierto ndmero de mamiferos estdn infectados por
microorganismos muy parecidos en forma latente, y tales -
infecciones pueden activarse para originar enfermedades -

clinicamente manifiestes.

Existen pocos estudios realizados sobre enferme
dades producidas por C. psittaci en mamiferos. Se piensa
gue la neumonia porcina, meningoneumonia de la zariglieya,

encefalitis bovina, el sborto de las ovejas y el moguillo



de

-

os

[le]

atos estén producidos por este microorgenismo, pe
ro todavia no existen los suficientes datos excerimenta--

les que apoyen ésto.
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INMUNTIDAD



INMUNIDAD

El conocimiento actual de la respuesta inmune =
generada durante la infeccidén clamidial y del control ---

ejercido sobre la enfermedad es limitado.

A- Respuesta inmune humoral.-

El conocimiento sobre la fespuesta de los anti-
cuerpos duran te la infeccidn por clamidias se basa en --
pruebas de‘microinmunofluorescencia, en las cuales las -~
reacciones entre los anticuerpos y los microorganismos fi
jados con acetona se detectan mediante un conjugado anti-
globulina-fluoresceina{ Estos datos, sin embargo, no dan
informacidn sobre la especificidad de los anticuerpos im-

plicados,

Se ha confirmado gque existe respdesta de anti--
cuerpos a los antigenos especificos de género, especie y

serotipo ( Ward, 1983 ).

Parece ser que la inmunidad a corto plazo puede
ser especifica de serotipos, lo que implicarfa un papel -

importante para los antigenos de tipo.



Se han detectado tanto IgG como IgA en la con--
juntiva. Sin embargo, no estéd claro hasta qué punto la --
presencia de IgG refleja la translocacidén desde el torrem

te sanguineo.

La medida de la neutralizacidn de la infectivi-
dad clamidial en cultivos celulares se complica por el uso
de la centrifugacidn para promover la infeccidén. Esta cen
trifugacidén parece alterar la interaccidn entfe la parti-
cula y la célula huésped, pudiendo ser la neutralizacidn
por anticuerpos apreciablemente més reducida en compara--
cidn con la infeccidn esponténea de los cultivos celula--

res ( Pearce et al., 1981 ).

Durante algunos afios se ha admitido la idea de
la induccidn de interferon por las clamidias y su capaci-
dad para limitar la infeccidn. Sin embargo, se desconoce -

su modo de accidén y su importancia "in vivo".

B- Respuesta inmune celular,-

Los papeles de los mecanismos celulares citotd-
xicos, linfoides, y fagocf{ticos en la infeccidn por clami

dias no estdn adn bien definidos.

La interaccidén macréfago-clamidia depende de la



multiplicidad y la infeccidn. La ingestidn de-altas dosis
conduce a dafios citotdéxicos en una forma similar al fend-
meno de citotoxicidad inmediata., A bajas dosis de clami--
dias, los macrdfagos mantienen la multiplicidad de las --
mismas, pero unavestimUIacién continuada con linfoquinas

inhibe el crecimiento de las clamidias.

La acumulacidén de linfocitos polimorfonucleares
es concomitante con la infeccidén clamidial de la mucosa.
Young, 1982, sugiere que las células polimorfonucleares -
de la sangre humana son muy eficaces para destruir clami-
dias mediante mecanismos dependientes o independientes de

oxigeno.

Las células linfoides citotéxicaslpueden tener
un papel en laAinfeccién clamidial.’ Lammer, 1983, ha co-
municado gue las células del bazo de ratones infectados -
son téxicas para macréfagos infectados por clamidias., Por
lo tanto serd importante dilucidar la fase de sensibiliza
cidn de los macréfagos puesto que el efecto puede tener =
importancia para la proteccidn mediante la destruccidén --

temprana de las células infectadas.

C- Infecciones latentes y persistentes.-

Las clamidias pueden tener periodos de latencia



verdadera in vivo, por ejemplo la no(multiplicacién; sin

embargo, si esto ocurre en la mucosa, se produce la multi
plicacién de las clamidias para mantener la fase infeccig
sa, puesto que las célplas epiteliales se renuevan conti-
nuamente. Seguin Pearce, 1983, las fases de latencia se de
berian a que los organismos deben de ser capaces de pasar
a zonas més profundas de la mucosa o bien permanecer en -

Zonas né mucosas,

El término de latencia se aplica cominmente a -
la existencia de infecciones clamidiales que pueden ser a
veces inaparentes microbioldgicamente ( no se detectan or
ganismos ), o clinicamente ( ausencia de enfermedad ). --
Aunque la forma de infeccidén es diferente, en la préctica
la infeccidn latente.intermitente o persistente benigna,

probablemente serian indistinguibles.

Es dificil asegurar hzsta qué punto se producen

estas fases en las infecciones por clamidias en el hombre.

Actualmente sélo podemos especular cdédmo aparecen
las fases de latencia o persistencia.mediante estudios --
realizados en cultivos celulares. La infeccidn persistens
te puede implicar un equilibrio entre el crecimiento mi--

crobiano y las defensas del huésped. Un hébitat intracelu



lar puede, como ocurre en otros microorganismos patégenos,
proteger a las clamidias de las defensas del huésped, si

el crecimiento intracelular no proporciona un signo extra
celular de presencia o s6lo lo hace cuando se ha produci-

do un crecimiento importante.

La supervivencia de la clamidia en los macréfa-
gos en ausencia de linfoquinas proporciona otro sistema <«
de equilibrio, y se piensa que la liberacidén de los pro--
ductos de los macrdfagos podfa contribuir al dafio tisular

( Byrne, 1982 ).

La posibilidad de producir inmunodepresidn es -
otro mecanismo que ayudaré'a'la persistencia del microor-
ganismo. Asi, Lammer en 1983, comunicd la existencia de -
respuestas mitdgenas por la célula del bazo cuando se en-
cuentra infectada por C. psittaci, Lammer opina que el ma
terial e la envuelta no degradada podria mantener la in-

munodepresidn durante la infecciédn.

La induccidén de la infeccién latente en culti--
vos celulares sé conoce desde los trabajos realizados por
Morgan y cols. ( 1980 ). Tanto la destruccidn de la célu-
la huésped como la disminucidn de vitaminas y aminodcidos
del medio de cultivo,' no sintetizados por las clamidias,

inhibe el crecimiento de éstas hasta que se restablecen -



los nutrientes del medio. La introduccidén de cicloheximi-
da, gque inhibe la sintesis de protefinas de la célula hués
ped, para aumentar la deteccidn de las clamidias inocula-
das a partir de material clinico en cultivos celulares, -
sugiere gque no todos los microorganismos pueden iniciar -
su ciclo de desarrollo, incluso en condiciones nutriciona
les favorables. Se desconoce si este efecto estd relacio=
nado con la prevencidén de una respuesta inhibitoria del -
huésped, tal como el interferon, o con la heterogeneidad

dentro de la poblacidén de clamidias.

Moulder ( 1980-82 ) ha descrito infecciones de
cultivos celulares en divisidén, en los cuales aparece una
forma criptica de clamidia que se multiplica peridgdicamen
te. Esta forma inhibe la superinfeccién de la célula hués
ped y también altera la superficie de la célula.. No se -
sabe qué=determina la forma criptica y qué conduce a la -
activacidn y a la infeccidn, Esta forma puede estar rela-
cionada con clamidias que scbreviven pero no se multipli-

can cuando se suprime el tratamiento con cicloheximida,

Parace por tanto, que existen diferentes meca--
nismos que son responsables de una infeccidn latente ver-
dadera, lo que falta es la evidencia de que estas fases -

aparezcan in vivo.
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DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
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El diagndstico de la psitacosis requiere el aig
lamiento del microorganismo o un estudio seroldgico de 1la

respuesta inmune,.

La obtencidén del material para el cultivo, al -
principio de la enfermedad, es impracticable en la mayoria
de los casos porque, obién no se sospecha la infeccién, o

bién no se dispone de esputo.
El microorganismo se puede aislar de animales =

de laboratorio ( Benson, 1930 ), saco vitelino del huevo

embrionado ( Rake, 1941 ) o de cultivos celulares.

A.~ Animales de laboratorio.-

Generalmente se suele utilizar a los ratones cp
mo animales de experimentacidn en los laboratorios. Estos
pueden ser infectados por via intranasal, intraperitoneal
e intracerebral, con la mayor parte de las cepas de este
microorganismo, para dar lugar a infecciones mortales. La

inoculacidn intranasal origina un proceso neumdnico carac



terizado por consolidacidén y se descubren cuerpos elemen-

tales en gran ndmero de frotis de tejido afectado.

En la necropsia, los animales infectados por
via intraperitoneal presentan agrandamiento de hfgado, ba
zo y un exudado fibroso en la cavidad abdominal gque con-=

tiene gran ndmero de cuerpos elementales.

Se ha producido una meningoencefalitis por ino-
culacidn intracerebral, dando lugar a un exudado que con=-

tenia células polimorfonucleares y mononucleares.

Los ratones también pueden infectarse por inocu
lacidn subcutdnea, produciéndose una afeccidn generaliza<
da, raras veces mortal, y casi siempre de evolucién pro--

longada.
La inoculacidn en animales de laboratorio se -

utiliza actualmente con poca frecuencia, constituyendo --

los cultivos celulares el método de eleccidn.

B.~- Huevo embrionado.-

Las clamidias pueden crecer en huevo embrionado

de gallian, en el saco vitelino, donde se multiplican has



ta alcanzar un nimero elevado. En las células endoteliales
se han observado inclusioneé, y la toxina es liberada en

el vitelo. La infeccidn también puede producirse por ino-
culacidn en la membrana corioalantoidea y en las cavida--

des alantoidea y amnidtica.

La multiplicacidn de estos microorganismos en -
el saco vitelino se acompafia de un metabolismo elevado y

un aumento de la sintesis de 4cidos nucléicos.

Las cepas de la psitacosis se han hacho resis-
tentes a las sulfamidas, penicilina y tetraciclinas y di-
versas combinaciones de éstas por el pase seriado en saco

vitelino en presencia de cada uno de los férmacos.

Este método de saco vitelino, aunque es muy sen
sible, tiene el riesgo de una répida contaminacidn por or
ganismos de elevada multiplicacidn y también requiere la

obtencidn de huevos fértiles de dos o tres dias,

Ce- Cultivos celulares.-

El agente de la psitacosis crece facilmente en
cultivos celulares, Esto se demostrd por primera vez me--
dianté el empleo de cultivos celulares suspendidos y E€Xe-
plantes cultivados por la técnica de suspensidén de una go

ta.



Hoy en dia se cultiva el agente de la psitaco--
sis en muchos tipos de células, por ejemplo, en fibroblal
tos L de ratdén, células hepdticas humanas y de ratén, cé:i
lulas sinoviales humanas, y fibroblastos de embridén de Po

llo.

La base de los cultivos celulares para el creci
miento de las clamidias, es la separacién por centrifuga-
cidén de los microorganismos de las capas de células que -

no se dividen o lo hacen lentamente.

El cultivo de C. psittaci se ha llevado a cabo
generalmente utilizando células L y,estos microorganismos,
igual que las cepas de LGV, pueden der cultivados sin ne-
cesidad de utilizar células tratadas o centrifugacidén. --
Sin embargo, el tratamiento de las células y la centrifu-
gacién del indculo han demostrado gue incrementan la sen-
sibilidad de la célula L para el aislamiento del agente -

de la psitacosis ( Farner, 1982 ).

Debido a la naturaleza esporddica y a la difi--
cultad para obtener el material apropiado, los métodos de
cultivo celular no se han aplicado mucho hasta ahota en -

la investigacién de la psitacosis.



Otra forma de estudiar la infeccidn por clami--
dias puede ser proporcionada mediante la deteccidn de an-
ticuerpos frente a estos antigenos, utilizando una gran -

variedad de técnicas seroldgicas:

A- Fijacién del complemento.-

La fijacidén del complemento ( FC ) se utilizé -
por primera vez para detectar anticuerpos frente a clami-
dias en casos de psitacosis ( Bedson, 1935 ) y posterior-

mente de LGV.

La FC es suficientemente sensible para detectar
anticuerpos en infecciones sistémicas de psitacosis y LGV,
pero su sensibilidad es limitada para infecciones clami-
diales localizadas, Tiene la desventaja de que sdlo detec
ta anticuerpos producidos contra un antigeno termoestable
polisacaridico acidico, comin a todos los miembros del gg
nero Chlamydia, por tanto, esta técnica no diferencia en-

tre C. trachomatis y C. psittaci.

B- Inmunofluorescencia indirecta ( IFI ).~

a) Microinmunofluorescencia:

Esta prueba fue desarrollada por Wang y Greys--

ton en 1970 frente a cepas de serotipos de C. trachomatis,




pero su finalidad era detectar anticuerpos clamidiales., -
CE purificados se utilizan como antigenos y originalmente
todos los serotipos de C. trachomatis ( denominados A, B,

Ba, C, D, E, F, G, H, I, 3, K, LGU 1, LGV 2, y LGV 3 ) --

més algunas cepas de C. psittaci se aplicaron por separa-
do como antigenos individuales en esta prueba, sin embar-
go la técnica se hacsimplificado mediante la agrupacién‘-
de antigenos, bien en base a sus reacciones seroldgicas,

o en base a sus caracter{sticas epidemioldgicas semejan--

tes,

La microinmunofluorescencia detecta anticuerpos
especificos de tipo producidos frente alserotipos clami--
diales individuales, y por consiguiente, pueden diferen--
ciar entre los anticuerpos producidos frente a C. tracho-

matis y C, psittaci y los aislados atipicos.

Se deben buscar anticuerpos en sangre, suero, -
secreciones locales o descargas, por ejemplo, fluidos la-

crimales o secreciones cervicales,

Por la técnica de microinmunofluorescencia pue-
den ser detectadas inmunoglobtilinas especificas de anti--

cuerpos IgG, IgM, e IgA.



b) Otras pruebas de inmunofluorescencia:

b : Uso de inclusiones de ant{geno de serotipo

dnico: Esta técnica utiliza como antfgeno inclusiocnes com
pletas formadas en células de cultivos celulares infecta-
dos. Fue empleada inicialmente por Collier ( 1972 ) y me-
jorada posteriormente por Richmond ( 1575 ) que utilizaron

el serotipo E de C. trachomatis como antigeno. También se

utiliza un modelo similar que usa el serotipo LGV 2, Esta
prueba puede detectar IgG e IgM en pacientes infectados -

por C. trachomatis y C. psittaci, por lo tanto, es espeqi

fica de grupo como la FC, aunque con mayor sensibilidad.

La tincidn fluorescente de monocapas de cultivo
celular produce invariablemente cierta tincidn inespecifi
ca, especialmente de células degeneradas, y esto hace que
estas preparaciones sean mds diffciles de interpretar que

los antigenos purificados.

b : Uso de antfgenos de CR de serotipo Unico:

Young et al. ( 1979 ) utiliza CR purificados procedentes

del serotipo E de C. trachomatis en una prueba de microin

munofluorescencia. Los CR son las formas vegetativas., Es-
ta prueba presenta una sensibilidad similar a la que uti-
liza CE purificados, y puede detectar IgG e IgM en el sue

ro. E1 antigeno demostréd tener especificidad de grupo. --



Sin embargo, este antigeno no es tan sensible para de tec-
tar IgG, sobre todo en infecciones agudas, y detecta IgM

especifica raramente.

C- Enzimoinmunoandlisis ( ELISA ).-

Se utilizdé para detectar anticuerpos frente a <
clamidias en 1976 por Lewis, utilizando antigeno derivado
de C. psittaci., Posteriormente se utilizd un antfgeno de
C. trachomatis ( LGV 2 ) tanto en forma de CE completos,-

como en forma de antigeno soluble especifico de grupo., --
Aunque es especifico de grupo, Levy ( 1982 ) encuentra --
que su sensibilidad es del mismo orden que la de la IFI -

para detectar IgG.

D- Radioinmunoensayo ( RIA ).-

Esta prueba es especifica de género, y puede de

tectar tanto IgG como IgA.

Tanto la técnicg de ELISA como el RIA permiten
un anélisis tan répido como la IFI, pero evitan la lectum
subjetiva de los resultados que tiene lugar en esta Ulti-

ma técnica.



TRATAMIENTDO



TRATAMIENTD

Como han demostrado la exnerimentacidn y la cli
nica, las tetraciclinas son el tratamiento de eleccidn en

TN
Lt

las infecciones producidas por C. nsitieci.

Los diferentes derivados de las tetraciclinas,

clertetraciclines, oxitetraciclinas, o el clorhidrato de

«Q

tetreciclineg esociado &gl hexametafosfato de sodio, ejer--
cen su accidén sobre el crecimiento de l&s clamwidias, es -

decir, son bacteriostétices pero no bactericidas.

Las infecciones producidas por estos microorga-
nismos son siempre intracelulares, con tendencia a vclver
se latentes o persistentes; por consiguiente no esté reco
mendade una terapia a2 corto plazo. Generalmente se aconsg
ja la administracidn de tetreaciclinas durante un periodo
de 21 dias, con una dosis de 1 a 2 g/dfia. Después del tra
tamiento con tetraciclinas la fiebre y sintomas acompafian
tes suelen desaparecer en dos o tres dias, aungue en algu

nos pacientes la mejora es més lenta.

Se ha recomendado un ciclo de 21 dies porcue pe
riodos més cortos de medicacidén dan lugar a recaidas, aun

cue la evolucidn clinica fuese inicialmente favoreble.



£l cloramfenicol, la sulfadiazina y le nenicili
na a :~ltas dosis, también pueden ser eficaces.

"In vitro", también se ha descrito la sensibi-
lided de C. psittaci a la rifampicina y su eficacia en la

clinica ye ha sido sefialada en algdn caso de endocarditis

subagude producide p-r la psitacosis.

Aunque la eritromicina ez méds eficaz "in vitro"
y s la alternativa al tratamiento con tetraciclines, su

rendimiento es bajo en caso de psitacosis aguda.

Algunos autores han considerado cue el efecto -
inhibidor de les sustancias cquimioterdpicas sobre el cre-
cimiento de las clamidias implica la existencia de una ac
tividad metabdlica del microorganismo independiente de la
célula y adn no descubisrta. Auncue esta hipdtesis cguizd
se confirme con demostracidén directa, y por tanto, méas de
finitiva, también es posible que el efecto, al menos en -
parte, sea dependiente del mecanismo fisioldgico dé la cé

lula huésped relacionado con la multiplicacidn del micro-

grganismo.

Tiene particuler interés oue algunos microorga-

nismos pueden hacerse resistentes a los guimioterdpicos -



después de pasar por huevo embrionado o por ratdn en pre-
sencia de sstas mismas sustancias. La aparicidn de mutan=
tes ha sido observada asi mismo en el tratamiento quimioe
profiléctico de la psitacosis en aves. En la enfermedad -
humana, la administracidn de tetraciclinas con una dura--

cidn corta no parece entrafiar el mismo riesgo.
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PROFILAXIS

La psitacosis no es un problema de salud pdbli-
ca importinte en funcidn del ndmero de casos que se comu-
nican. Sin embargo, en la mayoria de los paises, tienen -
regulada la importacidn de aves para intientar prevenir es

ta infeccidn.

Las aves deben ser examinadas a su llegada para
ser trasladadas posteriormente a locales de cuarentena, -
donde serdn observadas durante 35 dias. A veces se utili-
zan eiemplares no inmunes para detectar infecciones ocul-

tas en estas aves importadas.

Este procedimiento se debe llevar a cabo, ade--
més de en las psitédcidas, en las palomes, aves de rapifia,
aves de exhibicidn y, en general, en todas las especies

que no sean psitécidas.

En U.S.A vy algunos paises europeos,todas las --
aves importadasson tratadas profildcticamente con tetraci
clina. Semillas medicadas con tetraciclina durante 30 dis=
administradas como dnica fuente de alimento erradicarén -
la infeccidén por el microorganismo. Suplementos multivita
minicos minimizardn la enteritis y otros sintomas relacip

nados con un tratamiento prolongado con tetraciclinas. --



Sin embargo, no siempre se elimina' el microorganismo de -
las aves tratadas, probablemente porque la dosis de tetra

ciclinas no se aplica correctamente.

1

Se han realizado estudios seroldgicos previos

al sacrificio para detectar infecciones por C. psittaci

en plantas de procesamiento de aves. Esto no siempre tie

ne éxito en la prevencidn de lo brotes de psitacosis en

los empleados de estas plantas.

Se aconseja la destruccidn de las aves enfermas
para que no se produzca una epidemia; cuando esta recomen
dacidn no es aceptada debe aplicarse el ave enferma un -~
tratamiento, consistente en mezclar con el mijo o agua de
beber tetraciclinas en una dosis de 15 a 30 mg., aungue -

el pdjaro sano puede convertirse en portador.

Puede producirse la transmisidén de hombre a hom
bre de la psitacosis, aunque es poco frecuente. Ocasional
mente se originan infecciones en cadena, como en 1939, --
cuando hubo una comunicacién en Inglaterra que se referia
a 26 casos con 13 muertos. M4s recientemente, en 1977, on
ce personas contrajeron la enfermedad a partir de un pa=e

ciente que murid de psitacosis en un hospital, Entre ellss



se encontraban parte del personal médico de la planta, un
limpiador, un paciente de la misma habitacidén y un pacien
te del enfermo. Aunque generalmente el diagndstico de 1la
psitacosis es retrospectivo, es esencial tener cuidado --
cuando se estd tratando a un paciente sospechoso de 1la in
feccidn. E1 enfermo debe ser aislado en una habitacién y
el esputo y secreciones respiratorias deben considerarse

como potencialemente infecciosos.

£l tratamiento profildctico con tetraciclinas -
ha sido aconsejado para las personas en contacto estrecho

con un paciente infectado.
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0BJETIVOS

Chlamydia psittaci es una bacteria intracelular
obligada cuyas caracteristicas bioldgicas y bioquimicas -
no se conocen bien. Su comportamiento bioclégico "in vivo"
no estd claro del todo pues produce mas patologias de las

que se suponia en un principio.

La ruta de entrada y su mecanismo de transmisidn
estaban hasta ahora bien delimitados. Sin embargo, se es-
tédn teniendo en cuenta otros posibles mecanismos de trans

misidn como puede ser el interhumano.

En Espafia apenas se conoce la prevalencia de an
ticuerpos en poblacidén sana, debido tal vez, a la falta -
de un seguimiento seroldégico, y a que la psitacosis se --

considera como una enfermedad de aves.

El presente trabajo tiene por objetivos determi
nar la tasa de anticuerpos frente a C. psittaci en dos po
blaciones supuestamente sanas, asi como el estudio de un
nuevo antigeno de inmunofluorescencia pard determinar su
sensibilidad frente a los antigenos de fijacidn del com-

plemento ( FC ).

No se conoce la perdurabilidad de los anticuer-



pos frente a clamidias tras la infeccién. Al hacer una de
terminacidén para conocer el estado inmunitario de una per
sona frente a una especie de Clamidia, se detectan anti--
cuerpos de género que pueden deberse a infeccidén por la -
otra especie. Por esto, también se quiere determinar el -

grado de posibles "reacciones cruzadas" entre C. psittaci

y C. trachomatis.
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MATERIAL

———
—_——==

Entre Julio de 1985 y Julio de 1986 se han estu

diado 289 muestras de suero humano y 214 muestras de sue=-

ro de ganado bovino y ovino, las cuales han sido agrupadas

de la siguiente forma:

I.- SUEROS HUMANOS.-

A.- Poblacidn sana compuesta por 148 muestras de suero --

procedentes de 73 varones y 75 mujeres, cuyas edades
estaban comprendidas entre los 22 meses y 80 afios. --
Estos sueros procedian del ambulatorio de Aranjuez vy
se obtuvieron entre Julio de 1985 y Enero de 1986. En

este grupo se realizd una comparacidn de técnicas.

Poblacidn sana comnuesta por 111 muestras de suero, =
correspondientes a 56 varones y 55 mujeres, cuyas eda
des estaban comorendidas entre los 7 meses y los 65

afios. Estos sueros se recogieron entre Mayo y Julio -
de 1986 y procedian de perscnas que se realizaban un

chequeo en un laboratorio privado. En este grupo se -
realizd la determinacidn de anticuerpos frente a -

C. psittaci y C. trachomatis




C.- Poblacidén natoldagica: Se estudiaron 10 sueros que pre

sentaban anticuerpos frente a L. pneumophyla, 8 con -

anticuerpos frente a HIV, 5 con anticuerpos frente a
C. burnetii y 7 que presentaban anticuerpos frente a

M. oneumoniae. En estos sueros se determinaron anti

cuerpos frente a C. psittaci , con el fin de detectar

la existencia o no de reacciones cruzadas.

IT.- SUEROS DE GANADO.-

A.- Muestra de ganado bovino, formada por 107 sueros de -
vacas procedentes de nuestro medio. Los sueros se ob-
tuvieron con la colaboracidn de personal del matadero

de Pozuelo de Alarcén ( Madrid ).

B.- Muestra de ganado ovino compuesto por 105 sueros de
corderos procedentes de la Provincia de Madrid. Las -
muestras se obtuvieron, asi mismo, gracias a la cola-
boracidén del personal del matadero de Villaviciosa de

0dén.

En ambos grupos se determind la presencia de an
ticuerpos frente a C. psittaci mediante la técnica de In

munofluorescencia Indirecta ( IFI ).



TETODOS

En la primera poblacidn sana se determind la --
presencia de anticuerpos frente a C., psittaci mediante las
reacciones de Fijacién del Complemento ( FC ) y de Inmuno
fluorescencia Indirecta (IFI )., En la FC se utilizaron --
dos antigenos distintos obtenidos, uno a partir de huevo
embrionado (Pl ) y otro de: cultive celular ( P2 ). En 1la
técnica de IFI se utilizé un nuevo antigeno, obtenido me-

diante cultivo en huevo embrionado.

La técnica de FC estd perfectamente estandarizd
da en el laboratorio de Virologia del Departamento de Mj-
crobiologia de la Universidad Complutense de Madrid don-

de: se ha realizado esta Tesinae.

La técnica de IFI estd siendo utilizada para la

determinacidén de anticuerpos frente a C. trachomatis, no

encontrando en la bibliografia revisada ningin trabajo en
el gue se emplease esta técnica para la determinacidén de -

anticuerpos frente a C. psittaci

Las pbblaciones de Aranjuez y Madrid fueron divi
didas en grupos de edad y sexo para realizar posteriormen

te un estudio comparativo de sus niveles de anticuerpos.



Las sangres del ganado bovino y ovino fueron ex
traidas en el momento del sacrificio y los suercs se con-

servaron a - 30 hasta el momento de su utilizacidn.

En las poblaciones humanes, la sangre se extrajo
en ayunas, el suero se separd por centrifugacidén y se con
servaron en las mismas condiciones que la sangre del gana

do hasta el momento de su uso.

I.- METODO SEROLOGICO.-

A continuacidn se describen las técnicas utili-

zadas para el oresente estudio.

A.- FIJACION DEL COMPLEMENTO.-

l.- Fundamento.-

Esta reaccidn se basa en la capacidad que tie--
nen ciertos anticueroos de fijar el Complemento cuando se

encuentran formando agregados con antigeno.

Para visualizar la reaccidén se utiliza la capa-
cidad del Complemento para lisar glébulos rojos ( en este
caso de carnero ) juntgCON un sistema hemolitico ( en es
te caso suero de conejo inmunizado contra los hematies de

carnero ).



Si en un suero problema hay anticuerpos especi-
ficos para el antlgeno que queremos estudiar, se uniréd al
antigeno puesto por nosotros junto al complemento, e im=-
pedirdn gue éste lise los hematies, que precipitarédn for-

mando un botédn.
Si en el suero problema no hay anticuerpos que

buscamos, el complemento quedard libre para pbtder lisar -

los hematies, que no precipitarédn, sino que se romperén.

2.~ Material.-

a) Diluyente

Se empled solucién tamponada a pH 7,4 de

veronal calcio-magnesio, Mayer Croff ( MC )

NaCl 85 g.

Acido dietilbarbitdrico 5,75 g.
MgClp 1,68 g.
Ca Cl2 0,28 g.
H20 destilada 2000 ml.

Medir el pH y conservar en nevera.

Para su empleo, debe diluirsel MC/4 sz

destilada.



b) Antigeno

Se utilizaron antigenos comerciales puri-

ficados que fueron previamente titulados.

c) Complemento

Se empled complemenio comercializado de -
cobaya. La dilucién del complemento es inestable,
y debe prepararse inmediatamente antes de su uso.

Se titula previamente,

d) Sistema hemolitico

Se compone de partes iguales de:

l.- Hematies de carnero al 4% lavados con diluyen-
te mediante centrifugacidn y dilucidén en MC (3

veces ).

2.- Hemolisima ( suero de conejo antihematies de -
carnero ). La dilucidén éptima ( ap. 1/200), =-

previa titulacidn, se hizo con MC

La mezcla se incuva a 379C, 30 minutos :

al bafo-maria



f)

g)

Suern control positivo

Mezcla de sueros humanos inmunizados.

Antigeno control no infectado

Preparado a partir de células cultivadas

no infectadas.

Instrumental

Pipeta multicanal de 12 diluidores, de

0,025 ml.

- Pipetas cuentagotas de propileno, de =

0,025 ml.

- Dispensadores multicanales para distri

buir 0,025 ml. por pocillo

- Placas de pléstico de estireno rigido,

con fondo en "U" de 96 pocillos (12 x 8)

- Espejo lector

-Pipetas automdticas de 0,1, 0,2:y.l-ml.



- Pipetas de vidrio graduadas

- Estufa a 379C

- Microagitador

- Bafio-maria a 569C y 372C

- Nevera

3.- Método

Titulaciones de los reactivos.

a) Titulacidn de Complemento y Hemolisina. Titulacidn

cruzada.

Primer dia

l.- Dilucidn inicial

NUMERD ~ MC

h UsrE NN -
[ur]
(8]

de complemento ( C ), 1/10

C

1/10

0,5
"

"

ml.
" ‘
"

n

n

VOLUMEN DIL. FINAL
1,0 ml. 1/20
1,5 1/30
2,0 " 1/40
2,5 " 1/50
3,0 " 1/60
3,5 1/70

( Sigue )



NUMERO mc C 1/10 VOLUMEN DIL. FINAL
7 3,5 ml, 0,5ml, 4,0 ml. 1/80
8 4,0 " non 4,5 " 1/90
9 4,5 " "ow 5,0 " 1/100
10 9,5 " noon 10,0 1/200

2.~ Preparacidén de la microplaca.

- 2 gotas de MC en todos los pocillos de la -

tolumna 1 a 10

- 1 gota de las diluciones de C en las colum-

nas 1 a 10, empezando por la dilucidn més -

alta ( 1/200 ). Agitar

- Dejar en nevera a 4 9C tapadas con papel hd

medo durante 18 horas.

Segundo dia

l.~- Diluciones de hemolisina,



@ ~ o (&2 B - N Lol

:2 [ T

4,9 ml. 0,1 ml.

2,0 2,0

" 1 n n
" n fn n
" " " n

" " " n

Afiadir a cada tubo

una parte igual de

tubo 1

tubo
tubo
tubo
tubo
tubo
tubo

hemolisina

~N O &N

DIL. FINAL

1/50
1/100
1/200
1/400
1/800
1/1.600
1/3.200
1/6.400

de dilucidn de hemolisina

hematies de carnero al 4%

Incubar al bafio-maria a 37 9C durante 30 minu

tos. Guardar la microplaca en estufa el mismo

tiempo

Afiadir 1 gota de cada mezcla hemolitica en las

filas empezando por 1/6.400. Agitar bién.

Incubar 30 minutos a 37 2C en estufa.

la incubacidn

Repetir

Dejar a temperatura ambiente 2 horas. Leer.



Lectura:

T{itulo de Hemolisina.- 1 Unidad: la mds alta dilu--

cidn que produce la mayor lisis a la dilucidn més -

alta de Complemento.

Titulo de Complemento.- 1 Unidad: la dilucidn que -

da 100 % de lisis a la dilucidn déptima de Hemolisi-

na,

En la préctica se trabaja con 2 U de Hemo

lisina y 2 U de Complemento.

b) Titulacidn del Antigeno.

Se usa suero positivo de referencia, que

se inactiva a 56 2C al bafio-maria durante 30 min.

Hacer diluciones del antigeno con MC:

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256

En placas Microtiter poner:



l.- 1 gota de MC en todos los pocillos

2.- ARadir suero positivo ( diluido 1/4)
a la columna 1. Hacer diluciones del
suero con los microdiluidores hasta

la columna 8.

3.-Poner en las filas las diluciones del
antigeno, empezando por la mayor ( --

- 1/256 )

4.- Afladir 1 gota de complemento a la di

lucidn dptima ( 2U )

5.- Las columnas 9, 10, 11 y 12 son para
ver posible anticomplementariedad del
antigeno. Para ello enfrentamos las
distintas diluciones de éste con 2,
ly 1/2, 1y 1/2 U de complemento. Si
el antigeno presenta anticomplemenpg
riedad a alta dilucidn debe desechar

Se.

6.- Se incuba 18 h. a 4 9C, se afiade una

gota de la mezcla hemolitica, se agi



ta, se incuba 60 min. a 37 QC en estu

fa y se lee

Titulo del Antigeno.- Es la mayor dilucidén de anti-

geno que produce la titulacidén correcta del suero -
de referencia y no presenta anticomplementariedad.

El antigeno suele usarse a 1 U ( a veces

2U )

c) Titulacidn de los sueros problema

1.- Inactivar los sueros a 56 2C al bafio-maria 30 -

min.

2.- Diluirlos al 1/8 en MC

3.- Afiadir 0,025 ml. de MC en cada pocillo ( excep

to en las columnas.1l y 9 )

4,- Poner en las columnas 1 y 9 una gota de la di-
lucidn 1/8 del suero inactivado. Hacer sucesi-
vas diluciones desde la columna 1 a 1la 8. Con

la coclumna 9 lo mismo hasta la 12.



5.- Poner 1 gota de Complemento ( a 2 U ) en toda -

la placa.
6.- Poner 1 gota de antigeno hasta la columna 8. --
Las columnas 89, 10, 11 y 12 sirven para ver la

anticomplementariedad de los sueros.

7.- Hacer control de antigeno, complemento y hema--

ties.

Control de Antigeno ( 4 pocillos )

a) 1 gota de MC en los pocillos 2, 3 y 4

b) 2 gotas de antigeno en el pocillo 1. Hacer dilu-

ciones.

c) 1 gota de complemento ( a Z U ) en los 4 pocillos

d) 1 gota de MC en los 4 pocillos ( para representar

el volumen de suero )

Control de Hematies

En 4 pocillos se ponen 3 gotas de MC



plem=ntario.

Control de Complemento: Hemdlisis en los poci--

llos 1 v 2, lo gue indica gue el complemento es
t4 correcto. En los pocillos 3 y 4, no hemdli--

sis, por estar el complemento a dilucidn mayor.

Control de Hematies: No hemdlisis en los 4 poci

llos.

Suero problema: Titulo = dltima dilucidn que --

presente un 100 % de precipitacidén ( no hemdli-

sis ).

Poder anticomplementario de los sueros.-

Los pocillos 9, 10, 11 .y 12 darén el
posible poder anticomplementario de los sueros.
Deben presentar hemdlisis a menor dilucidn que
el suero problema. Si da igual titulo, hay que

absorber con complemento y repetir la titulacidén.

£l poder anticomplementario puede deberse a
contaminacidn queimica o bacterioldgica, a un: conte-

nido anormalmente alto de delta-globulina o a la pre-



Control de Complemento ( 4 pocillos )

a) 1 gota de MC en los pocillos 2, 3 y 4

b) 2 gotas de complemento ( a 2 U ) en el primer -

pocillo. Hacer diluciones.

c) 2 gotas de MC a cada pocillo ( para representar

volumen de suero y antigeno )

B.- Agitar, dejar en nevera a 4 2C durante 18 h.

9.~ Preparar la mezcla hemolitica y afiadir 1 gota a

cada pocillo ( incluidos controles )
10.- Agitar y poner en estufa a 37 2C, 30 min. Repe-

tir la operacidn 2 veces. A las 2 horas se pue-

de hacer la lectura.

Lecturas ( Figura 8 )

Control de Antigeno: Hemdlisis en todos los po-

cillos, de lo contrario, el antigeno es anticom



sencia de inhibidores del complemento en el suero.

Para eliminar esta actividad enticomplemen-

taria se realiza el siguiente procedimiento:

~ Afiadir 0,025 ml de complemento a un tubo

de ensayo con 0,1 ml de suero.

a) Incubar al bafio-maria a 37 2c, 30 min.
o
b) Dejar a 4 2C toda la noche e incubar a

37 9C en bafo-maria 30 min.

- Hacer la dilucidén a 1/8 en MC y volver a

realizar la titulacidn.
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FIGURA 8: TITULACION DE LOS SUEROS POR LA TECNICA DE FIOA
CION DEL COMPLEMENTO.



B.- INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.-

l1.- Fundamento.-

La fluorescencia es la propiedad que tienen ---
ciertos cuerpos de autoiluminarse al absober la energia -
suministrada por una radiacidn térmica, quimica o de fotg
nes ( fotoiluminiscencia ), siendo esta UItima la que se

utiliza en el fundamento del microscopio de fluorescencia.

No todos los cuerpos tienen la propiedad de la

fluorescencia primaria o esponténed. Sin embargo, se puede

proporcionar esta caracter{stica a través de unas sustan-

cias llamadas fluorocromos, en cuyo caso se habla de fluo

rescencia conferida o secundaria.

Fueron Coons y Col, en 1942, los que, aprovechan
do esta propiedad de los fluorocromos de unirse con cier-
tas moléculas protéicas, descubrieron que los anticuerpos
pueden hacerse fluorescente con la fijacidn quimica a isg

tiocianato de fluoresceina.



Sin embargo, el marcaje de estos anticuerpos --
presentaba muchas dificultades, siendo el mismo Coons, en
1954, el que consiguid poner en marcha esta técnica por -
un procedimiento indirecto. Para ello, se basd en la pro-
piedad que tienen los anticuerpos de actuar como antige--
nos y producir anticuerpos contra ellos mismos ( anti-an-
ticuerpos ). E1 mismo autor tuvo la idea de , en lugar de
marcar el anticuerpo , marcar la inmunoglobulina-antiglo-
bulina-anticuerpo, para lo cual conjugaba la inmunoglobu-

lina con fluorocromo, el isotiocianato de fluoresceina.

asi, en un primer tiempo, se fija el anticuerpo
sobre el antigeno correspondiente, previamente preparado
en un porta; luego se eliminan todos los anticuerpo que -
el suero pueda contener no fijados y, en un segundo tiem-
po, se revela el fendmeno de la fijacidn por la adicidn -
de la antiglobulina conjugada, la cual, si hay anticuer
pos especificos, se fija sobre ellos marcéndolos y déndo-
les la propiedad de la fluorescencia, siendo en este caso
la reaccidn positiva. Si la reaccidn es negativa, la anti

globulina no encuentra soporte y se pierde.



2.~ Reactivos.-

- Chlamydia psittaci-spot IFI, ant{geno clami--
dial fijado sobre portas y obtenido a partir

de huevo embrionado

-Control de Copenhague, suero testigo positivo

humano.

- Globulina antihumana marcada con fluoresceina
obtenida por immunizacidn de cabra con suero
humano, y marcado posteriormente con el fluo-

rocromo en fria.

- Disolvente PBS ( phosphate buffered saline ).
pH 7,2.

- Contracolorante, Se usd azul de Evans el 1/100
en solucidén tamponada a pH 7,2, que sz conser
va en nevera durante varios meses. Para su u-
so inmediato hay que colcer a diluir al 1/100,

quedando, pués, una dilucidén al 1/10.000.

- Glicerina tamponada.



3.- Material,-

- Microscopio para fluorescencia en luz U.,V, ==

( x 40 ).

- Suero problema. No deben estar hemolizados vy,
si no se utilizan en el dia, se congelan a --

- 30 9C.

4." NétOdO.—

Seguimos la técnica modificada por Ambroise Thg

mas y cols. ( 1966 ).

l.~ Se coloca la suspensién de antigeno clami--
dial homogeneizado en pocillos de portas es

peciales y se deja secar en estufa a 37 2C.

2.- Se diluyen los sueros problema partiendo de

1/16 y diluciones al doble.

3.~ Sobre cada uno de los pocillos de los por-
tas con antigeno se coloca una gota de la

dilucidén de suero correspondiepte.



En placas de Petri grandes y sobre papel -
humedecido, se incuban a 37 2C durante 30 -

minutos,

Se vierte el suero sobrante y se lavan en -
cubetas pequefias durante 10 minutos en PBS,

agitando y renovando éste a mitad de tiempo

Se sacan los portas de la cubeta y se colo-
can oblicua o verticalmente para su deseca-
cidn en un dispositivo apropiado que puede

ser un listdén ranurado.

Secados los portaé, se deposita una gota‘--
del conjugado-antigammaglobulina marcada, -
previamente titulada y mezclada con el con-
tracolorante de Azul de Evans diluido al --

1/10.000.

Se hace una nueva incubacidn a 37 2C duran-

te 30 minutos en cdmara hdmeda.

Se vierte el exceso de conjugado y contraco

lorante y se hace un nuevo lavado de 10 mi-



nutos con PBS, renovando el tampdn a la mi=-

tad del tiempo.

10.- Se secan y se procede al montaje para su --
lectura, afiadiendo antes una gota de glice-
rina tamponada, sobre cada circulo, colocén
dose el cubre encima. La lectura se hace --
con el objetivo de menor aumento ( x 10 ) -
buscando la zona de mayor riqueza en corpds
culos fluorescentes. A continuacidn se pasa

a hacer la lectura con el objetivo de 40 x.

Si las células se ven sin fluorescencia y sélo
con el color rojo del contracolorante, la reaccidn es ne-
gativa., Si se aprecia dentro de ellas la presencia de pun

tos color verde manzana, la reaccidn es positiva.

El titulo de los anticuerpo nos lo da la dilu--
cidn mds alta del suero problema que presenta reaccidn o]
sitiva, Los resultados se expresan en Unidades Internacio
nales, para lo cual, en cada sesidn de trabajo comparamos
los resultados obtenidos con un suero patrdén positivo.

( Esquema III )
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IT.- METODO ESTADISTICO.-

Para el estudio de los datos recogidos en este
trabajo se han empleado los siguientes conceptos estadis-

ticos.

l,- Error "estdndar" ( Comparacidén de porcentajes ).-

Se fundamenta en el intervalo de confianza ' ---
( margen de tolerancia de la poblacidn inaccesible ) y en
la probabilidad de error ( P, probabilidad que escapa al -

margen de tolerancia ).

Dado que en este trabajo se manejan variables =
cualitativas, como la prevalencia, aplicamos a los distin
tos grupos el porcentaje hallado en la muestra y determi-
namos el error "estdndar" del porcentaje, es decir, la --
dispersidén que presentaria la serie de porcentajes que --
irfamos obteniendo ante una hipotética repeticidn del ex-

perimento en muestras imaginarias sucesivas,

Mediante esta prueba se comparan los porcenta--

jes globales, obtenidos al realizar el estudio de las di-



ferentes técnicas, asi como en la comparacidn de los por-

centajes de t{tulos bajos, medios y altos.

Por otro lado, también se empled esta prueba pa
ra determinar se las diferencias existentes entre las po-
blaciones de Aranjuez y Madrid, as{ como las observadas -
en los distintos grupos de edad de cada una de ellas, tie

nen significacidn estadistica.

Por dltimo, se ha utilizado este "test" para de
terminar si los porcentajes globales obtenidos frente a -

C. psittaci vy C. trachomatis presentan diferencias esta

disticamente significativas.

Matemdticamente, la diferencia entre estos por-

centajes seria:

d= P,-P1 A= % de la poblacidén A ( Aranjuez )
Po= % de la poblacidn B ( Madrid )

Siendo Py y Pjp:

P1= - r1 ri= total de positivos totales de
la poblacidén A

ni= n? total de sueros de la pobla
cidén A



- T -
pz- 2 rz-

02—

total de positivos totales de la
poblacidén A

n? total de sueros de la poblacidn B

La diferencia (d) determinard si hay significa=

cidn estadistica entre los porcentajes:

- 51 d 2Sdp

- 5i d 265dp

hay diferencias significativas entre
las poblaciones A y B, con un riesgo

de 5% de que exista una fluctua---
cién fortuita ( pe¢ 0,05 )

hay diferencias significativas con
riesgo menor de 1% de que exista -
una fluctuacidn fortuita (p<0,01)

Sdp= Error "estédndar"= P (1-P) (1/nmy 1/n2)

p=T) T,

nl n2
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2.- Criterio del X °.-

Para ver si dos muestras son homogeneas, o si -

hay diferencia significutiva entre ellas se puede utilizar

el criterio de mediante la siguiente tabla y fdérmula:
POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL

MUESTRA 1 a b athb

MUESTRA 2 c d ct+td

TOTAL altc b+d aibictd

1(L= (a x d - ¢ x b)2 X (é+b+c+d)
(atb) ( ctd) ( atc) (bid)

Si el resultado es mayor que el dato de las ta-



blas para una p determinada, existe diferencia significa-

tiva y no se debe al azar.

Si el resultado es menor gue el dato de las ta-
blas para una p determinada, la diferencia no es sig

nificativa y puede deberse al azar

Mediante esta prueba estadistica se compararon
las prevalencias de anticuerpos de ambas poblaciones en -

relacidn con la edad y el sexo.

En ambas pruebas estadidticas se toma un nivel

de significacidn de p¢ 0,05



RESULTADOS




RESULTADOS
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Se han separado los resultados obtenidos en cua

tro grupos segun el titulo de anticuerpos:

A. En fijacién del complemento ( FC ).

negativos ( Neg. ): ausencia de anticuerpos
o diluciones menores de 1/8.

t{tulos bajos ( TB ): diluciones 1/8 - 1/16.
titulos medios ( TM ): diluciones 1/32 - 1/64.

[}

t{tulos altos ( TA ): diluciones mayores de

1/64.

B. En inmunofluorescencia ( IFI ).
- negativos ( Neg ): ausencia de anticuerpos o
diluciones menores de 1/16.
- tftulos bajos ( TB ): diluciones 1/16 - 1/32.
t{tulos medios ( TM ): diluciones iguales a
1/64.
t{tulos altos ( TA ): diluciones mayores de

1/64,

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

CUTEEIE S e et



I. Comparacidn de técnicas,-

El porcentaje de anticuernos detectado mediante
la técnica de FC fué del 47,97% para el antigéno P1 ( hue
vo embrionado ) y del 41,21% para el antigeno P2 ( culti-
vo celular ). La técnica de Inmunofluorescencia determing
un porcentaje de seropositividad del 45,94%. Los resulta-
dos globales obtenidos por estas técnicas se recogen en -
la Tabla VII y en la Grédfica 1, donde puede apreciarse -
que no existen diferencias significativas estadisticamen-

te en dichos resultados.

La comparacién de los titulos bajos, medios y -
altos obtenidos por cada uno de los antigenos se recogen

en la Tabla VIII y en las Graficas 2, 3 y 4.

Es de sefialar que en los titulos bajos se obser
van diferencias estadisticamente significativas ( p<¢ 0,05)
entre el antigeno Pl y el P2, asi como entre los antigenos

Pl y de IFI.

En los titulos medios también se observaron di-
ferencias entre P1 y P2 ( p¢ 0,01 ) yv entre estos dos an-
tigenos y el de IFI ( p< 0,01 ).



El estudio estadistico realizado para comparar
los porcentajes de titulos altos detectados por cada anti
geno pone de manifiesto la existencia de diferencias esta
disticamente significativas entre los tres, Pl, P2 e IFI

( p¢0,01 ).

Se determind la sensibilidad del antigeno de --
IFI frente a los antigenos de FC, obteniéndose un indice
de 0,764 con respecto a Pl y de 0,89 con respecto a P2. -

Estos resultados se recogen en la Tabla IX.



NEGATIVOS pPNSITIVOS

ne % ne %
P1 77/148 52,02 71/148 47,97
P2 87/148 58,78 61/148 41,21
IFI 80/148 54,05 68/148 45,95

TABLA VII: RESULTADOS GLOBALES OBTENIDOS POR

LOS TRES ANTIGENOS.
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POSITIVOS TITULOS TITULOS TITULDS
TOTALES BAJOS MEDIOS ALTOS
N2 3 NE i3 N2 i
P1 71/148 43/71 60,5 27/71 38,0 1/71 1,4
P2 61/148 48/61 78,7 13/61 21,3 O 0
IFI 68/148 so/68 73,5 8/68 11,8 10/68 14,7

TABLA VIII: PORCENTAJE DE ANTICUERPOS OBTENIDOS CON CADA

UNO DE LOS TRES ANTIGENDS.
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FC ™ FC* FC~ FC ~

IFI* IFI- IFT* IFI - Ve vn IS
P1 55 17 7 59 72 66 0,764
P2 51 6 12 66 57 78 0,895

TABLA IX: SENSIBILIDAD DEL ANTIGENO DE IFI CON RESPECTO A
LOS DOS ANTIGENDOS DE FC.




II. Estudio de C. psittaci en dos poblaciones.-

El porcentaje de individuos con anticuerpos fren
te a C. psittaci en la poblacidn de Aranjuez fué de 45,97%
y en la muestra de Madrid capital resultd ser de 44,15%.
Los datos globales de ambas poblaciones se recogen en las
Tablas X y XI y en la Gr&fica 5, donde puede apreciarse =-
que no existen diferencias estad{sticamente significativas

entre ambas poblaciones.

En las Tablas XII y XIII y en las Gréficas 6,7
y B se recogen los datos obtenidos al agrupar ambas pobla

ciones por edades.

Al realizar el estudio estadistico en cada uno
de los grupos de edad se observa que en ambas poblaciones
existen diferencias significativas entre el grupo de més
de 50 afios y cada uno de los grupos de edad restantes ---

( p¢0,01 ).

En las Tablas XIV y XV y Gr4ficas 9 y 10 se re-

cogen los resultados agrupadsos por sexaos.



En Madrid cspnital, la prevalencia de anticuer--
pos observada en varones es de 42,85% y en mujeres de --
45,45%, no habiendo diferencias estadisticamente signifi-

cativas.

En la muestra recogida en Aranjuez la prevalen-
cia de anticuerpos en mujeres es del 40%, siendo en varo-
nes de un 52,05%. Las diferencias detectadas tenian signi

ficacidén estadistica ( p< 0,01 ).

Al realizar un estudio comparativo entre ambas poblacio--
nes se aprecian diferencias estadisticamente significati-
vas entre los varones de Aranjuez y Madrid capital (p(0,01)
no existiendo estas diferencias en las mujeres, para las

que ambas muestras resultarcon ser muy similares.



TITULOS NUMERO PORCENTAJE
POSITIVOS 68/148 45,94
TOTALES

POSITIVOS 50/148 33,78
BAJOS

POSITIVOS 8/148 5,40
MEDIOS

POSITIVOS 10/148 6,75
ALTOS

TABLA X: RESULTADOS GLOBALES DE LA POBLACION DE ARANJUEZ




TITULOS NUMERO PORCENTAJES

POSITIVOS 49/111 44,14
TOTALES

POSITIVOS 30/111 27,02
BAJOS

POSITIVOS 12/111 10,8
MEDIOS

POSITIVOS 7/111 6,3
ALTOS

TABLA XI: RESULTADOS GLOBALES DE LA POBLACION DE MADRID -
CAPITAL.
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POSITIVQAS POSITIVOS POSITIVOS

BAJOS MEDIOS ALTOS
TOTAL

0-10 3/20 15 2/20 10 0 0 20
11-20 7/25 28 3/25 12 2/25 8 25
21-30 7/22 31,8 3/22 13,6 2/22 9 22
31-40 5/22 22,7 1/22 4,5 1/22 4,5 22
41-50 2/9 22,2 2/9 22,2 1] 0 9

50 6/13 46,1 1/13 7,6 2/13 15,3 13
TOTAL 30/111 12/111 7/111 111

TABLA XII: RESULTADOS GLOBALES DE LA POBLACION DE MADRID
CAPITAL AGRUPADOS POR EDADES.




POSITIVOS POSITIVOS POSITIVOS
BAJOS MEDIOS ALTOS TOTAL

N2 & Ne & ne 2
0 -10 4/20 20 0 - 0 - 20
11-20 9/27 33,3 2/27 7,4 2/27 1,4 27
21-30 13/33 39,4 2/33 6,0 2/33 6,0 33
31-40 9/33 27,3 1/33 3,0 2/33 6,0 33
41-50 0 -- 2/10 20 2/10 20 10
50 15/25 60 1/25 4,0 2/25 8,0 25
TOTAL 50/148 8/148 10/148 148

TABLA XIII:

AGRUPADOS POR EDADES.

RESULTADOS GLOBALES DE LA POBLACION DE ARANJUEZ
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TITULDS VARONES MUJERES

Ne 3 Ne 2
POSITIVOS 29/173 39,7 21/75 28
BAJOS
POSITIVOS 3/73 4.1 5/75 6,6
MEDIOS
POSITIVOS 6/73 8,2 4/75 5,3
ALTDS :
POSITIVOS 38/73 52,05 30/75 40
TOTALES

TABLA XIV: RESULTADOS DE LA POBLACION DE ARANJUEZ

AGRUPADOS POR SEXO.




AGRUPADOS POR SEXO0S.

TITULOS VARONES MUJERES

N2 & nNe &
POSITIVOS 18/56 32,14 12/55 21,81
BAJOS
POSITIVOS 4/56 7,14 8/55 14,54
MEDIOS
POSITIVOS 2/56 3,57 5/55 9,1
ALTOS
POSITIVOS 24/56 42,85 25/55 45,45
TOTALES
TABLA XV: RESULTADOS DE LA POBLACION DE MADRID CAPITAL
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III. Estudio de C. psittaci y C, trachomatis en una pobld

ciédn ( Madrid capital ).-

En las Tablas XVI y XVII y en la Grafica 11 se
recogen los resultados globales obtenidos al estudiar 1la
prevalencia de anticuerpos frente a C. psittaci y C. tra-

chomatis en la poblacidén de Madrid capital.

El porcentaje de individuos con anticuerpos ---
frente a C. psittaci en la muestra de Madpid capital es -
de 44,14%; para C. trachomatis se obtuvo un porcentaje de
seropositividad de 34,2%, siendo la diferencia entre am--

bas estadf{sticamente significativa ( p< 0,01 )

La comparacidn de titulos medios y altos frente
a ambas especies de Chlamydia presenta diferencias con --

significacidn estadistica.( p¢ 0,01 )

En las tablas XVIII, XIX y XX y en las Gréficas
12, 13 y 14 se recogen los resultados al agrupar a la po-

blacién por edades.

El estudio comparativo de anticuerpos frente a

C. psittaci y C., trachomatis en la muestra de Madrid ---




agrusada por edades evidencia diferencias estadisticamente
sicnificativas ( p¢ 0,01 ) entre varios grupos de edad --

( 3:-40, 41-50 y mayores de S0 afos ).

En la Tabla XXI se recogen los resultados obte-
nidzcs 2] conirastar la prevalencia de anticuerpos frente

a C. csittaci vy C. trachomatis.

Se observa en este estudio que un 21,62% de per
sonzs e-an serocositivas a ambas especies de Chlamydia y

un 1Z,31% lo fueron frente a C. trachomatis, pero no fren

t2 & C. osittaci.

Tanbién se determind que el 22,52% de los indi-
viducs eran serodositivos frente a C. psittaci y seronega

T-snte a C. trachomatis; un 43,24% eran seronegati-

of
I a4
<
(@]
)

vcs Trente a ambas especies,

En la Tabla XXII y Gréfica 15 se recogen los ob
ZzniZss 2n el estudio de la poblacidn de Madrid frente a

Ce. tTr-zcrhomatis,

El 28,37% de los varones eran seropositivos a -

-~ -
- -

zcromatis v el 40% de las mujeres lo eran para la -

mismz escecie, existiende entre ellos diferencias estadis
zicearznie significativas .



TITULO NUMERO PORCENTAJE

NEGATIVOS 62/111 55,85
POSITIVODS 30/111 21,92
BAJOS

POSITIVOS 12/111 10,8

MEDIOS

POSITIVOS 7/111 63,3

ALTDS

POSITIVOS 49/111 44,14
TOTALES

TABLA XVI: RESULTADOS GLOBALES OBTENIDOS EN LA POBLACION
DE MADRID CAPITAL FRENTE A C. psittaci




TITULD NUMERD PORCENTAJE

NEGATIVOS 73/111 65,76
POSITIVOS 37/111 33,33
BAJ1OS

POSITIVOS 1/111 0,90
MEDIOS

POSITIVOS 0 0
ALTOS

POSITIVOS 38/111 34,23
TOTALES

TABLA XVII: RESULTADOS GLOBALES DE ANTICUERPOS OBTENIDOS
EN LA POBLACION DE MADRID CAPITAL FRENTE A -

C. trachomatis
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X .

£DAn POSITIVOS PORCENTAJE

- Py

0-10 5/20 25
11-20 12/25 48
21-30 12/22 54,54
31-40 | 17/22 31,81
41<50 4/9 44,4

50 9/3 69,23
TOTAL 49/111 44,14

TABLA XVIII: PREVALENCIAS DE ANTICUERPOS EN LA POBLACION

DE MADRID CAPITAL FRENTE A C. psittaci AGRU
PADAS POR EDADES.
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EDAD POSITIVOS PORCENTAJE

0-10 4/20 20
11-20 10/25 40
21-30 7/22 31,8
31/40 11/22 | 50
41/50 4/9 44,4

50 2/13 15,38
TOTAL 38/111 34,23

TABLA XIX: PREVALENCIAS DE ANTICUERPOS FRENTE A C. tracho
matis EN LA POBLACION DE MADRID CAPITAL AGRU-
PADOS POR EDADES.



°S30vd3l Y¥0d vavd

-NY9Y OIHQYW N3 STjewoqoeJy °J ¥ 3ILN3IYY SOMHINITLNY 30 S3CYLINIJYOD €T VIIJvH3d

-

aval 09 0s oy 0¢ 0z 0T 0

4 D\@v




PORCENTAJE

NEGATIVOS PESITIVOS
EDAD C. ps. C. tr. C. ps. C. tr. C. pbs. C.tr.
0-10 15/20 16/20 5/20 4/20 25 20
11-20 13/25 15/25 12/25 10/25 48 40
21-30 10/22 15/22 12/22 7/22 54,5 31,8
31-40 15/22 11/22 17/22 11/22 31,8 50
41-50 5/9 5/9 4/9 4/9 44,4 44,4
50 4/13 11/13 9/13 2/13 69,2 15,3
TOTAL 62/111 73/111 49/111  38/111 44,14 34,2

TABLA XX: COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS FRENTE A AMBAS

ESPECIES EN LA POBLACION DE MADRID CAPITAL AGRUPADOS

POR EDADES
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ptT- poT* peTt peT-

NUMERO 25/111 24/111 14/111 48/111

PORCENTAJE 22,52 21,62 12,51 43,24

TABLA XXI: RELACION DE RESULTADOS AGRUPADOS POR PRESENCIA (+)
Y/D AUSENCIA (~) DE ANTICUERPOS FRENTE A C. psittaci
(P) Y C. trachomatis (T).




VARONES MUJERES

TITULD Ne % nNe %
POSITIVOS 16/56 28,5 21/55 38,18
BAJODS

POSITIVOS 0 0 1/55 1,8
MEDIOS

POSITIVOS 0 0 0 0
ALTOS

TOTALES 16/56 28,5 22/55 40

TABLA XXII: PORCENTAJE DE ANTICUERPOS FRENTE A C. tracho-
matis EN LA POBLACION DE MADRID CAPITAL AGRU

PADOS POR SEXO.
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IV, Estudio de C. psittaci con respecto a otros microorga

Nismos.-

Se estudiaron 10 sueros que presentaban titulos

altos de anticuerpos frente a L. pneumophyla, 8 con titu-

los altos frente a HIV, 5 frente a C. burnetii y 7 frente

a M. pneumoniae. A estos sueros se les determind el por--

centaje de anticuerpos frente a C. psittaci, existiendo -
diferencias estadisticamente significativas con respecto

a los sueros de L., pneumophyla. Estos resultados se reco-

gen en la Tabla XXIII y en la Gr&fica 16.

V. Estudio en el ganaco.-

De las 200 muestras estudiadas de ganado bovino
y ovino para determinar la prevalencia de anticuerpos ---
frente a C. psittaci, ninguno de los sueros presentd serg

positividad frente a esta especie.



MICROORGANISMO NEGATIVOS POSITIVOS

HIV 8 0
M. pneumoniae 7 0
C. burnetii 5 0
L. pneumophyla 6 4

TABLA XXIII: PREVALENCIA DE ANTICUERPQOS FRENTE A C. psittaci

EN RELACION CON OTROS MICROORGANISMOS.
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DISCUSION

I. Comparacidn de técnicas

R la vista de los resultados obtenidos se obser
va que la tasa global de anticuerpos frente a C. psittaci,
detectados mediante los dos antigenos de FC ( obtenidos,
uno de huevo embrionado y otro de cultivo celular ) y el
antigeno de IFI ( procedente de cultivo en huevo embriona
do ) son muy similares, no existiendo diferencia estadis-

ticamente significativa.

Al considerar sdlo los titulos positivos que --
capta cada uno de los antigenos y separarlos en titulos -
bajos, medios y altos, pueden observarse las diferencias

existentes entre ellos.

Con el antigeno procedente de cultive celular -
( P2 ) el porcentaje correspondiente a los titulos bajos
es mayor que con el antigeno ohtenido en cultivo de embridn
de pollo ( Pl ), no existiendo diferencias estadisticamen
te significativas. El1 antfgeno de IFI también determiné

un porcentaje similar al que se obtiene con el P2,

La tasa de titulos medios es mucho mayor cuando



la deteccién de anticuerpos frente a C. psittaci se reali
za con el antfgeno de fijacidén de complemento obtenido de
embridén de pollo ( Pl ), existiendo una diferencia nota-

ble con 1o detectado con los otros dos antigenos.

Es de sefialar que el antigeno que detecta menos
titulos medios es el empleado en la técnica de IFI y sin
embargo detecta titulos altos que no son captados por los

antigenos de FC.

De los 10 titulos altos detectados por IFI, dos
fueron seropositivos a una dilucién de 1/1.024, Uno de --
ellos presentaba por FC seropositividad a 1/128. Los dos
sueros con titulo de 1/1.024 correspondian a varones de -

31 vy 34 afios de edad.

A la vista de los resultados anteriores, puede
deducirse que la IFI es méds sensible para captar titulos

altos que la FC.

Con respecto a las técnicas utilizadas, los da-
tos obtenidos coinciden con los de otros autores ( Wang,
Schachter y Orfila ) que consideran que la FC capta anti-
cuerpos frente a antigenos de género o grupo, mientras --
gue la IFI detecta también anticuerpos especificos que no

se ponen de manifiesto con la técnica de FC.



Esto podria explicar el hecho de que, al consi-
derar sélo los titulos positivos, corresponde a la FC 1la
mayor proporcidn de titulos bajos por detectar sdlo los -
anticuerpos de género, mientras que la IFI capta més titu
los altos debido a que detecta ademés la presencia de an-—

ticuerpos especificos.

Al comparar los t{tulos obtenidos en cada indivi
duo mediante los tres antfgenos, se aprecia un mayor nime
ro de discordancias entre los resultados observados para
el antigeno Pl de FC y el antigeno de IFI. Estas diferen-
cias son menores cuando se comparan los antigenos de IFI

\J P2 de FC.

También existe discordancia entre los datos ob-
tenidos con los antigenos Pl y P2 de FC. Asi, en 6 de los
casos se observa que el titulo de anticuerpos obtenido con
el Pl es de 1/8 mientras que presentan un tftulo de 1/32

cuando se utiliza el P2,

En la bibliografia revisada no hemos encontrado
ningdn trabajo que utilice la técnica d'e IFI para la deter
minacidén clinica de infecciones por C. psittaci, sin em-
bargo dicha técnica si se emplea para la determinacidn de

anticuerpos frente a C. trachomatis ( Freeman, 1986, Orfi

la, 1986 ).



Por 1o tanto, a la vista de los resultados, pode--
mos concluir que la IFI, al ser mucho mds sensible para -
la deteccién de titulos altos, deberia utilizarse mucho -
méds como técnica de laboratorio para determinar enfermeda
des producidas por C. psittaci.

Ademés, dicha técnica presenta una serie de venta-
jas: |

- Permite detectar antigenos mientras estén toda-

via en la célula, necesitdndose pocas células.,

- Identificacidén especifica en pocas horas.

- Tras la fijacidén las muestras son estables y pue

den enviarse sin limitacidn de tiempo.

- Se pueden visualizar antigenos solubles, protei-

nas, y el lugar donde estédn localizados.

Algunos autores ( Ausina, Berenguer, 1985 ) com
sideran titulo alto indicativo de infeccidn activa una di
lucidén mayor o igual a 1/32 por FC, mientras que otros --
( Schachter, 1978 ) consideran que corresponden a una di-
lucidén mayor o igual a 1/64. Esto se basa en la tasa de -
anticuerpos que presenta 1la poblacién,sana, correspondien

do cada uno de ellos a zonas geofrdficas distintas.

La relacidn en este trabajo de titulos altos --
( mayores de 1/64 ) de IFI a FC es de 10 a 1. 5i el titu-
lo alto se considera como indicativo de posible infeccidn

activa, serfa precisc hacer una revisidn sobre qué titulo



de anticuerpos deberia ser considerado como alto para ca-

da técnica.

Para ello, serfa preciso hacer un estudio epide
mioldgico de la incidencia de la psitacosis en nuestro me
dio, y hacer una equivalencia entre porcentaje de infecs-
ciones activas ( individuos que padecen la enfermedad ) y
porcentaje de titulos altos detectado por IFI y FC; la di
lucidén a partir de la cualcoincide el porcentaje con la -
incidencia, nos indicard que dilucidn se considera titulo

alto.

ITI., Estudio de las poblaciones de Madrid v Aran

juez

El porcentaje de anticuerpos obtenido en la po-
blacién de Aranjuez frente a C. psittaci es de un 45,95 %
y en la muestra de Madrid capital es de 44,14 %, no exis-
tiendo diferencia estad{sticamente significativa entre am

bas poblaciones.

Se pueden comparar estos resultados con los ob-
tenidos por Ausina y cols. en 1985, en la poblacidn urbar
na de Barcelona. En este estudio se utiliza la técnica de
FC y la tasa de sueros positivos fue del 8,4 %. Estos re-
sultados estarian dentro del intervalo que preconiza Gar-

cia-Casasola ( 1986 ) de& 0,3 al 18,5 % de individuos po-



sitivos en la poblacién sana.

En el presente trabajo, para determinar el pore
centaje de anticuerpos frente a C. psittaci se emplean las
técnicas de IFI y FC en la poblacién de Aranjuez, y la --
IFI en la muestra de Madrid capital, obteniéndose una ta-
sa de individuos seropositivos muy similar en ambas pobla
ciones cuya media es de 45,17 %; sin embargo, los datos =~
observados en ambas poblaciones distan mucho de los resul
tados publicados por Ausina que sefiala una prevalencia de

By4 %

Si bien en la bibliografia revisada no se han -
encontrado, excepto en los de Ausina, estudios realizados
sobre la prevalencia de anticuerpos en poblacidén sana, --
creemos que la prevalencia de anticuerpos es mucho mas all

ta en poblacidn sana de lo que se penstd en un principio.

Asi mismo, se ba observado gue el 3,9 % de las
neumonias de adquisicidn extrahospitalaria son producidas
por C. psittaci cuando en 1978 Schachter comunicd la ci-

fra de 1,2 % de neumonias producidas por esta bacteria.

Segin Berenguer ( 1985 ), la psitacosis es un -
problema més frecuente de lo esperado en nuestro medio, Yy
se debe tener en cuenta en el diagndstico diferencial de

neumonias, sindromes febriles febriles, pericarditis, mig



carditis, etc., y diversos procesos de etiologia oscura,

El porcentaje de individuos con anticuerpos ---
frente a C. psittaci en poblacidn sana en este trabajo es
muy superior al esperado, aunque también las infecciones
por esta bacteria som mds frecuentes en nuestro medio que
en otros paises como Inglaterra y Estados Unidos, donde -
estd reglamentado el control sanitario de pajaros y de o-
tras aves importadas, es ldgico pensar que la prevalencia
de anticuerpos en poblacidn no patoldgica sea superior a

la esperada.

Ademds se estédn barajando otras posibilidades -
de infeccidn por C. psittaci de origen no aviar. La infec
cién por C. psittaci de origen bovino y ovino es conocida
desde hace mucho tiempo, y aunque las cepas de esta proce
dencia estdn consideradas como de baja actividad para el
hombre, se han descrito infecciones humanas de este origen
( MacFarlane, 1983 ) incluyendo meningitis, endocarditis,
conjuntivitis,... Por otro lado, estd demostrada la posi-
bilidad de transmisidén interhumana y, aunque su inciden-
cia se desconoce, parece que esta forma de contagio esta

muy extendids,

Todo esto unido a que la psitacosis puede cur--
sar como un simple resfriado llevaria a explicar el por--
centaje de individuos seropositivos a C. psittaci en este

trabajo.



En ambas poblaciones, Madrid y Aranjuez,cuando
se realiza el estudio por edades podemos aobservar que se
produce un aumento en la tasa de anticuerpos hasta alcan-
zar la edad de 30-40 afios, donde existe un descenso consi
derable, siendo en esta edad el porcentaje de 36,36 %. A
partir de los 41 afios se aprecia un nuevo ascensoc presen-
tando el mayor porcentaje en los individuos mayores de 50

afios.

En la bibliografia revisada no hemos encontrado
ningdn estudio similar aungue se ha observado quelos indi
viduos que presentaban mayor ndmero de infecciones por --

C. psittaci tenian una edad media de 50 afios.

En el estudio estadistico realizado para ver la
correlacidén entre el porcentaje de individuos seropositi-
vos y la edad, se comprobd, que si bien esta aumenta con
la edad, no existe una relacidn directa ( r = 0,8 NS ).
No se encontrd ninguna razdn l8gica para explicar el des-
censo que se produce entre los 30 y 40 afios, es posible -

gue estudios posteriores puedan aclararlo.

En la poblacidén de Madrid capital se ha observa

do gque el porcentaje de anticuerpos frente a C. psittaci



presentes en varones y mujeres es muy similar no existien
do entre ellos diferehcias estadisticamente significativas
Esto coincide con otros autores que han visto que la psi-

tacosis afecta tanto a varones como a mujeres.,

Por el contrario, en la poblacién de Aranjuez -
el porcentaje de varones que presentan anticuerpos frente
a C. psittaci es mayor ( 52,05 ) que en mujeres , cuyo ==
porcentaje es del 40 %. Se puede apuntar que el mayor por
centaje de anticuerpos presente en los varones de Aranjuez
se debe a la existencia en las proximidades de algunas ==
granjas avicolas; esto junto con el hecho de que los varo
nes gue presentan una mayor prevalencia de anticuerpos cgo
rresponden a edades comprendidas entre los 30 y 40 afos,

edad laborzl, podria explicar este mayor porcentaje.

La comparacidn entre mujeres de ambas poblacio-
nes no muestra diferencias estadisticamente significati -
vas, mientras que entre los varones si se pone de mani -~

fiesto esta diferencia.

II11. Comparatfdn entre C. psittaci y C. tracho-

matis

En la poblacidn de Madrid capital se llevd a -

cabo la determinacidn de anticuerpos frente a C. psittaci



y C. trachomatis presentando unos porcentajes de 44,14 %

y de 34,23 % respectivamente.

Al realizar el estudio agrupados por edades se
puede observar que la prevalencia de anticuerpos frente a

C, trachomatis presentaba un aumento considerable en aque

llas edades en que la prevalencia de anticuerpos frente a
C. psittaci disminuye. Este aumento de anticuerpos frente

a C. trachomatis coincide con edades en que la actividad

sexual es mayor ( 20-40 afos ), produciendose un descenso

progresivo a partir de los 40 afios.

Al diferenciar la poblacién en varones y mujeres
se observa que el 40% de las mujeres eran seropositivas a

C. trachomatis vy sdlo el 28,5% de los varones presentaba

anticuerpos frente a dicha especie, siendo dicha diferen-

cia estadisticamente significativa.

En IFI se considera que t{itulos mayores o igua-
les a 1/16 en varones corresponderfia a clamidiosis inicial
y titulos mayores o iguales a 1/64 serfan indicativos de
ella en mujeres. Si esto es asi, todaos los varones que --

son seropositivos a C. trachomatis ( 28,5% ) estarfan en

este caso, pues sus tfitulos son, o bién de 1/16, o bién =
de 1/32. Por el contrario, sdélo una mujer presentd un ti-

tulo alto ( 1/64 ) a C. trachomatis.




Sin embarago, al comparar los resultados obteni-
dos en la deteccidn de anticuerpos frente a C. trachoma--
tis y C. psittaci, observamos que el 22,52% de los indi-
viduos s8lo son seropositives a C. psittaci, y el 12,51%

lo son a C. trachomatis. Por otra parte, el 21,62% son po

sitivos a C. psittaci y C. trachomatis, lo que nos llev§

a considerar el caso de las reacciones cruzadas.

L. trachomatis vy C. psittaci presentan un an-

tigeno comin de género que es termoestable y no permite -
diferenciar ambas especies. Los antigenos utilizados para

la determinacidn de C. psittaci y C. trachomatis son de

grupo y especie, por lo tanto, mediante la técnica de IFI
se van a detectar anticuerpos frente a antigenos de grupo

y antigenos de especie.

Considerando esto Ultimo, actualmente no es po-
sible distinguir,en los sueros gue dan reacciones positi-
vas con los dos antigenos, las gue son reacciones cruzadas

de las que son rezlmente positivas para ambas especies.

La explicacidn para los sueros que son positi--

vos frente a una sola especie puede ser diversa:
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Durante el proceso de fijacidn del antigeno
al porta, pueden haberse inactivado los an-
tigenos de grupo en algunos pocillos, reac-
cionando Unicamente los antigenos de espe--
cie, de modo que sdlo se detectardn los an=-

ticuerpos frente a estos Ultimos.

La relacidn Anticuerpos de grupo/Anticuer--
pos de especie es pequefia, y la cantidad de
anticuerpos de grupo es insuficiente para -
dar reaccidn positiva frente a una de las =
especies, siendolo para la otra esnecie. Es
to seria anlicable para los titulos bajos,

pero no para los tituios altos, porgque es =
de suponer que en estos casos si habrian su

ficientes anticuernos de grupo.

En estos sueros no hay anticuerpos frente a
antigenos de grupo, lo cual puede deberse a

dos causas:

a. Los anticueroos frente a antigeno de es-
pecie son més perdurables que los anti--

cuernos frente a los antigenos de grupo,



Esto podria deberse a la existencia de reaccio-
nes cruzadas, pues los t{tulos de anticuerpos observados
frente a C. psittaci fueron de 1/16 y, ademds, estos sue
ros procedian de individuos que no presentaban diagndsti-—

co de certeza de psitacosis.,

V. Estudio en el ganado.

La infeccidn por C. psittaci de origen bovino y
ovino es conocida desde hace muchos afios y, aunque las ce
pas de esta procedencia estén consideradas como de baja -
infectividad para el hombre, se pensd que dichos animales
podfian constituir una via de transmisidn de la psitacosis
para las personas empleadas en mataderos. Sin embargo, al
determinar la tasa de anticuerpos frente a C. psittaci en
corderos y vacas se observd que, tanto unos como otros --

eran negativos.

Se esperaba aque alguno de los sueros fuera po-
sitivo frente a C. psittaci, pues en nuestro lsboratorio
se han determinado anticuerpos en animales frente a otros
microorganismos como C. burnetii, obteniendose una eleva-
da tasa de seropositividad. Es posible que la extension -
de la muestra fuera insuficiente, por lo que el estudio -
deberia continuarse aumentando ésta o bién, recogiendo --

sangre de animales de distinta procedencia.



habiendose extraido estos sueros una vez

pasada la infeccidn.

b. Se sabe gque los anticuerpos frente a an-
tigenos de especie anarecen antes que --
los anticuerpos frente a antigenos de --
grupo, por lo gue es posible que los sue
ros hayan sido extraidos en esta fase y

seria indicativo de infeccidn activa.

Para aclarar estas hipdtesis es precisoc hacer -
determinaciones de anticuerpos frente a antigenos de gé-
nero y frente a antigenos de especie. Actualmente no exis
ten antigenos especificos de especie comercializados para
realizar estos andlisis, por lo que estos estudios debe--

rdn llevarse a cabo en un futuro préximq,

IV, Estudio de C. psittaci con respecto a otros

microorganismos

En los sueros que presentaban titulos altos de

anticuerpos frente a M. pneumoniae, L. pneumophyla, C. bur

netii y HIV, sdlo se detectaron positividades a C. psitta
€i en aquellos que presentaban anticuerpos frente a -———

L. pneumophvyla.
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CONCLUSIONES

l.- E1 antigeno de FC, obtenido a partir de huevo embrio-

nado ( P1 ), capta mayor nidmero de titulos bajos.
2.~ E1 antfgeno de IFI capta mayor numero de t{tulos altos.

3.- La técnica de Fijacidn del Complemento sélo detecta an

ticuerpos frente a antigenos de género.

4,- La técnica de Inmunofluorescencia Indirecta capta adé

méds anticuerpos frente a antfgenos de especie,
S.- La técnica de IFI es mucho méds sensible que la FC.

6.- E1 mayor indice de sensibilidad del antigeno de Inmu-
nofluorescencia se obtiene respecto al antigeno de FC

obtenido de cultivo celular.

7.- E1 porcentaje de individuocs con anticuerpos frente a
C. psittaci en las poblaciones estudiadas ( Aranjuez
y Madrid ), es de 45,17% .

8.- La prevalencia de anticuerpos frente a C. psittaci es

muy similar en varones y mujeres.



9.,- E1 porcentaje de anticuerpos frente a C. psittaci no

estd en relacidn directa con la edad.

10,- La prevalencia de anticuerpos frente a C. trachomatis

en Madrid capital es de 34,23% .

l1l.- E1 mayor porcentaje de anticuerpos frente a C. tra -

chomatis se observa en mujeres.

12.- Se producen reacciones cruzadas entre C. psittaci vy

C. trachomatis.

13.- En el ganado no se detectd anticuerpos frente a C.psi-

ttaCi .

l14,- C. psittaci sdlo presentd reacciones cruzadas con --

L. pneumophyla
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