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I. INTROniirCION.

A finales del siglo XIX ya se intuía la relación entre una enfermedad de pájaros exóticos, fun-
damentalmente loros, y neumonías en humanos que habían tenido contacto con tales aves. El papel que
jugaban los microorganismos en la enfermedad, tanto en aves como en humanos, que en un principio
fueron considerados virus, lo establecieron en 1930, Bedson, Western y Simpson.

Hace ya bastantes años que se sabe que el agente etiológico es Chlamydia psittaci, microor-
ganismo que tiene una muy amplia distribución zoológica -se ha aislado de mamíferos, de más de 130
especies de aves, tanto domésticas como silvestres, de anfibios, y parece que hasta de peces y molus-
cos-, como geográfica -puede decirse que no hay lugar del mundo libre de esta bacteria y de sus activi-
dades-, estando asociado a una gran diversidad de procesos patológicos.

Al objeto de caUbrar en su justa medida la importancia de esta enfermedad, es necesario estu-
diar los datos referidos a prevalencia de la misma en diferentes países, y dado que se trata de una zoo-
nosis, es igualmente importante detectar el nivel de infección entre las aves portadoras para establecer
la relación entre el mismo y la presentación en la especie humana. La prevalencia exacta de la psítaco-
sáos-ornitosis no se conoce. Los casos relacionados con aves de jaula, su comercio, así como con la in-
dustria avícola, están bien documentados, pero en otros muchos el origen no es tan evidente, y no po-
demos excluir la posibilidad de inhalar aerosoles formados por pájaros de nuestras ciudades.

La evidencia conchryente de la prevalencia de este proceso, debe obtenerse por aislamiento de
C. psittaci y mediante serología específica.

Es bien sabido que varias especies de aves pueden transmitir la infección al hombre, por lo que
este es otro punto a investigar, ya que el estudio de la epidemiología de la infección clamidial, inclu-
yendo el conocimiento e importancia de estas fuentes de infección para la especie humana, es funda-
mental para instaurar eficaces medidas de control, de hecho, el interés despertado en Gran Bretaña a
principios de los '80, se debió al diagnóstico de un proceso clamidial adquirido en un matadero de pa-
tos.

La terminología relacionada con la clamidiosis aviar es algo confusa, de tal forma que el nom-
bre de psitacosis se refiere a la infección en aves psitácidas y el de ornitosis al proceso en aves no
psiotácidas. A nuestro entender, tal distinción carece de sentido, y, desde luego, no es en modo alguno
científica, debiendo referimos a ambos procesos con el nombre de clamidiosis aviar, sobre todo te-
niendo en cuenta que una misma cepa de C. psittaci puede ocasionar enfermedad de forma natural en
varias especies de aves y de mamíferos, por lo que no hay razón para asignar nombres diferentes a un
mismo proceso aunque se presente en especies distintas.

La infección en la especie humana recibe el nombre de pátacosis-omitosis, dependiendo del ti-
po de ave fuente de la infección, distinción innecesaria, ya que no se han establecido diferencias entre
las cepas aisladas de uno u otro tipo de aves transmisoras; además, la fuente de contagio es muchas ve-
ces desconocida, y casi nunca confirmada. El mero uso de los términos psitacosis u ornitosis para refe-
rirse a la infección en el hombre, implica el conocimiento de la fuente de infección, y esto no parece
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estar justificado. £1 término más apropiado para describir esta infección en la especie humana, sería el
de damidiosis humana de origen aviar.

Ü.I.- ¿Quién es Chlamydia psittaci?.

Hasta el año 1971, la familia Chlamydiaceae formaba parte del Orden Rickettsiales; en ese
año, Storz y Page, atendiendo a características bioquímicas y del ciclo de desarrollo, proponen la dis-
tinción entre clamddias y rickettaas, creando el Orden ChlamydiaIes(l06). Con anterioridad, y debido a
sus especiales propiedades (pequeño tamaño, incapacidad de crecer en medios inertes y parasitismo in-
tracehilar obligado), las clamidias se habían considerado durante mucho tiempo como virus o como
microorganismos intermedios entre las bacterias y los virus, recibiendo diversas denominaciones, hoy
día en desuso, como Myyagawanella, Bedsonia, o grupo PLT (psktacosis-linfogranuloma-tracoma).
La demostración de que su estructura es semejante a la de las células procariotas, que presentan un
metabolismo activo que les permite multiplicarse por fisión binaría y su sensibilidad a algunos antibióti-
cos, justifica su inclusión dentro de las bacterias.

La familia Chlamydiaceae comprende un único género, Chlamydia, que engloba a microor-
ganismos caracterizados por presentar un parasitismo intracehikr obligado, un ciclo de desarrollo con
diferencias entre la forma infectiva y la forma reproductiva, una envuelta tipo Gram negativa sin el
peptidoghicano convencional y un genoma de pequeño tamaño^. Page, en 1968, basándose en crite-
rios morfológicos, bioquímicos, genéticos y de sensibilidad a los antibióticos, propuso su división en
dos especies: C. trachomatís y C psittaeP5*, Más recientemente, se han propuesto dos nuevas espe-
cies: C. pneumoniae por Grayston y col en 1989í4Q, a partir de estudios antigénicos, morfológicos y
bioquímicos sobre cepas de C. psittaci que habían sido aisladas en Taiwan de un cuadro respiratorio
agudo en humanos (cepas TWAR)p9) y G pecorum por Fukushi e Hirai en 1992<40) basándose en dife-
rencias de homología del ADN a partir de cepas de baja virulencia de C psittaci aisladas de rumiantes,
a ks que recientemente se han añadido cepas de origen porcino141107>.

C trachomatís incluye la cepa de la neumonitis del ratón y hasta un total de 18 serotipos hu-

manos, cuatro de ellos se asocian al tracoma (A, B, B a y C) y el resto (D a K, Dg, 1^ L\, L2, L2& y

L3) a procesos de transmisión venérea y conjuntivitis0176'117). Aunque se ha considerado la clamidia tí-
picamente humana, se ha islado de una infección intestinal inaparente en el cerdotí9).

C psittaci, a diferencia de C trachomatis^ define a un grupo bacteriano muy heterogéneo, que
se diferencia genéticamente, serológicamente y por el tropismo hacia un hospedador concreto. Esta es-
pecie posee una gran diversidad de hospedadores, desde invertebrados como moluscos y artrópo-
dos , hasta aves y mamíferos, incluido el hombre, lo que provoca una gran variación intraespecífica
entre los diversos serotipos(! 77). A modo general, las cepas de C. psittaci se clasifican en dos grandes
grupos en función de su origen: cepas aviares y cepas mamíferas. Dentro de estas últimas, adquieren
una especial importancia las cepas procedentes de rumiantes, que se han clasificado en dos serotipos0*
9T): serotipo 1, que se muestra como un grupo muy homogéneo mediante estudios genéticos028' ̂  y an-
tigénicos(93'101), incluyendo a cepas de alta virulencia(86), y serotipo 2, altamente heterogéneo genética08'
*** y antigénicamente0*'M) y que incfuye a cepas de baja virulencia*86'.
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Esta especie es un importante patógeno para el hombre, e incluso, a pesar de disponer hoy día
de un potente arsenal terapéutico, la infección por este microorganismo puede tener un curso fetal
fulminante.

C. pneumoniae es una especie patógena para el hombre en el que provoca cuadros de tipo
neumónico'46*. Se ha aislado de humanos con conjuntivitis y con faringitis. El primer aislamiento fue en
1965, a partir de un niño con conjuntivitis, en Tañvan (cepa TW-183); el primer aislamiento faríngeo lo
fiie en 1983 a partir de un estudiante universitario de Seattle con laringitis (cepa AR-39 Ácute Respira-
tory Díseasefi7) de ahí el nombre de cepas TWAR. Al principio se pensó que estos nuevos microor-
ganismos eran C. psittac/-41'59). Actualmente, esta especie engloba a las cepas denominadas original-
mente TWAR y es la especie clamidial transmitida por vía aérea más frecuente en la especie humana.

Además de neumonía, cuadro típicamente provocado por esta especie, se aisla también de bro-
quitis. Aunque, al igual que C. trachomatis se ha considerado como típicamente humana, parece que se
ha aislado también de una infección respiratoria equina'123'. En esta especie no se han identificado re-
servorios aviares, siendo el contagio persona a persona. Sólo se ha definido una serovariedad.

C pecarum, especie de reciente creación, engloba a cepas de baja virulencia y que proceden de
aislamientos de rumiantes (muchas de ellas clásicamente englobadas dentro del serotipo 2 de C. psitta-
c/<94, IODJ y cerdos con patologías de poliartritis, encefalomiefitis y enteritis de poca consideración, o
incluso aisladas de animales sin patología aparente'41" 107\ Es una clamidia típicamente animal

Las tres especies que afectan al hombre pueden causar procesos respiratorios, de hecho, las
infecciones respiratorias por clanñdias están rivalizando en protagonismo con las de transmisión sexual

Ü.2.- Estructura antígénica.

Ü.2.I.- Antígenos de género.

Todos los miembros del género Chlamydia presentan una serie de antígenos comunes. El más
importante es el LPS, que fue puesto en evidencia por Bedson en 1936 mediante la prueba de fijación
del complemento. Se trata de un antígeno termoestable y que se puede extraer de la pared celular con
éter o desoxicolato'30'. En su composición química, además del Kpido A, presenta 3 moléculas de ácido
3-ceto-2-desoxioctulosónico (KDO), pero a diferencia del LPS de otras bacterias Gram-negativas, el
LPS clamidial carece del resto del corazón ofigosacarídico y del polisacárido O420*. El LPS de Chla-
mydia presenta reacción serologica cruzada con los LPS de los mutantes Re de algunas enterobacterias
(Saimonella typhimwium y S. mimesota0**). Mediante anticuerpos monoclonales se ha descrito la pre-
sencia de al menos 3 epítopos diferentes, uno correspondiente al hpido A, al que sólo se tiene acceso
tras una hidrólisis acida, otro común a las danridias y a los mutantes Re y un tercero específico del gé-
nero ChlamydicP2*.

También se ha identificado un antígeno glicolipídico soluble de estructura y características fi-
áco-químicas diferentes a las del LPS pues no posee KDO, ni ghicosamina ni tampoco los ácido grasos
normalmente asociados al hpido A(108). Este antígeno se ha localizado tanto sobre la inclusión como so-
bre la membrana citoplasmátíca de la célula hospedadora, siendo excretado en los medios de cultivo
por las células infectadas por Chlamydia110^.
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JL2J2.- Antígenos de especie.

Son los antígenos que se encuentran presentes en todos los miembros de una especie clamidial,
y sólo en ellos, permitiendo así la diferenciación interespecíñca dentro del genero Chlamycüa. Su sen-
sibilidad al calor y a las proteasas parece indicar una naturaleza proteica, y la necesidad de aplicar de-
tergentes no iónicos para sohibilizarlos sugiere que estos antígenos se localizan preferentemente aso-
ciados a la membrana clamidial^, estando algunos de ellos en la MOMP (protema principal de la
membrana extema). Son varios los antígenos de especie descritos en C. trachomatis, asi como en C.
pneumoniae, pero esto no es aplicable a C. psittacP** debido a la enorme variedad intraespecífica de la
que hace gala, al gran abanico de hospedadores y a la diversidad de cuadros patógenos que produce, lo
que hace prácticamente imposible una caracterización completa de sus antígenos específicos.

DL2.3.- Antígenos de tipo.

Son de gran importancia biológica, debido fundamentalmente al amplio espectro de cuadros
patológicos que las especies clamidiales provocan, ya que un detallado estudio de estos antígenos po-
dría explicar el porqué de los diferentes cuadros clínicos producidos y cuales son los epítopos claves
para que una cepa sea más virulenta que otra de la misma especie, con una clara aplicación en la conse-
cución de mejores vacunas contra estas infecciones. Estos antígenos son también de naturaleza proteica
y se localizan en la membrana externa, permitiendo establecer en las especies de Chlamydia diferentes
serotipos mediante técnicas de rmcroinmunorluorescencia.

A causa de su importancia como patógena para la especie humana, C. trachomatís es la espe-
cie más estudiada, determinándose 18 serotipos diferentes0'6'117), a los que hay que añadir la biovarie-

(11)
dad productora de la neumonía del ratón, sin importancia patógena para el hombre . Según el cua-
dro clínico que provocan, estos serotipos se clasifican en:
• Inmunotipos A, B, B a y C, que corresponden a cepas oculares aisladas de zonas endémicas de

tracoma.

• Inmunotipos D, D a , E, F, G, H, I, I a , J y K, que se corresponden con cepas aisladas de aparato
genital y recto así como cepas que provocan la conjuntivitis de inclusión.

• Inmunotipos L j , Iyj, l*2a y L3, que corresponden a cepas aisladas de pacientes con smtomatolo-
gía de linfbgranuloma venéreo.

Desde que C psittaci fiie reconocida como especie por Page en 1968, siempre ha surgido el
problema de su serotipificación, ya que ésta agrupa a cepas antigénica y biológicamente muy diversas,
lo que hace que los intentos de tipificarla de un modo similar a C. trachomatis hayan sido siempre muy
parciales. En relación a las cepas aisladas de mamíferos, se han descrito un total de nueve inmunotipos
diferentes177': 4 serotipos en cepas procedentes de rumiantes (serotipo 1, que engloba a cepas aborti-
vas'96' 9T), serotipo 2, que comprende a cepas procedentes de cuadros de poliartritis, conjuntivitis y
neumonías^' ̂  y dos serotipos más con cepas aisladas de hecesX 3 serotipos para cepas porcinas, un
serotipo para cepas felinas y otro para una cepa de cobaya.

Más recientemente, mediante sueros pofíclonales, las cepas de rumiantes han sido clasificadas
en dos grandes grupos001 *: serotipos 1 y 2. Con anticuerpos monoclonales se ha comprobado que las
cepas englobadas en el serotipo 1 son muy homogéneas desde el punto de vista antigénico<93), mientras
que las cepas de serotipo 2 presentan una aba heterogeneidad antigénica^'M), lo que también ha sido
comprobado mediante análisis genético del gen de la MOMP por PCR08* (reacción en cadena de la po-
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limerasa) o del ADN total tras ser tratado con diferentes enzimas de restricción'*71. En función de su vi-
rulencia, estas mismas cepas han sido clasificadas en dos grupos(86>: un grupo, invasivas en ratón, que
inducen infección en el bazo con esplenomegaüa tras la inoculación subcutánea en la almohadilla plan-
tar de una extremidad posterior. Estas cepas son aisladas principalmente de abortos y pertenecen al se-
rodpo l"0l). El segundo grupo, no invasivas en el modelo murino(86), son aisladas de procesos tales
como poliartritis, neumonías y conjuntivitis así como de heces de animales aparentemente sanos, y se
caracterizan porque el microorganismo permanece a nivel del ganglio poplíteo. Todas estas cepas per-
tenecen al serotipo 2(101), y muchas de ellas ya han sido reclasifícadas dentro de la nueva especie C pe-

* H M Í >

Si la tipificación de las cepas procedentes de mamíferos presenta problemas, éstos se multipli-
can en el caso de las cepas aviares donde cada autor presenta una clasificación diferente. Los estudios
más recientes mediante anticuerpos monoclonales indican que existen al menos cuatro inmunotipos(5):
psittácidas, palomo, pavo y pato, sin que el nombre del grupo sea exchryente de su origen. También se
ha constatado la baja relación antigénica por debajo del nivel de género que existe entre estas cepas
aviares y las procedentes de mamíferos'93 M).

H3.- Biología de Chlamvdia. Ciclo de desarrollo.

IL3.1.- Generalidades.

Las clamidias no pueden crecer mera de las células hospedadoras ya que necesitan obtener de
ellas los compuestos de alta energía y los intermediarios metabólicos de bajo peso molecular para la
síntesis de sus propios ácidos nucleicos y proteínas171'. Estas especiales características determinan la
existencia de un ciclo íntracehúar que no encontramos en ningún otro procariota, y que se puede dividir
entresfises<66t.

• Penetración de la forma infecciosa o cuerpo elemental (CE) en la célula hospedadora, seguido de su
transformación en forma metabóh'camente activa o cuerpo reticular (CR).

• Multiplicación del CR mediante fisión binaria, produciendo una nñcrocolonia o inclusión citoplas-
mática.

• Conversión de los CR en CE y posterior liberación de la céhüa hospedadora.

El CE tiene forma esférica, con un diámetro de 200-400 nm, apreciándose en su interior un
nucleoide electrodenso con numerosos ribosomas, además de material amorfo moderadamente elec-
trodenso . Está rodeado por una doble envoltura trilaminar, una interna o membrana citoplasmática y
otra externa que corresponde a la pared celular bacteriana^. Esta pared celular presenta una compo-
sición química parecida a la de las bacterias Gram negativas, si bien carece de ácido murámico o su
contenido es muy escaso, pero contiene una gran cantidad de proteínas (proteína principal de la mem-
brana externa, MOMP) ricas en aminoácidos azufrados que forman numerosos puentes disulfuro, y
que son los responsable de su rigidez y escasa permeabilidad172'. Esto hace que el CE sea estable en el
medio extracchüar, presentando cierta resistencia a diversos agentes físico-químicos. Constituye la
forma infectiva, pero metabóficamente es una forma inactiva incapaz de replicarse por división^ S4\

El CR, de mayor diámetro, 800-1500 nm, es la forma intracelular, no infectiva y metabóüca-
mente activa®. Está rodeado de una pared más fina y más frágil que la del CE con una membrana ci-
toplasmática no muy bien definida. La estructura interna tiene un aspecto granular, debido al desenro-
llamiento del ADN y al mayor número de ribosomas presentes1351. El contenido en ARN de los CR es
cuatro veces superior al de los CE, lo que demuestra una intensa actividad biosintélica. Se ha demos-
trado que los CR pueden sintetizar ciertas proteínas independientemente de la célula hospedadora®, e
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incluso ubre de la misma, sí se les asegura un aporte adecuado de ATP exógeno(50). El CR es una forma
sensible y frágil, incapaz de sobrevivir en el medio extemo®.

Una forma intermedia entre ambas estructuras es el cuerpo intermedio (CI), que morfológica y
estructurahnente representa un estadio de transición en la condensación del CR para originar el CE* .
El CI es una estructura diferenciable morfológicamente más que fisiológicamente, y al microscopio
electrónico manifiesta una pared celular nítida como consecuencia del inicio de la polimerización de los
monómeros de la MOMP, así como un nucleoide denso a los electrones170.

IL3.2.- Adhesión a la célula hospedadora.

Para que se realice la fagocitosis de Chlamydia es necesario que se haya producido con ante-
rioridad la adhesión'72', poniéndose de manifiesto múltiples mecanismos que favorecen esta unión, lo
que nos hace entender la adhesión no como un suceso único sino como un proceso favorecido por
múltiples factores.

La adición de poHcationes tales como el DEAE-dextrano (dietikmmoetil-dextrano) a un culti-
vo celular aumenta su sensibilidad a la infección clamidial(63). Mediante estudios de microscopía elec-
trónica con policationes de femtina'I00) se ha comprobado la unión específica de éstos alrededor de la
membrana clamidial, lo que indica que esta estructura está cargada negativamente. También se han en-
contrado interacciones hidrófobas implicadas en la adhesión a la célula mediante el hpopoüsacárido
(LPS), que actuaría como hemaghitmina al ligarse a los glóbulos rojos de ratón y conejo018). Por otro
lado, se sabe que en el contacto inicial de la bacteria con su célula hospedadora se encuentran involu-
crados ciertos receptores termolábÜes en las clamidias, y un receptor sensible a la tripsina en la célula
hospedadora01'49'5^. La pared juega un papel muy importante en este mecanismo de adhesión'221, como
lo demuestra el hecho de que fragmentos de pared de CE se adhieren y son fagocítados por la células
con la misma facilidad que CE completos. También se ha considerado a la MOMP como participante
en la adhesión a la célula, dada su abundancia en la pared celular clamidial y por la inhibición de la ad-
hesión producida tras el tratamiento con anticuerpos monoclonales específicos de esta proteina '10>.

IL3.3.- Fagocitosis de las clamidias por la célula.

El hecho de que determinadas líneas celulares puedan adherir clamidias pero no fagocitarias
sugiere que ambos procesos tienen diferentes mediadores'65*. Las clamidias son fagocitadas por células
fagocíticas no específicas con más facilidad que otras bacterias como E coli o partículas de latex!"!, lo
que indica la existencia de estructuras específicas en la bacteria encaminadas a favorecer el proceso fa-
gocítico. Es de destacar que este proceso no es interferido por la citocalasina B, inhibidor de la fagoci-
tosis clásW779"11".

La ingestión del microorganismo por la célula es un proceso que requiere un gasto energéti-
co172'. Tras esta ingestión, y si la céhüa es permisiva (células epiteliales, fibroblastos), no se produce la
fusión fagosoma-Hsosoma07'114) o se realiza en fases más tardías del ciclo, afectando a un porcentaje
muy bajo de inclusiones179'm, de forma que la secuencia más habitual en los procesos fagodticos, que
culmina con la destrucción del microorganismo fagocitado, no tiene lugar en el caso de ChlamydicP7*.
Parece ser que un factor presente en la superficie de los CE, sensible al calor y ausente en la superficie
de los CR, es el responsable de la inhibición de la fusión de los Bsosomas con los fagosomas que con-
tienen a las clamidias. Este factor modificaría la membrana de la vacuola tras la penetración del micro-
organismo en la célula hospedadora, manteniéndose esta modificación tras la reconversión de CE a
CR07) ya que al infectar un cultivo de células simultáneamente con C. psittaci, E. coli y Sacharomyces
cerevisae, se observó que solamente se inhibía la fusión entre fagosoma y üsosoma en aquellas vacuo-
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las fagocíticas que contenían clamidias. Una excepción a estos procesos es el comportamiento de los
polimorfbnucleares, que son las células más importantes en la defensa orgánica ante la infección clami-
dial, donde sí se ha detectado la presencia de fagoüsosomasl80).

Los acontecimientos posteriores a la entrada del microorganismo y su inclusera en el fagosoma
dependen básicamente del grado de multiplicidad de infección (MI) o número de clamidias que pene-
tran por célula, ya que á ésta es muy alta (100:1), la supervivencia de las clamidias en células tales co-
mo macrófágos peritoneales de ratón se reduce considerablemente comparada con la hallada con una
MI más baja (10-50:1), a causa de la gran mortalidad inicial producida en las células, fenómeno que se
denomina citotoxicidad inmediata98'123). Con valores medios de MI no se observa este efecto tóxico y
las clamidias pueden reproducirse con normalidad hasta el final del ciclo. Si la MI es muy baja (1-2:1),
la célula invadida puede incluso dividirse y dar lugar a células hijas, infectadas o no.

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

Los primeros fenómenos detectables en la reorganización de CE a CR, tras la formación del
fagosoma, son el inicio de la síntesis proteica y la transformación de la MOMP de su forma poümérica
3 monomérica, con lo que aparecen poros de un tamaño adecuado para el paso de los nucleótídos
transportadores de energía0*'. Tras estos sucesos iniciales, a las 12 horas post-mfección todas las cla-
midias intracehikres están en forma de CR1721, que se divide por fisión binaria sin una aparente septa-
ción(;!5\ de forma que la segregación del nucleoide se realiza por separación en dos zonas de baja den-
sidad a los electrones, conteniendo material fibrila/70. En esta etapa se produce un crecimiento expo-
nencial del número de clamidias, que dura de 12 a 20 horas, tras lo cual comienza la reorganización de
los CR a CE172', fenómeno éste que no es sincrónico, apareciendo en las inclusiones CR en reproduc-
ción junto a CE maduros. De manera semejante al inicio del ciclo, el paso de CR a CE viene marcado
por los cambios ocurridos en la MOMP, pasando ésta de su forma monomérica a la pofimérica, con la
formación de gran cantidad de enlaces disulfuro17"''. La reproducción clamidial en el interior de la célula
no termina realmente hasta la tisis de ésta, normalmente a las 48-72 horas, aunque C. psittaci y las ce-
pas de linfogranuloma venéreo Usan a las células más rápidamente que las cepas de tracoma073, liberán-
dose al exterior entre 10 y 1000 CE, dependiendo de factores como la cepa clamidial, línea celular hos-
pedadora y condiciones de cuitivo(71).

IL3.5.- liberación de las clamidias.

El mecanismo de liberación no se conoce aún con exactitud. Generalmente las clamidias son
detectadas extracelulannente tras k Ksis de la célula hospedadora, Ksis que se produce como conse-
cuencia de la liberación tardía de enzimas tísosomiales(114) así como por la acción de una proteasa de
origen clamidiar-104*. Sobre el animal, además de este mecanismo, al menos en cepas de origen intestinal
(de baja virulencia) se ha demostrado la existencia de otros dos mecanismos de liberación de las clami-
dias, uno por expulsión de células infectadas intactas a la luz intestinal, y otro por la liberación de pe-
queñas colonias clamidiales rodeadas de una membrana cttoplasmática(tU). En este caso, la bacteria es
liberada01!) por exocitosts sin que suponga la Has de la céhüa.

El hecho de que las clamidias puedan permanecer en el interior de la céhüa como agente infec-
ciosos latentes o persistentes, parece jugar un importante papel en la interacción con el sistema inmuni-
tario del hospedador, y podría explicar1651 las recidivas en las clamidiosis crónicas y la dificultad de la
eliminación total del microorganismo.
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m . A r n o N P A T O O F N A .

La acción patógena de estas bacterias origina, con elevada frecuencia, la aparición de infeccio-
nes latentes, inaparentes o crónicas, situación bien conocida en la psitacosis y otras infecciones de
mamíferos, en los que el microorganismo parásita células del sistema retículo endoteüal del intestino,
aparato respiratorio, serosas, SNC y placenta. Incluso a nivel laboratorial, se presentan infecciones
persistentes en una pequeña fracción de las células infectadas, que soporta el crecimiento de C. psittaci
durante vanos ciclos, sin manifestar daño celular.

Las diferentes cepas clamidiales varían en su virulencia, de forma que las aisladas de aves psi-
tácidas son, en general, más virulentas que las aisladas de no psitácidas, y entre estas, las cepas de pavo
son más virulentas para el hombre que las de otras aves.

[lLl.-_Qinica.

Aunque la clamidiosis aviar clínica existe, tanto en pájaros de jaula como en aves con interés
industrial (las gallinas sólo se infectan ocasionalmente, y ocas y patos con muy poca frecuencia), asi
como en aves silvestres, hay que tener muy en cuenta, y es un aspecto de indudable interés epidemio-
lógico, que el carácter distintivo que marca la relación Chlamydia-hosQodzdox, es la latencia, lo que da
origen a portadores asintomáticos que eliminan el microorganismo, fundamentalmente a través de las
heces, y que ante situaciones de estrés de diversa índole (cambios en la aumentación, el manejo, com-
peticiones, transporte, enfermedades intercurrentes, climatología adversa, etc) puede aparecer una for-
ma clínica a veces bastante grave.

El estado de latencia en un colectivo, se produce como consecuencia de un equilibrio entre el
hospedador no tratado y el microorganismo. Si se trata, el hospedador se vuelve suceptíble. tanto a la
cepa original como a nuevas cepas de Chlamydia, de forma que aves que han sido sacadas del colecti-
vo y tratadas, a menudo mueren cuando vuelven y se reinfectan a partir del colectivo no tratado*521.

La smtomatología de la clamidiosis aviar, por tanto, puede variar desde completamente ausen-
te a extremadamente severa, pasando por formas muy benignas; a veces es la enfermedad aparecida en
personas en contacto con las aves, la primera indicación de que estas están subclínica o latentemente
infectadas.

La sintomatología más frecuente en aves enfermas''", es un exudado ocular y/o nasal seroso-
purulento, acompañado de pérdida de apetito e inactividad. Es frecuente la diarrea con excretas amari-
llo-verdosas y de consistencia gelatinosa, que pueden estar teñidas de sangre. Puede apreciarse fiebre, y
si la enfermedad progresa, aparece smtomatólogía respiratoria. Hay disminución de la producción.

La tendencia normal es hacia una mejoría parcial seguida de una recaída, a manera de ciclos,
durante algunas semanas. Sin embargo, en los casos agudos, la muerte se produce rápidamente con
muy poca sintomatología. Los casos crónicos se caracterizan por una severa emaciación. La morbilidad
oscila entre el 5 y el 80% y la mortalidad puede llegar al 30%.

Las lesiones encontradas en el examen anatomopatológico macroscópico, dependen de la
evolución de la enfermedad, del grado de agudeza con que se ha presentado.

Típicamente se observa congestión pulmonar con exudado en cavidad pleural, los sacos aéreos
pueden estar muy adelgazados y la membrana pericárdica igualmente adelgazada y congestiva, a me-
nudo cubierta de exudado fibrinoso. El hígado y bazo están aumentados de tamaño y decolorados, con
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bordes redondeados, petequias y pequeños focos necróticos. Un exudado purulento puede cubrir las
superficies serosas y el conducto biliar está frecuentemente obstruido y aumentado de tamaño.

En la especie humana, el proceso, tras un periodo de incubación de 1-2 semanas, pero que
puede alargarse hasta un mes, comienza a veces de forma insidiosa, con malestar y dolor en los miem-
bros, pero con más frecuencia su comienzo es repentino, con fiebre alta, rigidez y dolor de cabeza. Ge-
neralmente hay tos pero con poca expectoración y la disfunción respiratoria es rara salvo en casos gra-
ves. Típicamente el número de pulsaciones es bajo en comparación con la temperatura (unas pulsacio-
nes elevadas son consideradas por algunos como de mal pronóstico). El examen radiológico pone de
manifiesto una extensa neumonitís, sin embrago, la exploración extema muestra pocas o ninguna señal
de consolidación. No es rara la epistaxis, así como la presencia de exantemas cutáneos semejantes a los
del tifus. Puede haber esplenomegaUa y a veces signos evidentes de una franca hepatitis.

Los casos graves se acompañan de meningitis o meningoencefálitis, miocarditis y, más rara-
mente, endocarditis. En la fase aguda el recuento globular es con frecuencia normal, pero la leucopenia
es evidente en un 25% de los casos.

En pacientes que se recuperan sin tratamiento, la infección se resuleve lentamente a las 2-3 se-
manas o a veces más tiempo, aunque pueden ser eliminadores de Chlamydia durante periodos bastante
largos.

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

En la autopsia es constante la presencia de neumonitis generalizada con zonas de consolida-
ción. Los alvéolos están rellenos de exudado con eritrocitos, y las células alveolares están típicamente
hinchadas. El bazo se encuentra aumentado de tamaño, muestra pérdida de su arquitectura normal y en
el hígado pueden verse áreas de necrosis focal Hay también signos de inflamación en meninges y con-
gestión del parénquima cerebral.

rv . Í

Sin entrar en los aspectos clínicos ni económicos derivados de U clamidiosis aviar, hemos de
decir que este proceso infeccioso tiene un importancia sanitaria grande, derivada del hecho de su reco-
nocimiento como zoonosts, y que, debido a sus características pizootiológicas, justifica su inclusión en
la lista de zoonosis profesionales, afectando a todos aquellos cuyo trabajo se desarrolla en estrecho
contacto con las aves» sobre todo criadores, matarifes, veterinaris, biólogos, etc. La clamidiosis aviar es
pues, una enfermedad con un gran peso en salud pública, a causa de las serias secuelas que puede dejar
en el hombre.

La infección clamidial es cosmopolita entre las aves, pues afecta a más de 130 especies domés-
ticas o silvestres, entre las que los palomos, patos y pavos destacan por la importancia económica que
en ellos alcanza la enfermedad,y por el potencial peligro que representan en cuanto a la transmisión del
agente infeccioso a la especie humana. C. psittaci puede igualmente ser transmitida por aves de com-
pañía a sus propietarios, siendo estas las que representan un mayor riesgo para los humanos. De hecho,
el creciente comercio de aves exóticas hace que la frecuencia de clamidiosis aviar, lejos de disminuir, se
encuentre en aumento, lo que hace necesario tomar medidas de control de estas aves, evitando el co-
mercio ilegal de las mismas, pues este incremento de la clamidiosis aviar tiene como consecuencia un
paulatino aumento de los casos humanos.
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En un estudio realizado en EEUU a principios de los '70 sobre las posibles fuentes de infección
de la clamidiosis humana por Durfee y Moore^", de los 105 casos estudiados, prácticamente el 100%
eran de origen aviar, siendo los periquitos y palomos la fuente de infección más probable. Es de desta-
car en este estudio que, mientras que en el caso de los periquitos, los casos de infección se detectan
principalmente entre los propietarios de los mismos, por lo que se refiere a los palomos, la mayoría de
los casos corresponden a personas que ocasionalmente contactaban con ellos, con sus excrementos o,
incluso, que residían en las proximidades de palomares, lo que tiene un indudable interés epidemiológi-
co. En este estudio también se mencionan a loros, canarios, pollos, pavos y patos como transmisores
comprobados del proceso, aunque en menor proporción. En el caso de los palomos, nosotros(90> hemos
detectado un 35.9% de positividad por ELISA, y es relativamente frecuente el aislamiento de Chla-
mydia a partir de muestras fecales sin que exista uina situación patológica clara.

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

Aunque el tema de esta ponencia es la psittacosis-omitosis, la realidad es que la clamidiosis
humana a C. psittaci no sólo reconoce a las aves como fuente de contagio, sino que los mamíferos
también pueden transmitir esta bacteria, y de hecho lo hacen, bien es verdad que en menor proporción
y en casos más aislados y concretos aunque no por ello con menor gravedad.

El papel de las aves como fuente de infección humana por C. psittaci está bien reconocido, pe-
ro se han descrito algunos casos de transmisión de este microorganismo al hombre, en el que los mamí-
feros, especialmente ovinos, están directamente implicados. Asi, Giroud estableció ya en 1956(43> la
relación entre aborto caprino por este microorganismo y aborto humano, llamando la atención en pos-
teriores trabajos, sobre el papel de Chiamydia (Neorickettsia) en abortos y patología neonatal humana.
A partir de estas primeras notificaciones, no han cesado los trabajos en los que se señala el riesgo que,
para las nujeres gestantes, supone el contacto con ovinos o caprinos, pues C. psittaci muestra un es-
pecial tropismo por el trofoblasto humano, en el que se multiplica dando tugar a una intensa respuesta
inflamatoria aguda, que es la causa de la muerte fetal por anoW21). También es posible la infección
humana a partir de conjuntivitis felina por C. psittaci.

IV.l.-

La transmisión de C. psittaci entre ovinos y caprinos está asegurada a partir de animales en-
fermos o portadores asintomáticos, bien por las envueltas fetales en caso de aborto (proceso más im-
portante en estas especies debido a este microorganismo), o por las heces en el caso de animales porta-
dores, sugiriéndose la posibilidad de transmisión venérea.

Las relaciones y los ciclos epizootiológicos entre las aves y los mamíferos son numerosos, des-
cribiéndose la infección de caballos'681 y cerdos e incluso jabalíes1"91, transmitida por aves silvestres
portadoras que picoteaban los ectoparáátos de estos mamíferos, entre las que destacan los estorni-
nos^ , gorriones176', mirlos^, tórtolas^ y palomos*90*, que raramente padecen la enfermedad, pero
que son portadores inaparentes de ciertas cepas que causan infección en mamíferos<58).

También se han descrito contagios entre aves silvestres y de corral, concretamente entre estor-
ninos y pavos(44), con la intervención de un mamífero como vector u hospedador intermediario, la rata.
Entre las aves, la transmisión puede darse mediante aerosoles, por vía transovárica, por introducción de
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aves infectadas o por contacto con aves silvestres y por picadura de ácaros o piojos y por ingestión de
productos contaminados.

Las aves silvestres juegan un importante papel como reservónos para otras aves, mucho más
que como mente de infección para el hombre.

Pocas son las referencias existentes de ciclos de transmisión de la enfermedad de mamíferos a
aves de corral Se ha estudiado el contagio de pavos que se encontraban en estrecho contacto con
ovejas infectadas por C. psittaci.

La transmisión al hombre05" se realiza mediante aerosoles contamindos. La infección puede
ocurrir por manejo de aves latentemente infectadas, enfermas o muertas, o de sus productos: plumas,
heces, secreciones nasales, visceras. La inhalación de aire contamindo, particularmente en espacios ce-
rrados, puede dar tugar a infección, aunque las ocasiones de adquirir una clamidiosis de origen aviar a
través del contacto con aves de vida Ubre o con sus ambientes, son pocas. Se han señalado casos de
infección por picaduras, pero en tales circunstancias parece imposible excluir la posibilidad de infección
por inhalación.

Aunque la ingestión es vía habitual de contagio en aves y mamíferos (bovinos, ovinos y capri-
nos), en la especie humana no se han descrito casos de infección por ingestión de carne o visceras de
aves infectadas. Los artrópodos no han sido implicados en casos de infección humana, aunque ácaros y
piojos asociados con aves, pueden, como se ha demostrado, albergar al microorganismo.

La transmisión de persona enferma a sana es un hecho controvertido, habiendo autores que
niegan tal posibilidad'"' mientras que otros(45) confirman este mecanismo de transmisión directa, si bien
este mecanismo habría de ser reconsiderado a la vista de la situación taxonómica actual con la especie
C. pneumoniae en el escenario; lo cierto es que las citas que indican este modo de transmisión, son
anteriores a 1989, fecha del "nacimiento" de esta especie, por lo que podemos pensar que en realidad
se trata de infecciones por C. pneumoniae, especie que como hemos indicado, estaba considerada co-
mo integrante de C. psittaci.

V. Ó

£1 diagnóstico correcto de los procesos respiratorios es de indudable importancia, ya que la
mayoría de los antibióticos son totalmente ineficaces, y las sulfamidas sólo lo son frente a C. tracho-
matis, por lo que es importante la diferenciación entre las especies, ya que el modo de transmisión es
distinto para cada una, y por tanto, las medidas profilácticas a tomar serán también diferentes.

Puesto que la clínica apenas nos dice nada específico, y los datos epidemiológicos, muchas
veces no son bien conocidos o son ambiguos, hemos de recurrir al diagnóstico laboratorial, que en la
clamidiosis se puede dividir en dos grandes apartados:

- Diagnóstico directo: se trata de poner en evidencia la presencia de Chkanydia en un tejido o
en un exudado; en este apartado se incluye el cultivo del germen, la bacterioscopia, las técnicas
inmunológicas denominadas directas asi como las modernas de amplificación del ADN (PCR)

- Diagnóstico indirecto: consiste en detectar la respuesta inmunológica provocada en el
animal ante la infección por Chlamydia; en este apartado se encuentran las distintas pruebas
serológicas.
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V.I.- Diagnostico directo.

En este tipo de diagnóstico, que tiene su aplicación fundamental en animales enfermos, es de
gran importancia la calidad de las muestras a examinar, por lo que si no se va a realizar el aislamiento
de forma inmediata se deben conservar la muestras a -20°C o mejor a -70°C, ya que el poder infeccioso
de Chiamydia disminuye rápidamente03'.

V.l.l.- Bacterioscopia mediante tinción.

Tiene su fundamento en la observación de los microorganismos en extensiones a partir de
exudados o de órganos afectados, generalmente cotiledones de una placenta procedente de un aborto.
Sobre los frotis se realizan tinciones especificas de Chiamydia; las más utilizadas normalmente son las
modificaciones de la técnica de Ziehl-Neelsen como las propuestas por Macchiavello, Stamp, o
Giménez. Todas estas técnicas tienen como colorante principal la fucsina fenicada y como colorante de
contraste el verde malaquita o el azul de metileno, realizándose la decoloración con un ácido débil
(ácido acético o cítrico) muy diluido. Con esta tinción se observan las clamidias de color rojo sobre
fondo verde o azul El inconveniente de estos métodos tintoriales es su baja sensibilidad, existiendo un
alto porcentaje de falsos negativos cuando la concentración del microorganismo es baja, a pesar de lo
cual, en algunas ocasiones la primera observación con alguna de estas tinciones permite emitir un
diagnóstico al menos presuntivo, hasta el momento de certificarlo con el aislamiento del germen.

La tinción de May-Grünwald Giemsa(83) presenta la ventaja de proporcionar información sobre
la composición y procedencia de las células del frotis, asi como sobre la morfología de la inclusión. Las
clamidias se observan formando una inclusión más o menos densa en el interior de la célula con una
tonalidad fuertemente basófila sobre un citoplasma acidófOo.

V.I.2.- Técnicas innranologicas directas.

Se trata de una serie de técnicas que van a reconocer la presencia de antígenos clamidiales,
tanto en tejidos como en exudados, revelando posteriormente la reacción inmunológica ya sea
mediante una molécula fluorescente o una enzima y su substrato. La más extendida de estas técnicas es
la inmunoñuorescencia directa (IFD), que ha sido ampliamente utilizada en el' diagnóstico de las
infecciones por C. trachomatis en el hombre134', siendo una técnica de gran sensibilidad, superando en
algunos casos a los métodos de aislamiento y cultivo0 12). Sus desventajas son que es una técnica mucho
más compleja en su realización que la bactexioscopia tintorial y que es necesario contar con un
microscopio de luz ultravioleta. Esta técnica se ha perfeccionado en gran medida, merced a la
utilización de anticuerpos monoclonales.

Las técnicas de inmunocaptura son una variante de las técnicas ELISA usadas en serología, en
las que en vez de antigenar las placas con el antígeno clanñdial, se tapizan los póculos con anticuerpos,
policlonales o monoclonales, dirigidos contra Chiamydia. Estas técnicas han demostrado combinar una
buena sensibilidad y especificidad, con unas excelentes posibilidades de automatización. Existen en la
actualidad diversos kits comerciales de diagnóstico derivados de estas técnicas, que aunque en un
principio se comercializaron para detectar C trachomatis en pacientes humanos, al ser anticuerpos
monoclonales dirigidos contra antígenos de género se pueden utilizar en el diagnóstico de C. psittaci,
dando resultados muy aceptables en comparación con el aislamiento y con la IFD<120).

El uso de técnicas inmunockoquímicas, ya sea utilizando como conjugado la enzima peroxidasa
o la fosfátase alcalina, sobre tejidos fijados en formol e incalidos en paraftna ha supuesto enormes
ventajas para el clínico patólogo, ya que permiten correlacionar el cuadro lesional con la cantidad de
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antígeno clamidial presente en dicho tejido, además de dar la posibilidad de realizar estudios
retrospectivos sobre material archivado. Este tipo de técnicas son utilizados tanto en clamidiosis
humanas136' como en clamidiosis aviares^.

V.U.- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR).

El hecho de que el ADN de cada microorganismo tenga una cadena de bases propia e
irrepetible es la base de esta técnica de reciente instauración, y que esta siendo ampliamente utilizada en
el diagnóstico de C. trachomatis en pacientes humanos. Se trata de un proceso en el que se parte de
una secuencia determinada de ADN de Chiamydia, del que se obtienen, con la aplicación de la enzima
adecuada (polimerasa), múltiples copias, entre 1010 y 10M. Para conseguir estas copias la enzima
polimerasa necesita un fragmento de ADN que le sirva de matriz y un oligonucleótido cebador
característico de cada molde; a este cebador se le denomina "primer". También es necesario suministrar
los desoxirribonucleótidos trifos&tados que se irán añadiendo a la cadena por la polimerasa a partir del
"primer" para formar las distintas copias. La PGR en sí consta de tres etapas, una primera de
desnaturalización del ADN objetivo, unión de los primers a sus tugares específicos y elongación de las
cadenas por acción de la polimerasa. La técnica se realiza en ciclos controlados por la temperatura:
elevando primero para desnaturalizar el ADN, descendiendo después para permitir la acción de la
polimerasa, en cada ciclo se dobla el número de cadenas realizándose de 30 a 40 ciclos. La revelación
de la presencia o no del producto final de la PCR se realiza en electroforesis en gel de agar. La gran
ventaja de la PCR es su enorme sensibilidad, superior al resto de técnicas descritas (EFD,
inmunocaptura), y el poder trabajar con clamidias no viables al contrarío que las técnicas de
aislamiento; también hay que destacar su alta especificidad debido a que las cadena de ADN que
detecta va a ser única para cada agente patógeno. Esta detección puede llevarse a nivel de género,
especie o incluso serovariedad, eligiendo el primer adecuado* I Entre sus desventajas destaca su
dificultad, y hasta el momento alto costo, el peligro de contaminación externa aumentado por su alta
sensibilidad, pues es capaz de detectar 1 cuerpo elemental/ml, y el que se ha demostrado0131 que
algunas moléculas, como por ejemplo la hemoglobina, pueden inhibir la polimerasa dando lugar a
falsos negativos.

V.I.4.- Aislamiento de Chiamydia.

Al ser Chiamydia una bacteria intracehilar parásita obligada, va a ser necesario para su
aislamiento el cultivo en células vivas, éste se hace normalmente en embrión de pollo o en líneas
celulares, ya que la inoculación en animales de laboratorio se ha ido abandonando progresivamente
como método de diagnóstico, al ser muy largo y poco sensible en comparación con los dos anteriores.

Es importante, debido a la relativa poca resistencia de las clamidias ante el medio externo, que
las muestras vayan vehiculadas en un medio de transporte adecuado. Un medio sencillo para la
conservación en congelación durante varios meses, sería un tampón fosfato salino 0,1 M (pH 7,2), al
que se le añade sacarosa a una concentración de 0,2 M003', teniendo en cuenta que se debe diluir en el
momento de la inoculación a 1/5 para evitar el efecto tóxico de la sacarosa sobre las células. A este
medio se le adicionan antibióticos y antmmgicos que no afecten a clanñdia, siendo los más utilizados la
gentamicina, la vancomicina, la anfoterícina B y La nistatína.

V.l.4.1.- Inoculación en huevo embriooado.

Se trata del método de aislamiento más antiguo, pero aún conserva su vigencia por sus buenos
resultados. Chktmydia se reproduce perfectamente en el saco vitelino de embriones de pollo de 6-7
dias(60) por lo que la inoculación se hace vía intravitelina. debiendo tener el inoculo un volumen de 0 1 a
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0,5 mi y conteniendo antibióticos y antifüngicos o bien haber sido filtrado con un filtro de 0,45 mm de
poro<61>. Los huevos se incuban en cámara húmeda a 37°C controlándose diariamente a partir del tercer
día post-inoculación, ya que los embriones muertos en los dos primeros días se consideraran como
resultado del efecto traumático de la inoculación. En condiciones normales el embrión muere a los 4-10
días post-inoculación, generalmente en los días 6-8, apreciándose modificaciones en los órganos y
anejos del embrión, tales como: disminución del grosor del saco vitelino, congestión de los vasos
sanguíneos y presencia de hemorragias sobre las membranas y piel del embrión. La infección es
comprobada mediante la tinción de frotas del saco vitelino con la técnica de Stamp o similares. A pesar
de su coste económico y buena sensibilidad, tiene la desventaja de ser un método bastante largo y
engorroso, además de que algunas cepas tienen problemas de adaptación a este cultivo, siendo
necesario el dar algunos pases ciegos(105), por lo que en la actualidad se tiende al cultivo en líneas
celulares.

V. 1.4.2.- Inoculación sobre cultivos celulares.

Los inconvenientes antes señalados han motivado la adaptación a C. psittaci de los métodos de
cultivo celular clásicamente utilizados para C. trachomatis en el hombret40). El cultivo de estos
microorganismos presenta algunas ventajas sobre la inoculación en embrión de pollo'"', como son
mejor crecimiento clamidial y sobre todo mayor facilidad para el seguimiento de la evolución de la
infección, con una mejor identificación y cuantñicación del efecto citopático. La línea celular más
utilizada en el aislamiento de C. psittaci de origen aviar es la

Son varias las técnicas seguidas en el aislamiento de Chiamydia sobre los cultivos celulares.
Todas tienen la misma base pero se diferencian esencialmente en el tratamiento físico-químico al que se
someten las células para favorecer la penetración y el desarrollo de estos microorganismos. Estos
tratamientos se pueden clasificar en dos grandes grupos:

a) Factores que inhiben o retrasan la multiplicación celular.

Es importante que se realice la infección de las células cuando el cultivo celular esté en fase
estacionaria. En efecto, se ha comprobado* ' que un cultivo en esta fase produce diez veces más
inclusiones que otro que continúe reproduciéndose.

- Irradiación: Se ha utilizado con éxito en células McCoy, pero tiene como gran inconveniente
la necesidad de una fuente de irradiación, con los peligros que ello conlleva, siendo muy poco utiHzada
en la práctica.

- Tratamiento con 5-iodo-2-desoriuridina (IDU): Es un metabofito análogo a la timidina
que se incorpora en su lugar a la cadena de ADN, dando lugar a proteínas no funcionales. El
tratamiento de las células McCoy con 25 ml/ml de IDU, y la utifización<6) de estas células 3-7 días más
tarde ofrece tan buenos resultados como la irradiación.

- Tratamiento con cítocalasina B: Este metabofito induce la formación de células gigantes
multmucleadas al interferir en la división citoplasmática; el tratamiento con 1 mg/ml de cítocalasina B,
72 horas antes de la inoculación, presenta resultados muy aceptables.

- Tratamiento con cicloheximida: Este compuesto químico interfiere la síntesis de ADN
exclusivamente en células eucariotas, sin afectar a la repücación de Chlamydia, favoreciendo por tanto
su desarrollo0'85. El cultivo añadiendo 2 mg/ml en el momento de la inoculación da resultados tan

56



buenos como los métodos anteriores'80, y permite un apreciable ahorro de tiempo, por lo que es el
tratamiento más utilizado en la actualidad para detener la multiplicación del cultivo celular.

- Otros tratamientos: También se han utilizado corticoides como la cortisona<29) y la
prednisolona(88) que actúan retrasando el crecimiento celular. Igualmente también se han utilizado091

otras sustancias inhibidoras de la mitosis, como la vinblastina y la colchicina.

b) Factores que incrementan la penetración de Chlamydia en la célula bacteriana.

La adsorción y la penetración de las clamidias en las céhüas hospedadoras son procesos lentos
y de baja frecuencia. Si aumentamos la posibilidad de contacto entre el agente clamidial y la célula
eucariota, la tasa de adsorción y penetración, y por lo tanto de infección, aumenta
considerablemente03'.

- Centrifugación del inoculo-células hospedadoras: £1 efecto favorecedor de la
centrifugación para la infección de las células ha sido demostrado por diversos autores ' \ siendo
máximo a 3000 g.

- Tratamiento con dietil-aminoetil dextra no (DEAE-D): Se trata de un polication polibásico
de alto peso molecular y soluble en agua, que al estar cargado positivamente sirve de puente
electrostático entre las membranas de las clamidias y de las células eucariotas, ambas cargadas
negativamente. El DEAE-D se añade al cultivo celular a una concentración de 20 mg/ml,
manteniéndolo durante 30 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se lava cuidadosamente y se
procede a la inoculación*52'. El tratamiento de las células con DEAE-D(81) permite suprimir la
centrifugación del inoculo con las células, obteniendo resultados equivalentes.

La práctica habitual es combinar dos o más de los métodos anteriormente citados; asi se
combina el tratamiento con DEAE-D y con cicloheximidaíl02), IDU y DEAE-DÍQ, ciclohexmiida y
centrifugación06* o citocalasina B y cortisona(11I>. En nuestro laboratorio hemos conseguido bastante
buenos resultados con la siguiente técnica1925: diluir el inoculo en tampón PBS (pH 7,2) con 100 mg/ml
de DEAE-D, añadir a un cultivo de células McCoy e incubar durante 2 horas en agitación continua a
37°C, posteriormente, y tras lavar dos veces, añadir cicloheximida a una concentración final de 2 mg/ml
en MEM de Eagle adicionado con un 10% de suero fetal bovino.

Tras la realización de técnicas de aislamiento sobre cultivos celulares y con objeto de confirmar
el aislamiento de una cepa de Chlamydia debemos recurrir a técnicas tales como May-Grünwald
Giemsa o IFD. También se suele utilizar la técnica de placas de üsis(83) que presenta la ventaja de
posibilitar la clonación de la cepa al mismo tiempo que se intenta su aislamiento, pues la capa de agar
noble que se coloca sobre el tapiz celular impide la difusión de las clamidias tras la has celular.
Mediante el colorante rojo neutro podemos teñir a todas las células vivas, no captando dicho colorante
las células muertas, esto es, las placas de lisas. Una ventaja importante de esta técnica es la posibilidad
de titular a difertentes cepas, siempre y cuando éstas sean lítícas, en unidades formadoras de placas
(UFP). El principal inconveniente, sobre todo en casos de aislamientos, es la necesidad de confirmar,
fundamentalmente por IFD, la presencia de Chlamydia y no de un virus utico.

Una vez que se ha conseguido el aislamiento de Chlamydia, ú se desean realizar sucesivos
pases, es conveniente la aplicación de ultrasonidos para romper las células infectadas, ya que esta
técnica ha demostrado^70' obtener 10 veces más microorganismos, tras tres pases sucesivos, que la
técnica clásica de rotura con microesferas de vidrio.
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V.2.- Diagnóstico indirecto.

£1 diagnóstico indirecto trata de detectar la traza inmunitaria dejada en el animal por el
padecimiento de la infección, y esta basado tanto en la detección y cuantificación de anticuerpos
específicos como en la puesta en evidencia de una reacción inmunitaria de base celular.

V.2.I.- Diagnóstico serológico.

Este es el método de diagnóstico indirecto más utilizado, ya que ante la infección clamidial se
va a producir una importante respuesta inmune humoral, principalmente ante dos tipos de antigenos: el
LPS, común a todas las especies clamidiales, y contra antígenos proteicos que en su mayor parte son
específicos de especie o de serotipo. Las técnicas aplicadas para la detección y cuantificación de
anticuerpos se agrupan en tres tipos: reacción de fijación del complemento, inmunofluorescencia
indirecta y técnicas tipo ELISA.

V.2.1.1.-Reacción de fijación del complemento (RFC).

Es la prueba serológjca más ampliamente utilizada hasta el momento, empleando como
antigeno el LPS, obtenido generalmente a partir de embriones de pollo infectados mediante extracción
con éter y cloroformo'421. Con este antígeno es imposible diferenciar especies dentro del género
Chlamydia.

A pesar de que esta técnica es de indudable utilidad para estudios epidemiológicos de la
clamidiosis(27), y tiene la ventaja de que puede ser utilizada con cualquier especie animal, presenta una
serie de inconvenientes importantes: en primer lugar la existencia de sueros con poder
anticomplementario o de sueros hemolíticos, lo que da lugar a sueros no interpretables; la imposibilidad
como hemos señalado anteriormente de detectar anticuerpos específicos por debajo del nivel de
género; obtención de resultados muy variables dentro del mismo colectivo, en el caso de mamíferos, lo
que hace que se recomiende para estudios a nivel de positividad del rebaño y no del individuo(85); y
finalmente el presentar graves problemas de sensibilidad cuando se trabaja con animales con títulos
bajos o en rebaños vacunados(67). Por todas estas razones esta técnica está siendo sustituida a nivel de
laboratorio por las dos siguientes técnicas descritas a continuación.

En el caso de infección por C. pneumoniae, los resultados positivos se dan sólo en a infección
primaria y generalmente se pierde este carácter en las reinfecciones, por lo que cuando se da una
fijación positiva, siempre se tiende a considerarla como debida a infección por C. psittaci.

V.2.I.2.- Inmunofluorescencia indirecta (DTE).

Las técnicas IF1 son más sensibles y específicas que la RFC(67 9I), posibilitando la detección de
pequeñas concentraciones de anticuerpos en el suero, permitiendo además la diferenciación
interespecífica e intraespecífica1^. A pesar de sus excelentes resultados presenta algunos problemas,
como son que se trata de una técnica relativamente larga y de difícil adecuación para procesar un
número muy elevado de muestras, y que entraña la dificultad de presentar subjetividad en la lectura de
los resultados, necesitándose personal especializado bien entrenado*24* . Este último inconveniente se
agrava al no disponer en la actualidad con antígenos suficientemente standardizados, obteniendo cada
laboratorio los suyos propios, ya sea a partir de embrión de pollo o de cultivos celulares, presentando
estos últimos unos mejores resultados0"1. Un aspecto más a resaltar, es que los resultados de la RFC y
de la IFI no son siempre superponíbles, existiendo en ocasiones amplias divergencias^. Esto se debe a
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que en ambas no intervienen las mismas fracciones antigénicas ni las mismas clases de
inmimnglnhnlina.tr"

V.2.1.3.- Técnica EUSA.-

La técnica ELISA es la prueba serológica que se está imponiendo en la actualidad debido a sus
buenos resultados de sensibilidad y especificidad, superiores a RFC y comparables a los de M ^ ; y
sobre todo a sus grandes posibilidades de automatización, desde la dilución de los sueros a la lectura de
los resultados, esta característica lo hace muy adecuado para aplicarlo a cantidades muy grandes de
muestras, además de que la interpretación de los resultados es completamente objetiva al ser leídos por
espectrofotometria(89) .La técnica ELISA permite diferenciar entre IgG e IgM^, y así evaluar la
antigüedad del proceso infeccioso.

El origen del antígeno utilizado en estas técnicas es variable según los autores, ya que se ha
usado tanto LPS procedente de clamidias cultivadas en células^, como antígeno comercial para
RFC<56) o placas antigenadas comerciales para C. trachomatism. Un antígeno muy utilizado
actualmente es el constituido por cuerpos elementales de C. psittad parcialmente purificados por
centrifugaciones diferenciales en gradientes de Renografin. En este tipo de antígeno los principales
determinantes antigénicos reconocidos son los de naturaleza proteica frente a los específicos del
LPS1251, esto es lógico ya que en los cuerpos elementales intactos el LPS se presenta localizado
mayoritariamente en la cara interna de la membrana clamidial(92). Por esta característica, cuando se
utilizan167' varias cepas diferentes como antígenos los valores obtenidos con el mismo suero varían
significativamente.

Para finalizar este capítulo, hemos de decir que muchos casos diagnosticados de psitacosis, son
en realidad ocasionados por C. pneumoniae; esto es debido a que para el diagnóstico serológico, se
emplea un antígeno de género, común a ambas especies, por lo que para evaluar la situación real se de-
be emplear una técnica de nñcrommunofiuorescencia utilizando un antígeno tipo específico.

Muchos aficionados a los pájaros, palonñstas, etc., pueden desarrollar un proceso pulmonar
mediado inmunológicamente, bajo forma de una ah/eoHtis de origen alérgico, debido a la continua
inhalación de antígenos aviares.

La interperetación de los resultados serológicos en estos sujetos es compleja, dado que con
frecuencia presentan una alta tasa de inmunoglobuKnas con gran cantidad de anticuerpos contra mu-
chos antígenos, como consecuencia de la complejidad inmunológica del proceso. Además, es también
frecuente la sensibilización frente a antígenos del huevo, lo que complica el diagnóstico de la clamidio-
sis, ya que la mayoría de los antígenos están preparados a partir del cultivo del agente en saco vitehno,
lo que puede ocasionar falsos positivos debido a anticuerpos dirigidos contra estos antígenos, y no
contra los de Chlamydia.

VL TRATAlVfTFNTO.

La recuperación de un ave infectada requiere de un sistema inmune plenamente competente
mientras el tratamiento pone freno a la infección. Asi, para el tratamiento de una infección aguda es ne-
cesario(32) no sólo la administración de la dosis terapéutica del antibiótico específico (tetraciclma, doxi-
cichna), sino también de cuidados de apoyo tales como fluidoterapia, mantenimiento en ambiente cali-
do y administración de protectores hepáticos para ayudar a la detoxificación de este órgano.



vn.

Los términos control y erradicación se emplean a menudo con poca exactitud. Las definiciones
correctas serían las de Andrews y Langmuir (I963)<1}, modificadas por Yekutiel (1980)<124): "control es
¡a reducían intencionada de ¡a prevaJenda de una enfermead específica hasta niveles relativamente
bajos, aunque la transmsián se de con suficiente frecuencia como para impedir su desaparición; la
erradicación es lo mismo pero llevado al punto de ausencia continuada de transmisión dentro de una
zona específica, mediante una campaña limitada en el tiempo".

La erradicarán de la clamidiosis no es una cuestión factible, debido al amplio rango de hospe-
dadores reservónos, tanto para el hombre como para las especies domésticas. Cuando empleamos el
término control con relación a la clamidiosis, hemos de referimos a una especie hospedadora en con-
creto. Dado que la clamidiosis humana es, casi siempre, adquirida a partir de fuentes aviares, nos co-
rresponde a los veterinarios un indudable papel en su prevención, tanto en los portadores como en la
especie humana.

Por lo que respecta a la legislación referente a este punto, la O.LE., en el "Código zoosanitario
internacional'*2' incluye a k psitacosis-homitosis entre las enfermedades de la lista B, que designa la
lista de enfermedades transmisibles que se consideran importantes desde el punto de vista socioeco-
nómico y/o sanitario a nivel nacional y cuyas repercusiones en el comercio internacional de animales
y productos de origen animal son considerables. Estas enfermedades son por lo general objeto de
informe anual, aunque en algunos casos, pueden ser objeto de informes más frecuentes, y establece
en el capítulo 3.6.4, destinado a k psitacosis-hornitosis, que Las administraciones veteriarias de los
países libres de psitacosis-hornitosis pueden prohibir la importación o el tránsito por su territorio,
procedentes directa o indirectamente de países que se consideren infectados de psitacosis-hornitosis,
de aves de la familia Psitácidas. (Artículo 3.6.4.1); además, las Administraciones veterinarias de los
países importadores deberán exigir: para las aves psitácidas la presentación de un certificado zoo-
sanitario internacional en el que conste que las aves:

1) no presentaron, el día del embarque, ningún signo clínico de psitacosis-hornitosis.

2) permanecieron bajo supervisión veterinaria durante los 45 días anteriores al embarque y fueron
sometidos a un tratamiento de clortetraciclina contra la psitacosis-hornitosis.

La legislación aplicable en nuestro país se comtempla entre otras, en las siguientes disposicio-
nes:

• Decreto de 24 de abril de 1975 n° 1119/75 del M° de Agricultura, BOE de 28 de mayo(U), sobre
A utorización y registro de núcleos zoológicos, establecimientos para la práctica de la equitación y
centros para el fomento y cuidado de los animales.

• Orden de 28 de julio de 1980 del M° de Agricultura, BOE de 11 de septiembre021, que desarrolla el
Decreto anterior (de 24.04.75).

• R.D. 1316/1992, de 30 de octubre, BOE de 1 de diciembre03*, por el que se establecen los contro-
les veterinarios y zootécnicos aplicables en los intercambios intracomunitarios de determinados
animales vivos y productos con vistas a la realización del mercado interior. En este R.D. se reco-
gen las disposiciones comunitarias de las Directivas 90/425 de 26 de juno, y 92/60, de 30 de junio.
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• R.D. 1317/1992, de 30 de octubre, BOE de 5 de diciembre'14', por el que se establecen las condi-
ciones de sanidad animal aplicables a los intercambios intracomunítarios y las importaciones de
aves de corral y de huevos para incubar procedentes de países terceros. En este R.D. se recoge lo
indicado por la Directiva Comunitaria 90/539 de 15 de octubre referente a estos aspectos, especifi-
cándose las coodicmes de control de una serie de enferemdades, que deben figurar en los programas
sanitarios con vistas a la autorización de una granja (salmonelosis -S. pullorum-gallinarum, S. ari-
zonae-, nñcoplasmosis -M. gallisepticum, M. melegridis-).

• R.D. 1430/92 del M° de Agricultura Pesca y Aumentación (MAPA), de 27 de noviembre, BOE de
16 de enero de 1993<I5) y R_D. 2022/93 de Presidencia del Gobierno, de 19 de noviembre, BOE de
5 de enero de 1994<16), que recogen la legislación comunitaria reflejada en las Directivas del Consejo
90/675 de 10 de diciembre de 1990 y 91/496 de 15 de juHo de 1991, referente a regulación de los
principios relativos a la organización de los controles veterinarios de identidad de los animales y de
los productos respectivamente, que se introduzcan en la Unión Europea, procedentes de Países
Terceros. Se establece que en los Puestos de Inspección Fronteriza (P.LF.) autorizados al respecto,
para la introducción en la Comunidad de animales vivos y productos de origen animal, se disponga
de los Servicios Veterinarios adecuados para llevar a cabo el Control Sanitario de los mismos, de tal
forma que a la llegada al P.LF., el Veterinario realiza una inspección, tanto documental como física
y de identidad de la partida, emitiendo posteriormente un Certificado que permite la ubre circulación
de la misma por cualquier estado miembro de la UE, si reúne todas las exigencias que se establecen
en las Normativas anteriormente reseñadas; en caso contrario, no se autoriza la entrada, o bien se
establecen medidas sanitarias complementarias en destino (cuarentenas, análisis, etc.) o bien se envía
a sacrificio o destrucción.

• R.D. 1881/1994, del MOPA, de 16 de septiembre, BOE de 18 de octabK(17), por el que se estable-
cen las condiciones de policía sanitaria aplicables a los intercambios intracomunitarios y a ¿as
importaciones procedentes de países terceros, de animales, esperma, óvulos y embriones no so-
metidos, con respecto a estas condiciones, a las disposiciones contenidas en la sección Ia, del ane-
xo A del R.D. 1316/1992, de 30 de octubre*1**. En este R.D. aparece por primera vez mención ex-
plícita a las aves psitácidas, que son tratadas de modo particular en su artículo 7 referido a Condi-
ciones de policía sanitaria para los intercambios de aves, y en el que en su apartado 2, se indica
que, además de cumplir los requisitos generales para cualquier ave, las psitácidas deberán:

a) No proceder de una explotación ni haber estado en contacto con animales de una explotación en
la que se haya diagnosticado lapsitacosis (Chlamydia psittaci). La prohibición deberá durar, por
lo menos, dos meses, a partir del último caso diagnosticado y de un tratamiento efectuado bajo
control veterinario que se reconocerá con arreglo al procedimiento comunitario establecido.

b) Estar identificadas de conformidad con lo dispuesto en el párrafo c) del apartado 1 del artículo 3
delRD. 1316/1992.

c) Ir acompañados de un documento comercial visado por un veterinario oficial o por el veterinario
que se encuentre a cargo de la explotación o del comercio de origen y en quien la autoridad com-
petente haya delegado esta competencia.

En este R.D. se confiere a la psitacosis el carácter de enfermedad de declaración obligatoria,
junto con las de Newcastle y la nrflnen?a aviar, únicos procesos aviares que hasta entonces tenían este
carácter.
• R.D. 361/1995, del MOPA, de 10 de marzo, BOE de 13 de abril081, por el que se modifica el RD.

1317/1992, de 30 de octubre, por el que se establecen las condiciones de sanidad animal aplica-
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bles a los intercambios intracomurútarios y las importaciones de aves de corral y de huevos para

incubar procedentes de países terceros.

Este R.D. actualiza el de referencia, a la vez que introduce el contenido de la Decisión
92/340/CEE, relativo al control serológico para la detección de anticuerpos fíente a la enfermedad de
Newcastle en aves de corral y al aislamiento del virus en aves de matadero. Asi mismo se recogen las
modificaciones introducidas por las Decisiones de la Comisión 92/369/CEE, de 24 de junio, y
93/152CEE, de 8 de febrero.

A nivel de nuestra Comunidad Autónoma, encontramos el Decreto n° 14/1995, de 31 de mar-
zo, BORM de 21 de Abril(19), por el que se dictan normas para la ordenación sanitaria y zootécnica
de las explotaciones avícolas y salas de incubación en la Repon de Murcia.

VTfí. PERSPECTIVAS FUTURAS.

Dada la ubicuidad de C. psittaci entre las especies aviares y marrriferas, es indudable que hay
que hay un considerable potencial para descubrir nuevos síndromes asociados a la infección por este
microorganismo. Casi siempre habrá un ambiente contaminado, y la probabilidad de expresión de una
infección virulenta en un nuevo hospedador es muy aba.
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