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RESUMEN

Las infecciones zoondticas son una creciente amenaza para la salud mundial. Las
neumonias atipicas son causadas frecuentemente por patégenos zoonoticos como por
ejemplo Chlamydia; sin embargo, varias de estas especies bacterianas y sus
implicancias son ain poco conocidas.

El objetivo del estudio fue profundizar en el conocimiento eco-epidemioldgico de
las especies de Chlamydia de importancia médico-veterinaria presentes en la provincia
de Cordoba, Argentina.

Para tal fin, se implementaron técnicas serologicas y moleculares para la
deteccidn, cuantificacion y caracterizacion genética de Chlamydia en un amplio rango
de muestras humanas [individuos sanos (n=314), individuos con nexo epidemioldgico
asociado a psitacosis (n=44) y animales [aves silvestres (n=505), aves en cautiverio
(n=288), reptiles (n=30), equinos (n=30)].

La especie de Chlamydia méas frecuentemente detectada en humanos fue C.
pneumoniae, seguida de C. pecorum y C. psittaci. También se detectaron co-
infecciones. Este hallazgo no pudo asociarse al sexo, edad, cuadros clinicos especificos,
patrén estacional, ni especie aviar de contacto. Sin embargo, la neumonia atipica fue el
cuadro clinico mas fuertemente asociado al hallazgo de estos agentes y las infecciones
mixtas estuvieron asociadas a mayor cuantificacion bacteriana y a una exacerbacion del
cuadro clinico, llevando a la hospitalizacion de los pacientes, quienes requirieron
cuidados intensivos.

Se demostrd que la prevalencia de anticuerpos neutralizantes anti-Chlamydia en
individuos sanos fue mas baja (14,3 %, con titulos neutralizantes < 20), que en aquellos
pacientes con nexo epidemioldgico asociado a psitacosis (68,2 %, con neutralizantes >
80), quienes en su mayoria relataron contacto con aves. Ademas, se evidencidé una
exacerbacién de la respuesta inmune (titulos de 1gG: 512-4096) en trabajadores de un
centro recreativo en contacto rutinario con reptiles infectados con C. pneumoniae. En
reptiles, no se hallaron las especies C. psittaci y C. pecorum.

En aves en cautiverio no sélo se logro identificar la tradicionalmente estudiada C.
psittaci, sino también se hallo en mayor frecuencia y por primera vez C. pneumoniae, C.

pecorum e infecciones mixtas. La mayor concentracion de ADN bacteriano se hallo en
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muestras con infecciones con mas de una especie de Chlamydia. Si bien, no
encontramos una asociacion significativa entre el nivel de excrecion, la especie de
Chlamydia involucrada en la infeccién y el tipo de hospedador, la especie Pheucticus
aureoventris (Passeriformes), de amplia distribucion en nuestra region, present6 mayor
carga bacteriana. Asimismo, se identifico una nueva especie, C. gallinacea, en aves del
orden Passeriformes, cuyo rol patogénico se desconoce. En las aves silvestres
analizadas no se detectd la presencia de Chlamydia, lo que sugiere que la interrupcion
de la preservacion ecoldgica y ambiental en las aves podria ser la causa de la excrecion
de Chlamydia.

En equinos asintomaticos y con signos de conjuntivitis se hallé unicamente C.
pneumoniae. También se hallé C. pneumoniae en las especies Suricata suricatta y en
Atelerix albiventris asintomaéticas.

En todos los casos la administracion de antibidticos especificos logré erradicar la
infeccion. Por lo que la deteccidn precoz y especifica de estas bacterias es importante
para un mejor manejo clinico-terapéutico.

La caracterizacion genética revel6 la presencia de C. pneumoniae genotipo A en
muestras de humanos, reptiles, aves y mamiferos no humanos cuyas secuencias
estuvieron estrechamente asociadas entre si. Sin embargo, C. pneumoniae genotipo B
fue hallada en equinos. Sorprendentemente, C. psittaci genotipo WC, previamente solo
reportado en mamiferos rumiantes, se hall6 en aves y humanos. También se detectaron
en menor frecuencia los genotipos E/B y A. Este nuevo hallazgo sugiere que los
animales pueden representar una fuente de origen subestimada de C. psittaci o que las
aves pueden dispersar cepas asociadas a mamiferos; como consecuencia, la clasificacién
de los genotipos de C. psittaci deberia ser revisada.

El hallazgo de C. pneumoniae y C. pecorum en humanos con enfermedad
respiratoria y la deteccidn de estas bacterias en animales de compafiia incautados en
domicilios particulares plantea la existencia de posibles ciclos zoon6ticos. Por lo tanto
surge la necesidad de empezar a considerar la inclusion de estas bacterias en el
diagnostico diferencial de las infecciones respiratorias en nuestra region. Ademas
nuestros resultados destacan la necesidad de implementar normas de bioseguridad

laboral en el personal en contacto con animales y de controles méas estrictos sobre la
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tenencia y comercializacion de aves y nuevos animales de compaifiia, con el objeto final
de mitigar su diseminacion.

Los resultados aqui presentados son los primeros registros de estos patdégenos en
animales locales y amplian el conocimiento previo acerca de la abundancia de
Chlamydia en el reino animal.

Estos resultados avalaron el decreto de ley provincial de tenencia y
comercializacion de animales, promovido por la Secretaria de Ambiente de la Provincia
de Cordoba.

Palabras claves: Chlamydia psittaci; Chlamydia pneumoniae, Chlamydia

pecorum; seroprevalencia; deteccion molecular, caracterizacion genética.
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SUMMARY

Zoonotic infections are a growing threat to global health. Atypical pneumonias are
often caused by zoonotic pathogens such as Chlamydia. However; very little is known
about chlamydial infections and their implications in our region

The aim of this study was to enhance the eco-epidemiological knowledge of
Chlamydia species in the province of Cérdoba, Argentina.

Serological and molecular techniques were implemented for the detection,
quantification and genetic characterization of Chlamydia from a wide range of human
samples [healthy individuals (n = 314) and individuals with suspected human psittacosis
(n = 44) as well as animal samples [wild birds (n = 505), captive birds (n = 288),
reptiles (n = 30), horses (n = 30)].

C. pneumoniae was the most frequently detected species in humans, followed by
C. psittaci and C. pecorum. Co-infections were also detected. We did not find associated
with sex, age, specific clinical conditions, seasonal pattern, or avian contact. However,
atypical pneumonia was the main clinical manifestation associated with these agents.
Mixed infections were associated with increased DNA quantification and an
exacerbation of clinical symptoms, leading to hospitalization of patients who required
intensive care.

Prevalence of neutralizing anti-Chlamydia antibodies in healthy individuals was
lower (14.3%, titles <20) than in patients with suspected human psittacosis (68.2%,
titles > 80); most of the latter reported contact with birds. Workers of a recreation
centre, who had regular contact with infected C. pneumoniae reptiles, had an
exacerbated immune response (512-4096 titles 1gG). The reptiles were negative for C.
psittaci and C. pecorum.

In captive birds not only the traditionally studied C. psittaci was identified, but
also C. pneumoniae, C. pecorum and mixed infections were described for the first time.
The highest DNA concentration was found in samples with co-infections. Although we
did not find a significant association among the level of excretion, Chlamydia species
involved in the infection and host type, the species Black-backed grosbeak (Pheucticus
aureoventris, Passeriformes), which is widely distributed in the region, showed higher

bacterial load. Another remarkable finding was the first detection of C. gallinacea in
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birds of the order Passeriformes in our region, whose pathogenic role is unknown.
Chlamydia was not detected in wild birds, suggesting that disruption of ecological and
environmental preservation in birds could be the cause of Chlamydia excretion.

In healthy horses and others with conjunctivitis, only C. pneumoniae was found.
This species was and also found in Suricata suricatta and asymptomatic Atelerix
albiventris.

In all cases, the administration of specific antibiotics was enough to eradicate the
infection. The early and specific detection of these bacteria was important for clinical
and therapeutic management.

Genetic characterization revealed the presence of C. pneumoniae genotype A in
human samples, as well as in reptile, bird and non-human mammal samples. However,
C. pneumoniae genotype B was found in horses. Surprisingly, C. psittaci genotype WC,
which was previously reported only in ruminant mammals, was here detected in birds
and humans. Genotypes E/B and A were also detected, but with lower frequency. This
new finding suggests that birds can be an underestimated source of C. psittaci or that
they can disperse strains associated with mammals; hence, the classification of C.
psittaci genotypes should be reviewed.

The finding of C. pneumoniae and C. pecorum in humans with respiratory disease
and in companion animals collected from houses suggests the existence of a zoonotic
cycles and the need to consider the inclusion of these bacteria in the differential
diagnosis of respiratory infections in our region. Our results also highlight the need to
implement biosecurity measures to protect the personnel in contact with animals, as
well as strong controls of the possession and sale of birds and pets with the ultimate aim
of mitigating bacterial spread.

These results are the first records of the presence of these pathogens in local
animals and help us improve our understanding on the abundance of Chlamydia in the
animal kingdom.

These results supported the provincial decree-law promoted by the Ministry of
Environment of the Province of Cordoba about the possession and commercialization of
animals.

Keywords: Chlamydia psittaci; Chlamydia pneumoniae, Chlamydia pecorum;

Chlamydia gallinacea; seroprevalence; molecular characterization.

13



Eco epidemiologia de Chlamydia psittaci, C. pneumoniae y C. pecorum: Impacto en la
salud publica.

Biol. Maria Celia Frutos

1. INTRODUCCION

Los miembros de la familia Chlamydiaceae son bacterias gram-negativas
intracelulares obligadas exdgenas, originalmente fueron consideradas como protozoo y
luego como virus, debido a su pequefio tamafo, su supuesta incapacidad de producir
adenosina trifosfato (ATP) y por su estricto parasitismo intracelular. Estudios de
secuencias de genes de acido nucleico ribosomal (ARNr) confirmaron que Chlamydia
es una Eubacteria, que causa un amplio espectro de enfermedades en el hombre,

mamiferos no humanos, reptiles y aves (Longbottom y Coulter, 2003).

1.1 Taxonomia

La familia Chlamydiaceae consta de un unico género, Chlamydia y las
siguientes especies: Chlamydia muridarum, C. suis, C. trachomatis, C. psittaci, C.
pneumoniae, C. pecorum, C. felis, C. caviae, C. abortus (Kuo et al, 2011).

Nuevas especies han sido recientemente descriptas: C. ibidis (Vorimore et al,
2013) C. avium y C. gallinacea (Sachse et al, 2014), descriptas en aves Pelecaniformes,

Psittaciformes y Columbiformes, respectivamente.

1.2 Caracteristicas generales
1.2.1 Estructura antigénica y factores de virulencia

Los principales antigenos de Chlamydia estan presentes en la membrana externa,
la cual contiene el lipopolisacarido (LPS), proteina mayor de la membrana externa
(MOMP) y otras dos proteinas ricas en cisteina (PRC): una proteina de envoltura de
62Kd y una lipoproteina de 12Kd (Fig. N° 1). Tanto la MOMP como el LPS, son los
componentes antigénicos mas importantes.

El LPS es un antigeno termoestable comdn a todos los miembros de la
familia Chlamydiaceae. Nguyen et al 2011, establecieron la relacion del LPS como
factor de virulencia en Chlamydia, ya que en su ausencia, las Chlamydia no pueden

realizar la transicion de Cuerpo Reticulado (CR) a Cuerpo elemental (CE).
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El LPS produce reaccion cruzada en las pruebas seroldgicas, no solo entre los
distintos miembros de la familia Chlamydiaceae, también con algunos LPS de
enterobacterias.

La MOMP es la principal proteina de membrana externa, representa el 60 % del
peso seco de la membrana de Chlamydia. Es el antigeno dominante en C.
trachomatis y C. psittaci, por estar expuesta en la superficie de la membrana. Por el
contrario en C. pneumoniae, la MOMP tiene baja capacidad inmunogénica, debido a la
existencia de una proteina de 54 kDa, denominada proteina polimérfica de la membrana
externa (PMP) especifica de esta especie que presenta una localizacion mas externa que
MOMP. La topologia proteica de MOMP consta de 5 dominios transmembranarios
conservados (CDI-V) y 4 dominios variables (VDI-IV) que estan expuestos en la
superficie externa. Las mutaciones en esta proteina estdn relacionadas con las
estrategias de evasion del sistema inmune. Las proteinas juegan un papel importante en
la diversificacion antigénica para escapar del sistema inmune del huésped.

La MOMP es el antigeno especifico de especie elegido en las pruebas directas de

deteccion.

‘.ﬂ."‘.ﬂ.‘"”ﬁ

PRC I

L R L A e externa

Capa
proteica

i VLU TEIC AL UECLLLAY ""n_' 1 Membrana
M WREKEERTLRURET () N LI YLLE _llj a'..».!.;- interna

Fig. N° 1: Estructura de la pared celular de Chlamydia (tomado de Alonso et al, 2012) .
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1.2.2 Caracteristicas moleculares

El genoma de varias especies de Chlamydia ha sido ampliamente estudiado
desde 1998 lo cual ha permitido profundizar en el conocimiento de sus caracteristicas
moleculares (Bush y Everett, 2001; Kalma et al, 1999; Read et al, 2000; Read et al,
2003; Marakova et al, 2000; Mitchell et al, 2010; Mojica et al, 2011; Schofl et al, 2011;
Shirai et al, 2000; Thomson et al, 2005; Voigt et al, 2011).

El genoma cromosomico tiene desde 1.042.519 pares de bases (pb) en la especie
C. trachomatis a 1.230.230 pb en C. pneumoniae. La reduccion en el tamafio del
genoma de algunas especies de Chlamydia es el resultado de la pérdida de genes. Las
mutaciones puntuales y la pérdida de genes se consideran los Unicos mecanismos de
divergencia entre las Chlamydia (Stephens et al, 2009).

El contenido de genes y su orden (Sintenia) son extremadamente altos en estas
bacterias. EI 80 % de los genes son conservados y presentan el mismo orden de genes
en las diferentes especies de Chlamydia, como por ejemplo, C. trachomatis, C.
pneumoniae, y C. abortus.

El genoma de Chlamydia codifica para 875 proteinas, que son necesariamente

expresadas, de las cuales 70 aproximadamente son proteinas exclusivas de cada especie.

1.2.3 Plasmido Criptico

Algunas especies de Chlamydia presentan un plasmido extracromosomal de
aproximadamente 7.500 pb, lo que sugiere que no son necesarios para el crecimiento,
sin embargo aln se desconoce su funcionalidad.

Los plasmidos de Chlamydia tienen 22 pares de bases repetidas en tandem en la
region intergénica entre ORF1 y ORF8. Todos los plasmidos aislados de humanos y
animales son similares y presentan solo el 1% de variacion en la secuencia de
nucledtidos.

Si bien el nimero de copias de plasmido no se ha determinado con precision, por
métodos isotdpicos se sugiere la presencia de entre siete y diez copias de plasmido por

cromosoma bacteriano (Palmer y Falkow, 1986; Tam et al, 1992).
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Las cepas de C. psittaci aisladas de aves Galliformes y Psittaciformes presentan
plasmido criptico, sin embargo no todas las cepas de C. psittaci presentan plasmido
(Storni et al, 2006).

C. pneumoniae N16, aislada de equinos, es la Unica cepa de esta especie
bacteriana que presenta plasmido criptico (Pickett et al, 2005).

En cepas de C. pecorum de ganado bovino y de marsupiales se detecto la
presencia de plasmido. Estos plasmidos, muestran hibridacion cruzada y son distintos en
su secuencia a los detectados en cepas C. psittaci y C. trachomatis (Hugall et al, 1989).

No todas las cepas de C. pecorum presentan plasmido, las cepas aisladas de

rumiantes y de ganado porcino, no tienen plasmido (Anderson et al, 1996).

1.2.4 Ciclo de Vida

Chlamydia experimenta un ciclo de desarrollo bifésico Unico, durante el cual se
pueden hallar dos morfologias distintas: como CE o como CR (Fig. N° 2).

El CE es extracelular, de pequefio tamafio (300 nm de didmetro) y representa la
particula infectiva y el CR es no infeccioso, de mayor tamafio (500 + 1600 nm),
metabdlicamente activo e intracelular.

El ciclo de desarrollo se inicia con la endocitosis mediada por receptores de
naturaleza proteica o glucosaminoglucanos, de los CE por las células eucariotas. Los CE
quedan dentro de vacuolas intracitoplasmaticas denominadas Inclusiones, las cuales no
se fusionan a los lisosomas debido a un cambio en la membrana de los CE que bloguean
este evento. Estas modificaciones no afectan a la MOMP.

Transcurridas 8 horas desde el ingreso de los CE a la célula, los mismos se
diferencian y se transforman en CR. Los CR se multiplican por fision binaria
expandiendo el tamafio de la inclusion. A las 24 + 48 h, dependiendo de la especie, los
CR se transforman en CE, metabdlicamente inactivos e infecciosos. Luego de 72 horas
post-infeccion, los CE son liberados por lisis celular para infectar las células vecinas
(Fig. N° 2).

Los CE se caracterizan por su resistencia a los factores fisicos y quimicos en el
medio extracelular. Esta resistencia es una consecuencia de la rigidez de la envoltura,

que es osmoticamente estable y poco permeable, y también es una consecuencia de la
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reducida area superficial de los CE en comparacién con la de los CR. Por lo tanto, los
CE se encuentran bien adaptados para la supervivencia extracelular prolongada, que en
el caso de los agentes patdgenos de origen animal, puede significar muchos meses fuera

del huésped natural.

Lisis LSt CE Endocitocis
celulary C—
liberacion 2 - Nucleo
de los CE = “
(i - Los CE se
48-12 0 convierten en
TR CR
24.48 Horas 3
6-10
\ 18-24 10-18 7
LosCRse [/ 2 /
diferencian | Z5 Los CR se multiplican
en CE por fision binaria

Fig. N° 2: Ciclo de Vida de Chlamydia (Tomado de Longbottom y Coulter, 2003).

1.3 Importancia Zoonética

Las infecciones zoondticas son una creciente amenaza para la salud mundial.
Chlamydia es el microorganismo mas frecuente en el reino animal (Jones et al, 2008),
infectando mamiferos no humanos, reptiles y aves, causando una amplia gama de
enfermedades. Varias de estas especies bacterianas son transmisibles al hombre (Fig. N°
3) y de importancia para la salud publica.

C. abortus y C. psittaci son causales de abortos y psitacosis, respectivamente, en
los humanos. Las enfermedades causadas por estos dos microorganismos en los
animales, y sus aspectos zoono6ticos, se encuentran bien documentados (Beeckman y
Vanrompay, 2009; Essig et al, 1995; Harkinezhad et al, 2009a; Longbottom y Coulter,
2003; Moroney et al, 1998; Pannekoek et al, 2010; Vanrompay et al, 1995) sin embargo
el potencial zoondtico de las restantes especies de Chlamydia, se encuentran en estudio

en la actualidad.
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Fig. N° 3: Potencial zoonético de los patdgenos animales (Tomado de Longbottom y
Coulter, 2003).

1.4 Diagnostico

El diagnostico diferencial de las Chlamydia es un tema de discusion entre los
investigadores. Numerosos estudios han demostrado una pobre correlacion entre los
resultados obtenidos por cultivo, serologia y técnicas de biologia molecular (Normann
et al, 1998, Hyman et al, 1995; Verkooyen et al, 1998; Wellinghausen et al, 2006),
mientras que en otros estudios esta correlacion mejora (Boman et al, 1997; Thom et al,
1994). Estos resultados contradictorios indican la necesidad de definir con precision la
fase de infeccion o el tiempo en el que se obtiene la muestra, para saber qué técnica de
referencia debe ser utilizada en cada caso o qué técnica ofrece el diagnostico mas

preciso. En la fig. N° 4 se representa la dindmica de aparicion de los anticuerpos y
marcadores moleculares especificos.
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Titulo de anticuerpos

€ Infeccitn

Periodo de incubacién ~ 3sem. 6sem. Tiempo
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Fig. N° 4: Dindmica de la aparicion de titulos de anticuerpos y marcadores moleculares

para ser detectado por técnicas de serologia o de PCR (Tomado de Hvidsten, 2009).

El resultado de la prueba dependera de la eleccion del método de diagndstico. En
fase 1 las técnicas de biologia molecular es el método de eleccion para el diagnostico
diferencial, mientras que los anticuerpos de tipo IgM aparecen semanas mas tarde de la
aparicion de la enfermedad. Las técnicas de biologia molecular pueden resultar
negativas después de transcurridos algunos meses (fase 3).

En la fase 2 es posible el diagnostico por serologia, anticuerpos IgM pueden
estar presentes en el suero de fase aguda, mientras que anticuerpos de tipo 1gG pueden
alcanzar los niveles de deteccion 6-8 semanas después de la aparicion de la enfermedad.

Solo en la fase 2 el diagndstico puede realizarse por técnicas de biologia
molecular y/o técnicas de serologia.

En fase 3, la deteccidn de anticuerpos de tipo 1gG es recomendado, sin embargo
solo es confirmatorio de infeccion la seroconversion.

El aislamiento en cultivos celulares o huevos embrionados son las técnicas de
referencia, sin embargo, debido al tiempo necesario, la dificultad, el riesgo biolégico y a
la ausencia de disponibilidad de esta técnica en laboratorios de rutina, el cultivo no es

recomendado para el diagnostico.
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1.5 Chlamydia psittaci
1.5.1 Antecedentes

El primer registro de C. psittaci fue en el afio 1879 en Suiza, en una epidemia de
neumonia en humanos asociada con la exposicion a aves domésticas tropicales (Ritter,
1880; Harrison, 1989).

En 1892, Morange demostré que las aves Psittaciformes eran el reservorio y
denomind a la enfermedad como psitacosis, segun la palabra griega “psittakos” (loro)
(Morange, 1895).

En 1929-1930, una epidemia de psitacosis humana asociada a aves
Psittaciformes de Argentina, se registré en EE.UU. y Europa (Beeckman y Varompay,
2009). En 1939-1942 este agente fue aislado en aves Columbiformes en Sudéfrica y en
EE.UU. en Anseriformes y Galliformes (Harkinezhad et al, 2009a). En 1950-1980, se
registraron brotes epidémicos en trabajadores de la industria avicola en EE.UU. y
Europa (Grimes y Wyrick, 1991; Meyer, 1967). Desde 1990-2003, 935 casos de
psitacosis humana fueron informados en los EE.UU., la mayoria asociados con aves del
orden Psittaciformes y Columbiformes.

Actualmente, unos 100 casos de psitacosis son registrados cada afio en este pais,
con una mortalidad anual del 1% (Vanrompay et al, 2007).

En Argentina, los primeros casos clinicos de psitacosis fueron descriptos en
1929. En 1939, se produjo un brote epidémico asociado a la exposicion a aves
Psittaciformes y a partir de entonces se han reportado casos todos los afios. En 1977,
una epidemia comprendié 180 casos, de los cuales en 71 de ellos se confirmo el
diagnostico, registrdndose tres muertes. Estudios seroldgicos realizados en el periodo
1977-1981 determiné que el 41 % de las muestras presentaban conversion serolégica
contra C. psittaci. En la mayoria de los casos se observd una asociacion con aves

Psittaciformes (Planes et al, 1986).
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Segun el Organismo Internacional de Epizootia, psitacosis es una zoonosis del
grupo 3 (G1-G4) que causa enfermedad humana severa y puede dispersarse en la
poblacion (OIE, 2013). Es una enfermedad de notificacion obligatoria en muchos paises
(Ritchie et al, 1994), inclusive en el nuestro, por lo que los profesionales de la salud y
médicos veterinarios deben reportar todos los casos sospechosos al Ministerio de Salud
de la Nacion (Bennu, 2003). La tasa de casos sospechosos de psitacosis permanece entre
0,21-0,25 por 100.000 habitantes en los ultimos 5 afios (Sistema Nacional de Vigilancia
de Salud, SNVS).

Los ultimos brotes se registraron en las provincias de Neuquén, Mendoza,
Buenos Aires, Santa Fe, Jujuy, San Luis y Corrientes. En los Gltimos cinco afios en
Argentina se han reportado 918 casos de psitacosis, de los cuales se confirmaron 261,

principalmente en Santa Fe, Buenos Aires, Jujuy, Entre Rios y Cérdoba (SNVS).

1.5.2 Epidemiologia
1.5.3 Genotipos y Serotipos

C. psittaci comprende ocho serotipos, que se diferencian con anticuerpos
especificos (Andersen, 1991; Andersen, 1997; Vanrompay et al, 1993). Los serotipos se
corresponden con los genotipos obtenidos del analisis de gen ompA (Vanrompay et al,
1997). En el afio 2005 surge un nuevo genotipo de modo que hay actualmente ocho
serotipos y nueve genotipos (Geens et al, 2005).

Seis de los nueve genotipos (A-F; E/B) estan asociados con hospedadores
aviares (Pannekoek et al, 2010). EI serotipo A estd asociado principalmente con aves
del orden Psittaciformes, el genotipo B es endémico de aves Columbiformes, de baja
virulencia en Galliformes y también fue asociado a abortos en ganado bovino
(Harkinezhad et al, 2007).

Hospedadores especificos no han sido identificados para los serotipos C y D. El
serotipo C presenta baja virulencia en Anseriformes y Galliformes, mientras que el
serotipo/genotipo D es de alta virulencia en Galliformes, Charadriiformes y
Psittaciformes (Yin et al, 2013).
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El serovar/genotipo E fue aislado por primera vez a partir de casos de neumonitis
humanas y, posteriormente, ha sido identificado en una amplia variedad de especies de
aves (Galliformes, Columbiformes, Rheiformes, Anseriformes y Struthioniformes). El
serovar F también se lo asocia a aves Psittaciformes y Galliformes (Andersen, 1997;
Van Loock et al, 2005).

Un nuevo genotipo E/B ha sido descripto de Anseriformes y su denominacion se
corresponde a que presenta reactividad cruzada con los serovars E y B (Geens et al,
2005).

Los genotipos WC y M56 han sido aislados de epizootias en ganado bovino
(Bovidae) y roedores (Rodentia), respectivamente (Everett et al, 1999a).

Los genotipos A y D presentan mayor virulencia en aves y humanos, resultando
en una presentacion clinica mas exacerbada (Vanrompay et al, 1994; Gaede et al, 2008).
Sin embargo, todos los genotipos aviares son productores de enfermedad en los
humanos. Para los genotipos detectados en mamiferos se desconoce su potencial

zoonatico.

1.5.4 Patologia Humana (Ornitosis o psitacosis)

Transmision

La mayoria de las infecciones por C. psittaci en los seres humanos es debido a la
exposicion a aves infectadas. ElI contagio humano se produce por la inhalacion de
aerosoles de las secreciones de aves infectadas, por contacto directo o por el manejo de
productos derivados de éstas. La transmision de esta infeccidn de persona a persona no

esta confirmada (Harkinezhad et al, 2009a).
Signos Clinicos y Sintomas
El periodo de incubacion es de 5-14 dias. Esta bacteria puede producir una

infeccion asintomatica hasta neumonia grave y complicaciones clinicas por una

distribucién sistémica.
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Las personas sintomaticas por lo general tienen aparicion repentina de fiebre,
escalofrios, dolor de cabeza, malestar general y mialgias. Pueden desarrollar tos no
productiva que puede estar acompafiada de dificultad respiratoria. Disociacion pulso-
temperatura (fiebre sin aumento de la frecuencia del pulso) y esplenomegalia. En
ocasiones puede presentarse una erupcion no especifica.

Los hallazgos radioldgicos incluyen infiltrados lobulares o intersticiales.
Asimismo, han sido reportados sintomas no especificos gastrointestinales como
vomitos, dolor abdominal y diarrea. Las complicaciones que pueden presentarse, por
falta del tratamiento especifico, son miocarditis, endocarditis, encefalitis,
queratoconjuntivis, ictericia, linfomas oculares y fallas multiorganicas que
eventualmente producen la muerte del paciente.

En mujeres embarazadas puede manifestarse como neumonia, hepatitis,
insuficiencia renal, sepsis, parto prematuro y muerte fetal (Longbottom y Coulter,
2003).

Ocasionalmente la enfermedad es fatal pero con el tratamiento adecuado la

infeccidn es erradicable.

1.5.5 Diagnostico

El Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, 2010) define:

Caso confirmado de psitacosis: enfermedad clinica compatible con psitacosis y
confirmado por al menos uno de los siguientes analisis diagndsticos:
* Aislamiento de C. psittaci a partir de muestras respiratorias o sangre.
* Aumento de cuatro veces o mas de los titulos de anticuerpos tipo Inmunoglobulina G
(IgG) especificos contra C. psittaci por Fijacion del complemento (FC) o por
Microinmunofluoresencia (MIF), de sueros correspondiente a las fases aguda y
convaleciente.

Caso probable de psitacosis: clinica compatible con psitacosis y uno de los
siguientes resultados de laboratorio:
* Deteccion de anticuerpos tipo Inmunoglobulina M >32 (IgM) por FC o MIF en una
muestra de suero obtenido después de la aparicién de los sintomas.

* Deteccion del ADN de C. psittaci en una muestra respiratoria por PCR.
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El diagndstico de C. psittaci se establecio mediante el uso de métodos
serologicos en el que pares de sueros son analizados para deteccion de anticuerpos de
tipo IgG. Sin embargo, los anticuerpos detectados por FC también pueden resultar de la
infeccion por otra especie de Chlamydia.

Si la epidemiologia del paciente y la historia clinica indican un posible
diagnostico de psitacosis, ensayos de MIF pueden ser utilizados para distinguir la
infeccion por C. psittaci de la infeccion con otras especies de Chlamydia. Sin embargo
solo altos titulos de C. psittaci, es confirmatorio de la infeccidn por este agente, ya que
también presenta reactividad cruzada con C. pneumoniae, C. trachomatis y C. felis, por
lo que un titulo menor a un titulo de 128 debe interpretarse con precaucion.

Este agente infeccioso también se puede aislar de esputo, de liquido pleural, o de
sangre del paciente durante la enfermedad aguda y antes del tratamiento con agentes
antimicrobianos, sin embargo, el cultivo de C. psittaci se lleva a cabo por unos pocos
laboratorios debido a la dificultad técnica y problemas de seguridad bioldgica.

Las técnicas de biologia molecular (PCR, RT-PCR, secuenciacidn) permiten una
deteccion especifica de C. psittaci diferenciandolas de otras especies de Chlamydia y
permiten caracterizar los diferentes genotipos, sin embargo aun no han sido validadas

para su uso en muestras humanas (CDC, 2010).

1.5.6 Tratamiento

Las Tetraciclinas son los farmacos de eleccion para el tratamiento de pacientes
con psitacosis. La mayoria de las personas responden favorablemente a la terapia. El
tratamiento se recomienda durante al menos 10 a 14 dias.

La Eritromicina es la alternativa para los individuos para las cuales esta

contraindicada las Tetraciclinas (nifios de <9 afios y mujeres embarazadas).
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1.5.7 Patologia Aviar (Clamidiosis aviar, CA)

Transmision

Las aves constituyen el reservorio principal de transmision de C. psittaci, existen
mas de 465 especies de aves en las que se reportd C. psittaci, incluyendo ornamentales,
de corral, silvestres, acuéticas y urbanas.

Las aves enfermas eliminan esta bacteria en todas sus secreciones, las aves
asintomaticas pueden desarrollar la enfermedad por factores de estrés, hacinamiento,
destruccion de hébitat, captura y condiciones inadecuadas de comercializacion. Ademas
este agente patdgeno es bastante resistente a la desecacion y puede permanecer infectivo

por varios meses (Rodolakis y Yousef Mohamad, 2010).

Signos Clinicos y Sintomas

Para las aves enjauladas, el tiempo entre la exposicién a C. psittaci y la aparicion
de la enfermedad varia desde 3 dias hasta varias semanas. Sin embargo, las infecciones
latentes son comunes entre las aves y la enfermedad activa puede aparecer afios después
de la exposicion a Chlamydia.

Si bien las aves, por lo general, son persistentes asintomaticas u
oligosintomaticas, los cuadros clinicos mas comunes de Clamidiosis aviar (CA) afectan
a los sistemas respiratorio y digestivo de las aves. Los signos clinicos mas frecuentes
son anorexia, diarrea amarrillo-verdosa, dificultad respiratoria, sinusitis, conjuntivitis,
rinitis y en ocasiones, trastornos del sistema nervioso central. Sin embargo, estas sefiales
no son exclusivas de CA. En aves cronicamente infectadas pueden presentar cojera,
torticolis, opistdtonos, temblores y convulsiones.

Las lesiones en las aves infectadas en la necropsia no son lo suficientemente
caracteristicas para distinguir CA de otras enfermedades bacterianas aviar, y asimismo,
la presencia y extension de las lesiones depende de la virulencia de la cepa, la
susceptibilidad, la edad del ave, duracion de la infeccion y la presencia de otra
enfermedad concurrente. En la mayoria de los casos, las lesiones se limitan a bazo,

higado y sacos aéreos.
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Las aves pueden transmitir el agente patdgeno a sus crias. Los pichones son mas
susceptibles a la infeccion severa que las aves adultas y pueden morir en el nido o poco
después del abandono del mismo. Las aves que comparten el agua contaminada también
son susceptibles de infeccion, asi como los depredadores que comen los cadaveres
contaminados con C. psittaci (Vanrompay et al, 1995).

Los ectoparasitos como pulgas, acaros y piojos también han sido también
reportados como posibles vectores para la transmision de la enfermedad de un animal a
otro (Shewen, 1980).

Ciertas cepas de C. psittaci infectan ganado ovino, caprino y bovino, causando
infecciones cronicas en el tracto reproductivo, insuficiencia placentaria y abortos en
estos animales. Estas cepas de C. psittaci pueden transmitirse a las personas expuestas a
los fluidos del parto y de la placenta de estos animales infectados (Longbottom y
Coulter, 2003).

1.5.8 Diagnostico

ElI CDC define

Caso confirmado de CA: infeccion con C. psittaci sobre la base de al menos
uno de los siguientes resultados de laboratorio:
*Aislamiento de C. psittaci en una muestra respiratoria o de tejido de ave.
*Aumento de cuatro veces en el titulo serolégico entre dos muestras de suero de aves,
obtenidos al menos con 2 semanas de diferencia.
* PCR positiva en una muestra de tejido o hisopados.

Caso probable de CA: infeccion por C. psittaci en un ave con clinica
compatible con CA y al menos uno de los siguientes resultados de laboratorio:
*Un solo titulo alto seroldgico en una 0 mas muestras obtenidas después de la aparicion
de los signos de la enfermedad.
*Presencia del antigeno de C. psittaci identificado por Enzimoinumo ensayo (ELISA) o
Inmunofluroscencia indirecta (IFI) en heces, frotis de cloaca, exudados respiratorios u

oculares.
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Caso sospechoso de CA:

*Enfermedad clinica compatible con CA que esté vinculado epidemiologicamente a otro
caso (humano o ave), pero no confirmado por laboratorio.
*Infeccion asintomética en un ave con un titulo serolégico o la deteccion del antigeno
de Chlamydia.
*Enfermedad clinica compatible con CA que es sensible a la terapia antimicrobiana
especifica.

Un resultado positivo de laboratorio indica la presencia de la infeccion, incluso
en aves con ningun signo clinico de enfermedad. Un resultado negativo no asevera que
el ave no esté infectada, ya que las aves pueden eliminar el microorganismo de manera

intermitente.

1.5.9 Tratamiento

Existen diferentes métodos para el tratamiento de las aves con CA: Tetraciclinas
oral o parenteral. Y en esquemas terapéuticos en experimentacion con fluoroquinolonas
y macrdlidos de ultima generacion inyectable.

Los tratamientos deben administrarse por al menos 45 dias, para que sean
efectivos. Aunque estos protocolos suelen tener éxito, no existe un protocolo de
tratamiento Unico que garantice la eliminacion completa de la infeccion por C. psittaci

en todas las especies de aves.

1.6 Chlamydia pneumoniae
1.6.1 Antecedentes

En la década de 1980, s6lo se conocian dos especies de Chlamydia; C.
trachomatis y C. psittaci.

Por métodos de clasificacion basados en el andlisis de secuencias de ADN,
serologia, andlisis de restriccion de endonucleasas y estudios ultraestructurales de los
CE, permitié definir una nueva especie, denominada Chlamydia pneumoniae.

El primer aislamiento de C. pneumoniae fue la cepa denominada TW-183 en

1965, obtenida a partir de la conjuntiva de un nifio taiwanés que participé en un ensayo
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vacunal contra tracoma (Kuo et al, 1995). Sin embargo el rol del organismo como un
patdgeno humano no se definié hasta 1983, cuando se obtuvo el primer aislamiento
respiratorio (AR-39) en EE.UU., de un estudiante universitario con faringitis (Grayston
et al, 1986). En 1989, la cepa TWAR-183 se establecié como una tercera especie, C.
pneumoniae (Grayston et al, 1989).

Esta bacteria presenta una distribucion universal y es el agente responsable de
infecciones respiratorias en adultos y nifios, afectando al 70% de la poblacién en todo el
mundo al menos una vez durante su vida (Kuo et al, 1995).

La infeccidon se presenta en nifios de 5 a 14 afios de edad, la mayoria de los
adultos tienen evidencia seroldgica de infeccion pasada, sin embargo las reinfecciones
son comunes principalmente en personas de edad avanzada, ya que los anticuerpos
contra C. pneumoniae no protegen frente al desafio de una nueva infeccion.

C. pneumoniae constituye la tercera causa de Neumonias Adquiridas en la
Comunidad (NAC) en adultos, con frecuencias que fluctian entre 3,4 % y 15,0 %.
Actualmente, ha sido asociada a enfermedades cronicas como el Asma, Alzheimer,
Sarcoidosis, Esclerosis multiple, Sindrome de Guillain-Barre, Artritis Reactiva y
Aterosclerosis, Linfogranuloma, Enfermedad pulmonar obstructiva crénica, aunque
todavia estas relaciones son controvertidas entre los investigadores (Balin et al, 1998;
Cuffini et al, 2006; Grayston, 2000; Haidl et al, 1992; Hahn et al, 2012; Micillo et al,
2000; Shen et al, 2006; Sriram et al, 1998).

El SNVS reportd en los altimos cinco afios en Argentina, 1926 casos de
infecciones respiratorias agudas clinicamente diagnosticadas, de los cuales se

confirmaron 20 casos de C. pneumoniae, 14 de ellos en Céordoba (SNVS).

1.6.2 Epidemiologia
1.6.3 Biovariedades y Genotipos

La clasificacion en biovariedades se basa fundamentalmente en diferencias en
las secuencias nucleotidicas de los genes 16S rRNA, 23S rRNA, ompA y rango de
hospedero.

Las biovariedades: humana, equina y marsupial, cuyos hospederos naturales son

el hombre, los caballos y el koala respectivamente (Everett et al, 1999a), esta ultima
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también ha sido descrita en anfibios y reptiles del continente Australiano (Bodetti et al,
2002).

Los datos sobre la determinacion del genotipo de las cepas humanas y animales
de C. pneumoniae son limitados. Para los fines de genotipificacion se utiliza como
blanco a la region variable IV del gen ompA, por ser la region de mayor variabilidad
logrando caracterizar a 4 genotipos (Bodetti et al, 2002; Cochrane et al, 2005; Kutlin et
al, 2007).

El genotipo A, de distribucién cosmopolita, aislado en humanos y animales
(Reptilia y Amphibia). El genotipo B solo fue detectado en equinos (Equidae) en el
Reino Unido en 1990. El genotipo C fue aislado en cuadros respiratorios de marsupiales
(Marsupialia) y anfibios en Australia. EI genotipo D solo detectado en anfibios en USA
en el afio 2000 (Bodetti et al, 2002).

Debido a la similitud entre las secuencias humanas y animales, Mitchell et al,
2010 sobre la base de 21 regiones polimdrficas propuso que los aislamientos de C.
pneumoniae se corresponden a cinco genotipos (A-E). Estos cinco genotipos mostraban
una distribucion geogréfica distinta entre los aislamientos estudiados.

El genotipo A era comin entre los animales australianos. Genotipo B fue
detectado en los aislamientos africanos. El genotipo C de distribucion mundial era el
genotipo mas comunmente identificado. EI genotipo D era exclusivo de los aislamientos
indigenas australianos y el E era el genotipo de C. pneumoniae mas variable y
comprendia la Unica cepa detectada en equinos del Reino Unido. Sin embargo debido a

la dificultad y costo de este ensayo, esta clasificacion se la utiliz6 solo en este estudio.

1.6.4 Patologia Humana

Transmision

C. pneumoniae se trasmite de persona a persona por gotitas o fomites al
estornudar o toser, por lo que constituye un patdégeno de gran capacidad de dispersion
(Rodolakis y Yousef Mohamad, 2010). No esta confirmada la transmision de animal a

humano y viceversa.
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C. pneumoniae comienza infectando las células epiteliales de las vias
respiratorias y monocitos. La capacidad de infectar monocitos posibilita la diseminacion
a localizaciones anatémicas alejadas del aparato respiratorio.

No existe variacion estacional en la incidencia de esta infeccion; se puede
presentar en forma epidémica o endémica. Las epidemias afectan al 60 % al 80 % de la
poblacién, predominan en personas jovenes y en particular en comunidades cerradas.

Inicialmente C. pneumoniae fue considerado un patégeno exclusivamente
humano; sin embargo, varios estudios demostraron que esta bacteria también causa
infecciones oculares, respiratorias y urogenitales en una amplia variedad de especies
animales, incluyendo koalas (Phascolarctidae), equinos, anfibios y reptiles (Berger et al,
1999; Bodetti et al, 2002; Cochrane et al, 2005; Hotzel et al, 2001; Jacobson et al, 2004;
Storey et al, 1993; Mitchell et al, 2010).

Signos Clinicos y Sintomas

La mayoria de las infecciones son usualmente leves o asintomaticas, aunque
puede causar enfermedad grave sobre todo en adultos mayores, personas
inmunodeprimidas o con patologias cardiovasculares, aunque también se han descrito
casos graves en pacientes inmunocompetentes sin factores de riesgo conocidos (Cuffini
et al, 2006; Hahn et al, 2002).

Las neumonias primarias suelen presentarse en nifios y adultos jovenes. El
periodo de incubacién es de 1-4 semanas. Los sintomas inicialmente son respiratorios
altos (odinofagia y disfonia), fiebre, compromiso general, tos con expectoracion mucosa
y cefalea. Por lo general los sintomas respiratorios altos desaparecen al iniciarse los
sintomas de neumonia (Hahn et al, 2002; Kurz et al, 2009).

Las manifestaciones radiologicas son muy variables, sin un patron radioldgico
caracteristico que permita diferenciarla de otras bacterias (Kumar et al, 2011; Somer et
al, 2006).
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1.6.5 Diagnostico

ElI CDC (Dowell et al, 2001) define:

Caso confirmado de neumonia por C. pneumoniae: Enfermedad clinica
compatible y confirmado por al menos uno de los siguientes resultados de laboratorio:

« Aislamiento de C. pneumoniae en muestras respiratorias (hisopados nasofaringeos u
oro faringeos, muestras de esputo, muestras de lavado bronco alveolar) y/o muestras de
tejido de biopsia.

* Serologia positiva para C. pneumoniae IgM >120 por FC 0 MIF.

* Aumento de cuatro veces o mas del titulo serologico de dos muestras de suero de
pacientes obtenidos en fase aguda y convaleciente (2-4 semanas) por FC o MIF.

* PCR positiva de muestra respiratoria.

Caso probable de neumonia por C. pneumoniae:

* Serologia positiva en fase aguda; titulos de anticuerpos tipo IgG para C. pneumoniae >
512.

La infeccién por C. pneumoniae no induce una buena inmunidad protectora, y
puede producirse una reinfeccion. En los casos de reinfeccion, la IgM puede no
detectarse y el nivel de titulos de 1gG aumenta rapidamente en 1-2 semanas. La
seroconversion es confirmatoria de la enfermedad. Sin embargo, debido a dificultad de
obtencion de sueros pareados, la seroconversién no es comprobada. Por lo que las
pruebas serolégicas es un medio Gtil para determinar la causa de un brote o la
prevalencia de la infeccidn en los estudios epidemiolégicos.

Los métodos de diagnostico de referencia propuesto por el CDC son FC y MIF
(Dowell et al, 2001). Varias advertencias en relacion a las pruebas seroldgicas por MIF
han sido reportadas, por lo que el diagndstico de la infeccion aguda sobre la base de un
unico titulo de 1gG no se recomienda de forma rutinaria.

Los pacientes de edad avanzada con enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
presentan titulos persistentemente elevados de IgG en ausencia de enfermedad
clinicamente evidente. La presencia de factor reumatoideo en el suero puede conducir a
falsos resultados de IgM positivos. Debido a cruces serolégicos con otras especies de

Chlamydia, la infeccion detectada por serologia debe ser confirmada por otra técnica.
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1.6.6 Tratamiento

Como todas las especies del género Chlamydia son sensibles a antibioticos
especificos como Azitromicina, Eritromicina, Claritromicina, Tetraciclina vy
Levofloxacina.

Se recomienda la administracion de Eritromicina/Claritromicina en nifios
menores de 8 afios, por 21 dias. En nifios mayores de 8 afios y adultos las alternativas
son Eritromicina/Doxiciclina por 21 dias.

La duracion del tratamiento puede provocar problemas de adherencia; sin

embargo, las terapias abreviadas presentan el problema de reincidencia de los sintomas.

1.7 Chlamydia pecorum
1.7.1 Antecedentes

Hasta el afio 1993, las cepas de C. pecorum fueron consideradas como miembros
de la especie C. psittaci, compartiendo muchas de las caracteristicas fenotipicas, similar
morfologia de la inclusidn, la ausencia de glucdgeno en las inclusiones y resistencia a
Sulfadiazina.

La palabra “pecorum” proviene del latin rebafios 0 manadas de ganado (Fukushi y
Hirai, 1989). El primer aislamiento de C. pecorum fue reportado por McNutt y Waller,
1940 en un cuadro de encefalomielitis esporéadica en ganado bovino.

En 1993, Fukushi y Hirai basados en analisis inmunoldgicos y de hibridacion de
ADN sugirieron la separacion de las especies C. pecorum de C. psittaci.

En nuestro pais no existen antecedentes de circulacién de este agente patdgeno.

1.7.1 Epidemiologia
1.7.2 Serotipos y Genotipos

Salinas et al 1996, utilizando un panel de anticuerpos monoclonales mediante

MIF, identifico 16 serotipos entre 18 cepas de C. pecorum aisladas de ganado ovino y
bovino (Salinas et al, 1996).
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Jackson et al 1997, basandose en el andlisis de la region IV del gen ompA,
clasificé a las cepas de C. pecorum en 5 genotipos (A-E). El genotipo A conformado
por secuencias detectadas en muestras urogenitales y conjuntivales de marsupiales de
Australia. El genotipo B agrupa secuencias aisladas de ganado porcino de EE.UU. El
genotipo C detectado en muestras oculares de marsupiales de Australia. EI genotipo D
constituido por secuencias de ganado ovino asintomatico y con poliartritis/encefalitis de
EE.UU. y el genotipo E por aislamientos urogenitales de marsupiales de Australia.

Sin embargo debido a que las cepas de C. pecorum presentan muchas variaciones
genéticas y antigénicas, actualmente esta clasificacion se encuentra en desuso (Yousef
Mohamad y Rodolakis, 2010).

1.7.4 Patologias

Transmision

Este agente se encuentra en secreciones nasales, conjuntivales, respiratorias,
placentarias y por materia fecal de ganado ovino, bovino y caprino. El contagio se
produce por contacto y/o inhalacién de estas secreciones.

En caso de abortos en ovinos y caprinos, C. pecorum es eliminada por placenta y
fluidos uterinos, 2 semanas antes del aborto y hasta 2 ¢ 3 semanas después de producido
el mismo.

En ganado bovino, C. pecorum puede producir infecciones genitales que pueden
ser transmitidas por via sexual (Kauffold et al, 2007). De la misma manera, C. pecorum
se ha encontrado de manera esporadica en semen y muestras de heces de porcinos
(Kauffold et al, 2006).

Signos Clinicos y Sintomas

C. pecorum es la especie de Chlamydia que infecta principalmente intestino y
tracto genital de ganado asintomatico.

En ganado bovino, C. pecorum esta asociado a la produccion de encefalomielitis
bovina esporadica, poliartritis, neumonia, enteritis, vaginitis y endometritis (Yousef

Mohamad y Rodolakis, 2010). Las infecciones por C. pecorum pueden reducir
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considerablemente la fertilidad del ganado bovino durante la época de reproduccion
(Kaltenboeck et al, 2005).

En Marruecos y Tunez, se han aislado cepas de C. pecorum asociadas a casos de
abortos ovinos y caprinos (Rekiki et al, 2004). En estos ganados, C. pecorum originé
primariamente cuadros de queratoconjuntivitis y conjuntivitis folicular, asi como
poliartritis. De la misma forma, establece infecciones subclinicas intestinales o
infecciones locales limitadas a las células epiteliales de las mucosas (Shewan et al,
1978; Nietfeld, 2001). Las infecciones oculares pueden frecuentemente presentarse en
asociacion con afecciones articulares o con neumonias, lo que puede representar tanto
una infeccion sistémica como infecciones locales concomitantes.

En ganado ovino y caprino adulto, la morbilidad es del 80% y la mortalidad es
menor a 1%, mientras que en animales jovenes la mortalidad es alta y puede presentarse
de 2 a 10 dias posteriores a la aparicion de los signos clinicos (Nietfeld, 2001).

Los signos clinicos son fiebre, laminitis, reluctancia al movimiento, anorexia,
engrosamiento de las articulaciones, acentuados en animales jovenes mas que en adultos
(Rekiki et al, 2004).

En el ganado porcino, la infeccion por C. pecorum se ha asociado con
neumonias, poliartritis, pleuritis, pericarditis y abortos (Kaltenboeck y Storz, 1992a;
Kaltenboeck et al, 1992b; Kaltenboeck et al, 1993).

En koalas, C. pecorum causa conjuntivitis, enfermedad del tracto urinario,
reproductivo e infertilidad (Cockram y Jackson, 1974; McColl et al, 1984). Este agente
también fue detectado en marsupiales australianos con patologias conjuntivales (Warren
et al, 2005).

En Japon Tanaka et al 2005, detectaron C. pecorum en muestras de heces de
aves de plazas, de la misma manera en Alemania, Sachse et al, 2012 también detectaron
este agente en aves Columbiformes de plazas.

C. pecorum también ha sido detectado en infecciones multiples en bufalos de
Italia (Greco et al, 2008).

En infecciones respiratorias en humanos este agente bacteriano aun no ha sido

reportado.
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1.7.5 Diagnostico

El diagndstico seroldgico se realiza por FC, MIF, ELISA o Neutralizaciéon (NT),
sin embargo, debe realizarse otra técnica de identificacion, ya que se detecta la
presencia del LPS presente en todas las especies de Chlamydia y puede presentar
reactividad cruzada.

También puede realizarse el diagnostico por técnicas de biologia molecular
dirigida al gen ompA, 16S, incA y genes housekeeping. Sin embargo por ser el gen mas
polimorfico se utiliza para el diagndstico de rutina el gen ompA.

El diagndstico por aislamiento puede realizarse en cultivos de células o en

animales, sin embargo no se realiza por ser muy dificultoso.

1.7.6 Tratamiento

En casos de aborto enzootico o procesos de poliartritis en hatos, se administra
via intramuscular de Oxitetraciclina en las hembras gestantes y los animales afectados
pueden reducir la severidad de la afeccion (Aitken et al, 1990).

Actualmente, existen dos vacunas comerciales de administracion parenteral
disponibles para el control del aborto clamidial en pequefios rumiantes (Longbottom y
Coulter, 2003). Su administracion es previa a la época de empadre, siendo suficiente
una dosis para proteger 3 gestaciones subsecuentes. No se conoce con exactitud el
mecanismo por el cual dichas vacunas inducen proteccion, y existe un riesgo de salud
publica inherente porque una de las vacunas es una férmula con cepa viva. Asimismo, a
la fecha se siguen realizando diversos estudios dirigidos a la elaboracion de vacunas de
subunidades o acelulares que proteja contra el aborto y la excrecion del microorganismo
durante el parto (Rodolakis et al, 1998, Meeusen et al, 2004).
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo General
¢ Profundizar en el conocimiento eco-epidemiologico de las especies de Chlamydia
de importancia médico-veterinaria presentes en la provincia de Cérdoba,

Argentina.

2.2 Objetivos especificos
e Estudiar la prevalencia de anticuerpos dirigidos contra el lipopolisacarido (LPS)
clamidial en muestras de sangre obtenidas de individuos sanos de la poblacion
general y comparar con las obtenidas de personas con sintomas respiratorios y/o
inespecificos y que tuvieran nexo epidemioldgico para C. psittaci.

Efectuar una busqueda de Chlamydia en muestras clinicas de pacientes con
sindromes respiratorios agudos o neumonias atipicas.

Detectar la circulacién de estas bacterias en muestras cloacales de aves de

zooldgicos y silvestres, capturadas en diferentes regiones de la provincia de
Cordoba.

Detectar la presencia de Chlamydia spp. en muestras conjuntivales de equinos y

muestras cloacales de reptiles obtenidos en diferentes regiones de la provincia.

Detectar la presencia de Chlamydia spp. en muestras vaginales y anales de
mamiferos no humanos obtenidos en las diferentes regiones de la provincia de
Cérdoba.

Caracterizar por secuenciacion nucleotidico y andlisis filogenéticos las cepas

detectadas y correlacionar estos resultados con los hallados en otras regiones.
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3. MATERIALES Y METODOS

Ante la imposibilidad de obtener dos muestras (faringea y suero) del mismo paciente se

presenta un numero diferente de individuos en los grupos en estudio.

3.1 Estudios serolégicos en humanos

3.1.1 Muestras analizadas

Grupo control

En el periodo de marzo 2010 a marzo 2013 fueron procesadas en el Instituto de
Virologia 314 muestras de sueros o plasma de individuos sanos (156 mujeres y 158
hombres, con una media de edad de 50 afios y un rango etario de 21 a 89 afios); sin nexo
epidemioldgico para C. psittaci, para la realizacion de estudios seroepidemioldgicos.

Se subdividio al grupo control en tres rangos etarios para su analisis:

21-40 afos: adultos jovenes (n=97).

41-60 afos: adultos (n=109).

>61 afos: adultos mayores (n=108).

El grupo control fue constituido siguiendo la formula de seroprevalencia de Mateu y
Casal, 2003.

Grupo con nexo epidemioldgico para C. psittaci

En el periodo de mayo 2010 a marzo 2013 se estudiaron 44 personas (22
mujeres y 22 hombres, con una edad media de 42 afios y un rango etario de 21 a 90
afios), con nexo epidemiolégico para C. psittaci denunciados por médicos de diferentes
regiones de la provincia de Cordoba y seleccionados por médicos de la Direccion de
Epidemiologia de Cordoba.

Se subdividio a este grupo en tres rangos etarios para su analisis:

21-40 afios: adultos jovenes (n=14).

41-60 afios: adultos (n=23).

>61 afios: adultos mayores (n=7).
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Los cuadros clinicos que presentaron los integrantes de este grupo al momento

de ingreso al estudio seropidemiolégico, fueron:

Neumonia Atipica (n=30)
Neumonia Tipica (n=8)
Enfermedad tipo Influenza (n=5)
Sindrome Febril (n=1)

El diagndstico presuntivo fue determinado por el médico tratante y obtenido por

medio de la ficha de notificacidn obligatoria para psitacosis.

Grupo cuidadores de reptiles

En el contexto de un estudio en colaboracion con la Secretaria de Ambiente y a
raiz de investigar un caso de cuadro respiratorio en un reptil, en mayo de 2011 en un
centro recreativo de la provincia de Coérdoba, se estudiaron muestras de suero de 5
personas que correspondian a personal en contacto directo con reptiles en cautiverio.

En diciembre de 2011 se repitio el estudio de suero de 4 de los cuidadores y en un
nuevo trabajador que se habia incorporado al centro recreativo en el mes de septiembre
y relatd que en el mes de octubre habia presentado un cuadro de neumonia.

En dichos muestreos se le pregunté al personal sobre el uso de proteccion al
manipular los reptiles y/o sus excretas.

En todos los individuos de los grupos anteriormente descriptos, la muestra de
suero fue obtenida en ayuna y por venipuncion, la cual fue conservada a -4 °C.

El proyecto y sus respectivos consentimientos informados fueron presentados en
el Comité de Bioética del Hospital Nacional de Clinicas de la Universidad Nacional de
Cordoba (Anexo 1). EI mismo fue aprobado el 6 de mayo del 2010, libro de actas del
Comité N°1, acta 86, foja 79.

Para el estudio de casos también se confecciond una ficha epidemioldgica (Anexo

).
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3.1.2 Métodos seroldgicos para la deteccion de anticuerpos anti-LPS de Chlamydia
Cepa de Chlamydia utilizada y suspension bacteriana

Se prepard un stock bacteriano de la cepa MoPn' de Chlamydia muridarum a partir
de células LLCMK?2 inoculadas, la cual se empled para la deteccion de anticuerpos anti-
Chlamydia por la técnica de Neutralizacion (NT). Dicha cepa almacenada en el
laboratorio de Chlamydia del Instituto de Virologia “Dr. J. M. Vanella”, fue la de
eleccion, debido a que comparte determinantes antigénicos (LPS) y existen reacciones
inmunoldgicas cruzadas entre las especies de Chlamydia. Dicha cepa no presenta riesgo
de infeccidn para el operador, ya que no infecta humanos.

Las células infectadas fueron cosechadas con perlas de vidrio estériles y por accion
de vortex, fueron desprendidas y lisadas en medio esencial minimo (MEM) Gibco (New
York, USA). El stock fue cosechado cuando presentaron inclusiones visibles al
microscopio optico (48 horas post inoculacion) y se fracciono en alicuotas que fueron

conservadas a —80 °C hasta su utilizacion.
Titulacién del stock bacteriano

El stock de Chlamydia muridarum cepa MoPn' fue titulado en células LLCMK2 por
el método de unidades formadoras de inclusién (UFI) bajo medio liquido y la
concentracion bacteriana fue expresada como numero de UFI por mililitro (UFI/ml)
(Cuffini et al, 2006).

A partir de una botella de 25 cm® con células LLCMK; cultivadas con MEM y 10%
de Suero fetal bovino (SFB) Gibco, se preparé una placa de 96 pocillos con una

concentracion de 1x10* células/ml, realizando los siguientes pasos:
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1) Se lavé 3 veces la monocapa de células con solucion tamponada fosfato (PBS).

2) Se agregd 0,5 ml de tripsina-versene (0,25 %) en PBS (T-V), cubriendo toda la
monocapa por unos segundos y descartando el exceso, se incubd 5 min a estufa a
37 °C.

3) Se resuspendieron y homogeneizaron las células con 1 ml de MEM.

4) Se contaron las células con azul Evans en una camara de Neubauer.

5) Se diluyeron las células hasta conseguir una concentracion de 1x10* céls/ml, en
MEM y 10 % SFB.

6) Se sembraron 0,1 ml en cada pocillo de la placa.

7) Se coloco la placa en la estufa a 37 °C con atmdsfera de CO; al 5 %.

8) Se realizd diluciones seriadas, en base 10 del stock bacteriano.

9) A las 24 horas de incubacién de la placa con la monocapa de células, se
sembraron 0,1 ml de cada dilucion del stock bacteriano.

10) Se centrifugaron por 1 horaa 1.200 g a 37 °C.

11) Se dej6 reposar 2 horas en estufa a 37°C con CO; al 5 %.

12) Se reemplaz6 el sobrenadante de cada pocillo por 0,1 ml de MEM
suplementado con 10 % SFB, cicloheximida 1ug/ml, gentamicina 50 ug/ml, 25
mM de Hepes, 56 mM de glucosa, 1 % de aminoacidos no esenciales y se

incubd en estufa a 37°C con CO, al 5 % durante 72 horas.

Cada dilucion fue infectada por duplicado. A las 72 horas postinfeccién se retir el
sobrenadante y se fijé la monocapa con 0,1 ml de metanol frio por 30 min. Se descarto
el metanol y se dejé reposar unos minutos para secarla completamente.

Para la visualizacion se evaluaron tres formas de revelado: tincion con Giemsa al
10%, con anticuerpo anti-LPS FITC-clamidial (Cellabs Brookvale, Australia), acorde a
las instrucciones del fabricante y con Naranja Acridina al 1%. Se eligié la Naranja
Acridina al 1% ya que permitio una rapida y facil visualizacion (Anexo V).

Se observaron las placas con las celulas en Microscopio Invertido de
Inmunofluorescencia con un aumento de 200x y 400x. Se determind la solucion de

trabajo como aquella dilucion que contenia 100 UFI/ml.
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Neutralizacion de placas bajo medio liquido

La deteccion de anticuerpos en sueros del grupo control y de pacientes con
epidemiologia positiva para C. psittaci, fue realizada por la técnica de Neutralizacion
(NT) de UFI en células LLCMK?2 (Carey et al, 2010). El stock bacteriano utilizado fue
C. muridarum cepa MoPn' y las células LLMCK2 fueron mantenidas por pasajes cada
5 dias en MEM con 10 % de SFB. Se utilizaron monocapas celulares de 24 horas,
sembradas en microplacas de 96 pocillos, con un 70-80 % de confluencia (1x10*
céls/ml) y mantenidas a 37 °C en estufa con ambiente de 5 % de CO2.

Previo a su utilizacion, los sueros se inactivaron a 56 °C durante 30 min en bafio de
agua, para eliminar inhibidores inespecificos. Luego se centrifugaron durante 30 min a
11.400 g para su descontaminacion. Las muestras se diluyeron 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80.
Volimenes iguales de diluciones de sueros y bacterias conteniendo 100 UFI, se
incubaron a 37 °C durante 1 hora. Se retir6 el medio de la monocapa celular y se
sustituyd por la mezcla suero-bacteria. Posteriormente la placa con células se centrifugo
durante 1 hora a 1.200 g. Luego se incub6 durante 2 horas. La mezcla suero-bacteria se
retir6 y se sustituyeron con 0,1 ml de medio fresco suplementado con 10 % SFB,
Cicloheximida I pg/ml, Gentamicina 50ug/ml, 25 mM de Hepes, 56 mM de glucosa y 1
% de aminoacidos no esenciales. Las células se incubaron durante 48 horas a 37 °C con
CO; al 5 % y luego se fijaron con 100 % de metanol. Se descart6 el metanol y se dejé
reposar unos minutos hasta lograr que se sequen completamente.

Para la visualizacion su utiliz6 0,1 ml de Naranja Acridina al 1 % durante 10
minutos y posteriormente se descarto.

Se realiz6 3 lavados consecutivos con PBS y se observaron las placas con las células
en microscopio invertido de inmunofluorescencia con un aumento de 200x y 400x.

Se considerd positivo todo aquel suero que neutralizo el 80 % o mas de las UFI
inoculadas v los titulos se expresaron como la inversa de la maxima dilucién que reduce

el 80 % de las UFI incluidas en la prueba.
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Deteccion de inmunoglobulinas M y G por Microinmunofluorescencia

La deteccion de anticuerpos en sueros del grupo de cuidadores de reptiles en
cautiverio del centro recreativo de la provincia de Cordoba, fue realizada por el ensayo
comercial microinmunofluoerescencia (MIF) Bion Enterprises®, France. La técnica fue
realizada e interpretada de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Los resultados se expresaron en titulos de inmunoglobulinas M y G. Los spots con
cuerpos elementales para C. pneumoniae, fueron observados en Microscopio Invertido

de Inmunofluorescencia con un aumento de 200x y 400x.

3.2 Estudios moleculares en humanos

3.2.1 Muestras analizadas para la deteccion de ADN de Chlamydia

En el periodo de marzo 2010 a diciembre del 2012 fueron procesadas en el
Instituto de Virologia 76 muestras de hisopados faringeos (40 mujeres y 36 hombres,
con una media de edad de 43 afios y un rango etario de 1 a 90 afos); que ingresaron con
epidemiologia compatible con psitacosis. El 65 % de las personas analizadas procedian
de la ciudad Capital de la provincia de Cérdoba.

Se subdividio al grupo en cuatro rangos etarios:

<20 afios: nifos y jovenes adolescentes (n=12).

21-40 afios: adultos jovenes (n=22).

41-60 afos: adultos (n=34).

>61 afos: adultos mayores (n=8).

Los cuadros clinicos que presentaron los integrantes de este grupo al momento
de ingreso al estudio, fueron:

Neumonia Atipica (n=53)

Neumonia Tipica (n=6)

Enfermedad tipo Influenza (n=10)

Sindrome Febril (n=7)
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Los hisopados faringeos se colocaron en 1 ml de sacarosa-fosfato-glutamato y
divididos en dos alicuotas, de una de ellas se utiliz6 200 pl para la deteccion de

Chlamydia por técnicas de biologia molecular y la restante fue almacenada a -80 °C.
3.2.2 Métodos moleculares para la deteccion de ADN de Chlamydia
Para la implementacion de todos los ensayos de biologia molecular, previamente se
seleccionaron los oligonucle6tidos iniciadores en base al andlisis de secuencias
nucleotidicas de aislamientos de todas la especies de Chlamydia.
Extraccion de ADN
La extraccion de ADN se realizd utilizando el equipo comercial de extraccion de

Accuprep Genomic DNA Extraction Kit (BIONEER, Alameda, CA, USA) de acuerdo

al siguiente protocolo.
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1) A cada tubo de reaccion de 1,5 ml que contenia 200 pl de la muestra, se le
adiciond 20 pl de Proteinasa K.

2) Las muestras fueron homogeneizadas una a una por agitacion con vortex durante
1 minuto.

3) Luego se las coloco en bafio de agua a 60 °C durante 1 hora.

4) Luego de la incubacion, se inactivo la enzima por adicion de 100 pl de alcohol
isopropilico absoluto y se homogeneiz6 suavemente con el tips de extraccion.

5) La fase acuosa se transfirid a un tubo de reaccion de 2 ml que contenia la
columna de extraccién y se sometid a centrifugacion por 1 minuto a 5.900 g.

6) Posteriormente, se transfirié la columna a un tubo de reaccion de 2 ml para el
lavado de la columna.

7) Se adicion6 500 pl de buffer de lavado 1, previamente suplementado con 80 ml
de alcohol etilico absoluto.

8) Se centrifugd a 5900 g durante 1 minuto.

9) Se descartd el alcohol precipitado, se agregé 500 ul de buffer de lavado 2,
previamente suplementado con alcohol etilico absoluto y se repitid el paso N°8.

10) Se descart6 el alcohol precipitado y se centrifugé la columna sola a 13.400 g
durante 1 minuto, para eliminar restos de alcohol que puedan inhibir la enzima
Gotaq polimerasa de la PCR.

11) Se transfirié la columna a un nuevo tubo de reaccion de 1,5 ml y se adicion0
200 pl del buffer de elucién TE.

12) Se centrifugd durante 1 minuto a 5.900 g.

13) Se descartd la columna y se almaceno el extracto de ADN a 4 °C hasta su

utilizacion.

Observacion: la técnica de separacion de la muestra y hasta el paso 3 de la extraccion
de ADN se realizO bajo cabina de seguridad bioldgica, descontaminando previa y

posteriormente la superficie de trabajo con luz ultravioleta.
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Técnica de PCR genérica para la amplificacion de un fragmento genémico de los

dominios I, 111y IV del gen ompA de Chlamydia

Se implement6 la técnica de PCR genérica para la deteccion de un fragmento de
576 pb de los dominios variables Il, 111 y IV del gen ompA de Chlamydia.

Los oligonucledtidos se seleccionaron de acuerdo al protocolo previamente
descripto por Sachse and Hotzel, 2003.

Los oligonucledtidos externos seleccionados fueron 191CHOMP (GCI YTI
TGG GAR TGY GGI TGY GCI AC) y 371 CHOMP (TTA GAA ICK GAATTG IGC
RTT IAY GTG IGC IGC).

Los fragmentos de ADN (5 pl) fueron amplificados en presencia de 0,2 mM de
los respectivos oligonucledtidos, de 0,8 mM de dNTPs y 1 unidad de enzima Gotaq
polimerasa (PROMEGA, Madison, W1 USA) en volumen final 50 pl.

La reaccion constd de una etapa de desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 30
segundos, 35 ciclos a 95 °C durante 30 segundos, a 50 °C durante 30 segundos y a 72 °C
durante 30 segundos, seguido por una etapa de extension final a 94 °C por 10 minutos.

La cepa L2/434/Bu de C. trachomatis (CP002024) utilizada como control
positivo de reaccion, fue cedida por el Dr. Marcelo Rodriguez Fermepin de la

Universidad Nacional de Buenos Aires.

Nested-PCR para la determinacion especifica de C. psittaci y C. pecorum

La segunda etapa de amplificacion (nested-PCR) se realiz6 solo a las muestras
que resultaron positivas por PCR genérica, a partir de 2 ul del producto de la PCR
genérica en presencia de 0,2 mM de los respectivos oligonucleétidos internos, [siendo el
oligonucledtido antisense el mismo para los dos sense (Tabla N°1)], de 0,8 mM de
dNTPs y 1 unidad de enzima Gotaq polimerasa (PROMEGA, Madison, WI USA) en
volumen final 50 pl.

Luego de una etapa inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos, el
ADN fue sometido a 20 ciclos a 95 °C durante 30 segundos, a 55 °C durante 30
segundos y a 72 °C por 30 segundos, seguido por una etapa de extension final a 94 °C

por 10 minutos.
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La cepa VS225 de C. psittaci (CP003793) se adquirié de manera comercial y la
cepa 2047 de C. pecorum (GQ228191) fue cedida por el Dr. Marcelo Rodriguez
Fermepin de la Universidad Nacional de Buenos Aires. Ambas cepas fueron utilizadas

como controles positivos de reaccion.

Tabla N° 1: Secuencia de nucle6tidos de los cebadores utilizados en la amplificacion de
fragmentos de 389 pb y 441 pb del dominio IV del gen ompA del genoma de Chlamydia
psittaci y Chlamydia pecorum, respectivamente.

Secuencia (5 —» 3’) Tamafio
Oligonucleétido® del
fragmento
218 PSITT (S) GTAATT TCI AGC CCAGCACAATTY GTG 389 pb
204 PECOR (S) CCAATAYGC ACAATCKAAACCTCGC 441 pb

336 CHOMP (A) CCRCAAGMTTTT CTRGAY TTC AWY TTGTTR AT

4 Caddigo de oligonucledtido, la letra entre paréntesis indica la polaridad (S, “sense”; A

“antisense”).

PCR para la determinacion especifica de C. pneumoniae

Se estableci6 la técnica de PCR para la determinacion de 437 pb del fragmento
Pstl del gen rpoR de C. pneumoniae.

Los fragmentos de ADN (10 ul) fueron amplificados en presencia de cebadores
externos HL1/HR1 (Tabla N° 2) descriptos previamente por Campbell et al, 1998; y por
adicion de 0,8 mM de dNTPs, 3 mM de MgCl, y 1 unidad de enzima Gotaq polimerasa.

Luego de una etapa de desnaturalizacion 4 minutos a 95 °C, el ADN fue sometido
a 35 ciclos de desnaturalizacion 1 minuto a 94 °C, hibridacion 1 minuto a 53 °C,
elongacion 1 minuto a 72 °C y una etapa de elongacion final 7 minutos a 72 °C.

La cepa de referencia AR39 de C. pneumoniae (ATCC 53592), que se encontraba
almacenada en el laboratorio de Chlamydia del Instituto de Virologia “Dr. J. M.

Vanella”, fue utilizada como control positivo de reaccion.
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Reaccién de nested-PCR

La segunda etapa de amplificacion se realiz6 a partir de 2 ul de la PCR 1, en
presencia de los cebadores internos N1/N2 (Tabla N° 2), descriptos previamente por
Maass et al, 1998; en las mismas condiciones de la primera amplificacion, para la

obtencion de un amplicon de 128 pb.

Tabla N° 2: Secuencia de nucle6tidos de los cebadores utilizados en la amplificacion de

fragmentos de 437 pb y 128 pb del gen rpol’ del genoma de C. pneumoniae.

Oligonucledtido® Secuencia (5— 3’) 'I;amaﬁo del
ragmento

HL1 (S) GTT GTT CAT GAA GGC CTACT 437 pb

HR1(A) TGC ATAACCTACGGTGTGTT

N1(S) AGT TGA GCA TAT TCG TGA GG 128 pb

N2(A) TTT ATT TCC GTG TCG TCC AG

& Cédigo de oligonucledtido, la letra entre paréntesis indica la polaridad (S, “sense”; A

“antisense”).

Reaccion de heminested-PCR para la determinacion del fragmento Pstl del gen

rpoR de C. pneumoniae

Con el fin obtener un fragmento de mayor tamafio y lograr su secuenciacion, se
implemento6 una heminested-PCR obteniendo 522 pb del fragmento Pstl del gen rpoR de
C. pneumoniae. Para esto se implementaron dos reacciones de heminested-PCR con los
cebadores ya descriptos por Campbell et al, 1998 y Maass et al, 1998.

Diez microlitros de ADN fueron amplificados en presencia de cebadores
HL1/N2; 0,8 mM de dNTPs, 3 mM de MgCl, y 1 unidad de enzima Gotaq polimerasa
(273 pb) y otros 10 pl fueron amplificados en presencia de cebadores N1/HR1; en
presencia de 0,8 mM de dNTPs, 3 mM de MgCl, y 1 unidad de enzima Gotaq
polimerasa (249 pb).
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Luego de una etapa de desnaturalizacion de 4 minutos a 95 °C, el ADN fue
sometido a 35 ciclos de desnaturalizacion 1 minuto a 94 °C, hibridacion 1 minuto a 53
°C, elongacion 1 minuto a 72 °C y por ultimo una etapa de elongacion final de 7
minutos a 72 °C.

Nested-PCR para la determinacion del genotipo de C. pneumoniae (dominio

variable 1V del gen ompA)

Con la finalidad de obtener el genotipo de las muestras que resultaron positivas
para C. pneumoniae, se implementd una nested-PCR desarrollada por Bodetti et al,
2002. Este ensayo esta dirigido al dominio variable IV del gen ompA de C. pneumoniae.

Asi, 10 pl de ADN fueron amplificados en presencia de cebadores externos
Cpn5P/Cpn3P (Tabla N° 3) y en 0,8 mM de dNTPs, 3 mM de MgCl, y 1 unidad de
enzima Gotag polimerasa.

Luego de una etapa de desnaturalizacién de 5 min a 95 °C, el ADN fue sometido a
45 ciclos de: desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, 50 °C durante 30
segundos, y extension 45 segundos a 72 °C, y por ultimo una extension final a 72 °C
durante 5 minutos.

La segunda etapa de amplificacion se realiz6 a partir de 2 pl de la PCR I, en
presencia de los cebadores internos Cpn5N/Cpn3N (Tabla N° 3), descriptos previamente
por Bodetti et al, 2002; en las mismas condiciones de la primera amplificacion, para la

obtencion de un amplicon de 279 pb.
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Tabla N° 3: Secuencia de nucle6tidos de los cebadores utilizados en la amplificacion de

fragmentos de 419 pb y 279 pb del gen ompA del genoma de C. pneumoniae.

Oligonucledtido® Secuencia (5= 3°) 'Il'camaﬁo del
ragmento

Cpn5P (S) CCAATATGCACAGTCCAAACCTAAAA 419pb

Cpn3P (A) CTAGATTTAAACTTGTTGATCTGACAG

Cpn5N (S) CTCTGTAAACAAACCGGGC 279 pb

Cpn3N (A) GATCTGACAGGAAACAATTTGCAT

% Codigo de oligonucleétido, la letra entre paréntesis indica la polaridad (S, “sense”; A

“antisense”).

Nested-PCR para la determinacion de otras especies de Chlamydia

Con la finalidad de determinar la especie de Chlamydia presente en aquellas
muestras que resultaron negativas para C. psittaci, C. pecorum y C. pneumoniae se
implementd una nested-PCR para la determinacion de un fragmento de 420 pb
correspondiente al género Chlamydia.

A partir del producto de 576 pb de la PCR genérica, de 2 pl se utilizaron en 0,2
mM de los oligonucleétidos internos 201 CHOMP (GGI GCW GMI TTC CAA TAY
GCICARTC) y 336 CHOMP (CCR CAAGMT TTT CTR GAY TTC AWY TTG TTR
AT), 0,8 MM de dNTPs y 1 unidad de enzima Gotaq polimerasa en volumen final 50 pl.
Las condiciones de amplificacion fueron las mismas que las anteriormente descriptas

para la PCR genérica.
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Visualizacion de los fragmentos obtenidos por nested-PCR

La deteccion de los productos de nested-PCR y heminested-PCR, se realizd
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % conteniendo 0,5 pl/ml de bromuro de
etidio. Para la determinacion del peso molecular de los amplicones detectados se utilizd
un marcador de peso molecular (Biodynamics, Buenos Aires, Argentina), donde cada
banda de los fragmentos de ADN corresponde a 100 pb y en incremento de 100 pb hasta
1100 pb. La banda mas nitida se corresponde al fragmento de 500 pb que posee una
triple masa de ADN.

La visualizacion de los productos amplificados se examind mediante el uso de

un transiluminador ultra-violeta (Sigma).
Determinacion del limite de deteccién de la técnica de PCR genérica

Con el fin de determinar el limite de deteccion de la PCR genérica, se utilizaron
diluciones preparadas del stock de Chlamydia muridarum cepa MoPn', de
concentracion conocida y se realizo extraccion de ADN con el protocolo previamente
descripto.

A cada dilucion se realiz6 PCR genérica en las condiciones de amplificacién

previamente descriptas.
Determinacién cuantitativa del ADN de Chlamydia

Para la implementacion de este ensayo, previamente se cuantifico la cepa de C.
muridarum MoPn' que fue utilizada como control positivo de reaccion, mediante
titulacion del stock en células LLCMK2 por el método de unidades formadoras de
inclusion (UFI) bajo medio liquido. La concentracion de ADN bacteriana fue expresada
como namero de UFI por mililitro (UFI/ml) (Cuffini et al, 2006).
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Para la realizacion de la curva de calibracion para estandarizar el ensayo, se
realizd la extraccion a las mismas alicuotas del stock anteriormente descripto.

Este ensayo amplifico un fragmento del gen 23S ARNr de Chlamydiaceae, y se
realiz6 a partir de 5 pl de ADN, en presencia de los primers TQF, TQR y probe (tabla
N° 4), en un volumen final de 25 pl, usando un termociclador ABI Prism7000 (Applied
Biosystems). El limite de deteccion (Ct) fue previamente fijado en 0,2 y mantenido en
todos los ensayos (Ehricht et al, 2006).

La eficiencia de reaccion se calcul6 utilizando la formula, E: 10(-1/m)-1, siendo
E, la eficiencia de la corrida y m, la pendiente de la curva de calibracién. La eficiencia
aceptada se fijo entre 90-110 %.

Para la conversion de las copias de genomas de Chlamydia en UFI se utilizo la
relacion formulada por Everett et al, 1999b.

Cada muestra fue realizada por duplicado y en todos los ensayos se utilizé curva

de calibracion.

Tabla N° 4: Secuencia de nucleétidos de los cebadores y sonda utilizados en la
amplificacion de un fragmento de 26 pb del gen 23S ARNr de Chlamydiaceae.

Oligonucleétidos® Secuencia (5~ 3°)

y sonda

TQF(S) GAAAAGAACCCTTGTTAAGGGAG

TQR(A) CTTAACTCCCTGGCTCATCATG

Sonda FAM-CAAAAGGCACGCCGTCAAC-TAMRA

& Cédigo de oligonucledtido, la letra entre paréntesis indica la polaridad (S, “sense”; A

“antisense”).
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Caracterizacion gendémica de los amplicones de Chlamydia mediante secuenciacién

directa

Los productos de las nested-PCR y heminested-PCR de tamafio esperado fueron
extraidos del gel y purificados a partir de la banda, utilizando el equipo comercial
QIlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante.

Posteriormente el ADN (4 pl) purificado fue sometido a una nueva corrida
electroforética conjuntamente con un marcador de peso molecular -Low DNA MASS™
ladder (Life-Technologies, USA)- que permite establecer la cantidad (ng/ul)
aproximada de ADN presente en la muestra pre-secuenciacion.

El ADN purificado (150 ng/pl) fue sometido a la reaccion de secuenciacion en
ambas direcciones utilizando los cebadores de las respectivas nested-PCR y
heminested-PCR (Macrogen, Inc. Sedl, Corea).

Una vez obtenida las secuencias de los fragmentos amplificados las mismas
fueron editadas utilizando el programa ClustalX (Conway Institute UCD Dublin,
Dublin, Irlanda). Posteriormente las secuencias consenso obtenidas se compararon
mediante  BLASTn  2.2.19 -Basic Local Alignment Search  Tool-
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov) (Zheng Zhang et al, 2000) contra el conjunto completo de
fragmentos gendmicos de Chlamydia obtenidos del banco de datos GenBank, mediante
un corte E-value de 5%.

Mediante el programa MEGA version 4 (Tamura et al, 2007) se realizd el
alineamiento de todas las secuencias disponibles en el banco de datos GenBank. El
modelo de sustitucién nucleotidica fue seleccionado acorde al Criterio de Akaike
implementado el programa ModelTest 3.7 (Universidad de Vigo, Galicia, Espafia)
(Posada y Crandall, 1998) y se procedié a su andlisis mediante la implementacion del
programa PhyML 3.0 (Université de Montpellier, Montpellier, Francia) (Guindon y
Gascuel, 2003).

A fin de obtener un dendograma consenso con soporte estadistico se procedi6 a
realizar un “bootstrap” o generacion de pseudoréplicas de la matriz original de ADN
(2000 veces).
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La edicion final de los dendogramas obtenidos se realizo utilizando el programa

Dendroscope (Universidad de Cambridge, Inglaterra, Reino Unido) (Huson et al, 2007).

3.2.3 Andlisis estadisticos

Los resultados del estudio de serologia fueron calculados con intervalos de
confianza exacto binomial (IC) de 95 %. La prevalencia de las poblaciones fue
analizada como proporciones independientes en dos poblaciones con el programa para
analisis epidemioldgicos de datos tabulados Epidat, Version 3.1 (Xunta de Galicia,
OPS, 2006).

3.3 Estudios moleculares en animales

3.3.1 Muestras analizadas

Con la finalidad de investigar la situacion de los animales silvestres y en
cautiverio en la provincia de Cordoba, se firm6é un acuerdo de trabajo de mutua
colaboracidn entre el Instituto de Virologia y Secretaria de Ambiente de la provincia de
Cordoba.

Los animales en cautiverio ilegal fueron incautados por la patrulla Ambiental y
derivados al Zoolégico de Cordoba para su evaluacion y tratamiento, pasando a ser
parte del establecimiento.

Colecta de aves, area de estudio y recoleccion de las muestras

Las colectas de aves se realizaron con una frecuencia anual durante los afios 2009-
2012 en 4 sitios de la provincia de Cordoba (Reserva Provincial de Uso Multiple
“Banados del Rio Dulce y Laguna Mar Chiquita”, zona rural de Vicufia Mackenna, zona
rural de Dean Funes y aves incautadas por la Patrulla Ambiental).

Detalles sobre la caracterizacion bioldgica y antropomorfica de los sitios fueron

registrados. Los detalles de los sitios de las capturas se encuentran en el Anexo llI.
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La captura de aves silvestres, se realizd6 mediante la utilizacion de redes de niebla
japonesa de nylon negro adquiridas en AFO Supplies (American Field Ornithologist
Supplies) (http://www.afonet.org/banding/index.html). Se utiliz6 redes de 2,5 m de alto
por 6 my 12 m de largo. Con el objetivo de colectar una amplia gama de especies de
aves se utilizaron redes de dos diametros de entramado (36 mm y 62 mm).

Se dispusieron un total de 6 redes por sitio de colecta las cuales se abrieron antes
del amanecer hasta las 11 horas y al atardecer hasta aproximadamente las 21 horas. Las
redes se recorrieron cada 30 minutos dependiendo de las condiciones climéticas. En dias
frios, con llovizna o muy calurosos las redes se revisaban cada 15 minutos para evitar la
muerte de las aves por hipotermia o deshidratacion. Los individuos colectados fueron
trasladados en bolsas de tela hasta el lugar de toma de muestras donde fueron
identificados, anillados, pesados y se les determin6 sexo y edad cuando fue posible.

Se utilizaron anillos metalicos propios y del Centro Nacional de Anillado de Aves
(Facultad de Ciencias Naturales e Instituto Miguel Lillo, Universidad Nacional de
Tucuman) de numeracion continua.

Las aves fueron hisopadas por la cloaca. Se utilizaron hisopos de dacron y
metalicos para individuos de menor tamafio.

Los hisopos fueron colectados en 1 ml de buffer de sacarosa-fosfato-glutamato
suplementado al 10 % SFB, 1 % con Gentamicina, 1 % Anfotericina.

Las muestras fueron conservadas refrigeradas y se trasladaron al laboratorio
donde fueron resuspendidas por agitacion con vortex, se retird el hisopo y se las
fracciond en dos alicuotas. Una alicuota de 200 ul se reservd para la determinacion por
técnicas de biologia molecular y la restante alicuota se la almacen6 —80 °C.

Para las aves incautadas por la Patrulla ambiental se realiz6 el mismo
procedimiento que para la toma de muestra de aves silvestres.

Las aves estudiadas asintomaticas, se clasificaron en tres grupos diferentes:
a) 505 aves silvestres (aves del Santuario de Aves y Fauna Silvestre).
b) 212 aves incautadas mantenidas como mascotas.

C) 76 aves en cautiverio de zooldgicos.
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Las especies estudiadas se detallan en la tabla N° 5.

Tabla N° 5: Especies de aves colectadas y detalle del lugar de captura en el periodo
2009-2012, en la provincia de Cdrdoba utilizados en el ensayo de deteccion de

Chlamydia.

Clasificacion de las aves analizadas Procedencia de las muestras

Orden* (n) Familia* (n) Género* Aves Aves Aves  Total
CzZ(n) CM(@®m) SA(M)
Anseriformes (2) Anatidae (2) Anser 1 1 0 2
Caprimulgiformes (1)  Caprimulgidae (1) Caprimulgus 0 0 1 1
Columbiformes (170)  Columbidae (170) Columba 0 0 6 6
Columbina 0 0 160 160
Zenaida 0 0 4 4
Cuculiformes (1) Cuculidae (1) Coccyzus 0 0 1 1
Falconiformes (7) Cathartidae (1) Coragyps 0 1 0 1
Falconidae (6) Falco 0 3 2 5
Polyborus 1 0 0 1
Galliformes (81) Cracacidae (1) Crax 1 0 0 1
Phasianidae(80) Gallus 0 41 38 79
Meleagris 0 1 0 1
Passeriformes (433) Cinclidae (6) Troglodytes 0 0 6 6
Corvidae (1) Cyanocorax 0 1 0 1
Dendrocolaptidae  Lepidocolaptes 0 0 2 2
)
Emberizidae Aimophila 0 0 1 1
(220)
Catamenia 0 2 2 4
Coryphospingus 0 0 4 4
Cyanocompsa 1 36 5 42
Diuca 0 1 0 1
Embernagra 0 1 0 1
Gubernatrix 0 2 0 2
Lophospingus 0 0 6 6
Paroaria 0 16 3 19
Pheucticus 0 9 0 9
Poospiza 0 0 24 24
Saltator 2 13 24 39
Saltatricula 2 4 4 10
Serinus 1 0 0 1
Sicalis 0 21 2 23
Sporophila 0 4 3 7
Volatinia 0 0 1 1
Zonotrichia 0 2 24 26
Estrildidae (2) Padda 2 0 0 2
Formicariidae (1) Taraba 0 0 1 1
Fringillidae (1) Carduelis 0 1 0 1
Furnariidae (20) Asthenes 0 0 2 2
Furnarus 0 0 15 15
Synallaxis 0 0 2 2
Pseudoseisura 0 0 1 1
Icteridae (10) Agelaius 0 1 0 1

a1
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Dolichonyx 0 2 0 2

Molothrus 0 0 7 7

Mimidae (7) Mimus 0 0 7 7

Parulidae (1) Geothlypis 0 0 1 1

Phytotomidae (7)  Phytotoma 0 0 7 7

Ploceidae (56) Passer 0 0 56 56

Sturnidae (1) Acridotheres 0 1 0 1

Thraupidae (15) Piranga 0 1 0 1

Thraupis 0 11 3 14

Turdidae (24) Turdus 1 19 4 24

Tyrannidae (58) Coryphistera 0 0 9 9

Cranioleuca 0 0 2 2

Hymenops 0 0 1 1

Knipolegus 0 0 1 1

Elaenia 0 0 26 26

Empidonomus 0 0 1 1

Pitangus 0 0 11 11

Stigmatura 0 0 6 6

Tyrannus 0 0 1 1

Vireonidae (1) Cyclarhis 0 0 1 1

Phoenicopteriformes Phoenicopteridae ~ Phoenicopterus 3 0 0 3
3) 3)

Piciformes (9) Bucconidae (1) Nystalus 0 0 1 1

Picidae (4) Colaptes 0 0 3 3

Picoides 0 0 1 1

Ramphastidae (4) Ramphartor 4 0 0 4

Psittaciformes (76) Psittacidae (76) Agapornis 6 0 0 6

Amazona 1 1 0 2

Aratinga 1 0 0 1

Cyanoliseus 1 3 0 4

Melopsittacus 24 2 0 26

Myopsitta 2 11 12 25

Nymphicus 8 0 0 8

Psittacula 4 0 0 4

Rheiformes (9) Rheidae (9) Rhea 9 0 0 9

Strigiformes (1) Tytonidae (1) Tyto 1 0 0 1

TOTAL 76 212 505 793

* Narosky e Yzurieta, 2007, clasificacion utilizada para la identificacion de las aves.

CZ: en cautiverio en zoolégicos.

CM: en cautiverio como mascotas.

SA: silvestres asintomaticas.

57



Eco epidemiologia de Chlamydia psittaci, C. pneumoniae y C. pecorum: Impacto en la
salud publica.

Biol. Maria Celia Frutos

Colecta de los hisopados conjuntivales de equinos para estudios moleculares

La colecta de muestras conjuntivales de equinos se realiz6 en forma conjunta con
la colecta de aves. Seis de los equinos muestreados (2 hembras y 4 machos)
correspondieron a la region N-E (Punto 1, Anexo Il1) de la provincia y 24 a la region S
(18 hembras y 6 machos) (Punto 3, Anexo Il1).

Las muestras fueron identificadas y se registrd la edad, sexo y los antecedentes
clinicos de cada animal. Los hisopados fueron tomados en regién conjuntival, en forma
rotatoria, con hisopodos de dacron.

Los hisopados conjuntivales se procesaron de igual manera que las muestras de

aves.

Colecta de los hisopados cloacales de reptiles en cautiverio

Se colectaron muestras mediante hisopados cloacales de 5 reptiles en cautiverio
incautados por tenencia ilegal por la Patrulla Ambiental y derivados al Zooldgico de
Cordoba, durante el periodo 2010-2012.

En un centro recreativo de la provincia se colectaron 27 muestras de reptiles en
cautiverio en dos muestreos sucesivos. En el mes de mayo del 2011, se colectaron
muestras mediante hisopados cloacales de 19 reptiles en cautiverio; se repitio el
muestreo en el mes de diciembre y se colectaron 8 muestras.

Las muestras fueron colectadas y procesadas de la misma manera que los
hisopados cloacales de aves.

Las especies estudiadas se detallan en la tabla N° 6.
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Tabla N° 6: Especies de reptiles colectadas en el periodo 2009-2012, en la provincia de

Cordoba utilizados en el ensayo de deteccidon de Chlamydia.

Clasificacion de los reptiles Reptiles en cautiverio (n)

Género Especie

Pythom molurus bivittatus 8

reticulatus 4

regius 3

Tupinambis merianae 1

Iguana iguana 1

Bothrops alternatus 1

mewiedii 1

Crotalus derisus terrificus 1

atrox 1

Micrurus pirracryptus 1

Trachemys scripta elegans 4

Phrynops hilaris 4

TOTAL 30

Colecta de hisopados anales y vaginales de mamiferos no humanos

Las muestras de hisopados anales y vaginales de mamiferos no humanos se
obtuvieron de animales incautados por tenencia ilegal por Patrulla Ambiental y
derivados al Zooldgico de Cérdoba. Ademas se colectdé muestras de animales de
zooldgicos o centros recreativos de la provincia, durante el periodo 2010-2012.

Las muestras fueron colectadas y procesadas de la misma manera que los
hisopados cloacales de aves.

Las muestras de mamiferos no humanos fueron clasificadas en dos grupos:

a) mamiferos no humanos mantenidos en cautiverio como mascotas.
b) mamiferos no humanos en cautiverio de zooldgicos.

Las especies estudiadas se detallan en la tabla N° 7.
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Tabla N° 7: Caracteristicas de los mamiferos no humanos en cautiverio colectados en el

periodo 2009-2012, en la provincia de Cordoba.

Clasificacion de los mamiferos no

Sitio de obtencion de la muestra

humanos
Mamiferos en Mamiferos en
Género Especie cautiverio de cautiverio como
zoologicos (n) mascotas (n)
Alouatta caraya 1 0
Suricata suricatta 1 0
Atelerix albiventris 0 2
Ovies aries 6 0
Mustela putorius furo 2 0
TOTAL 10 2
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4. RESULTADOS

4.1.1 Deteccion de anticuerpos anti- LPS de Chlamydia por neutralizacion (NT)

Grupo control

La prevalencia de anticuerpos neutralizantes anti-LPS de Chlamydia de la
poblacion control fue de 14,7 % (46/314) (Tabla N° 8).

Si bien la mayor seroprevalencia se observo en el rango etario de los adultos (41-
60 afnos), no existieron diferencias significativas entre los rangos etarios, el género, el
titulo de anticuerpos detectado y la seroprevalencia en el grupo control.

Respecto al titulo de anticuerpos, de 46 voluntarios seropositivos 40 (87,0 %)
poseian anticuerpos neutralizantes contra Chlamydia en titulos de 10, con una similar
distribucion respecto al género y en titulos de 20 en el 13,0 % (n=6) de los integrantes
del grupo control. No se detectaron anticuerpos neutralizantes contra Chlamydia en
titulos iguales o mayores de 40.

Con respecto a los titulos de anticuerpos vs el rango etario en ambos géneros, no
se detectaron anticuerpos neutralizantes contra Chlamydia en titulos de 20 en individuos

menores de 40 afios (Tabla N° 8).
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Tabla N° 8: Titulos de anticuerpos contra Chlamydia en relacion al género y rango etario de los integrantes del grupo control.

% Masculino (n) % Femenino (n)
Rango etario % TOTAL (n) Titulos de anticuerpos neutralizantes Titulos de anticuerpos neutralizantes
10 20 10 20
21-40 11,3 (11/97) 10,2 (5/49) 0,0 (0/49) 12,5 (6/48) 0,0 (0/48)
41-60 17,4 (19/109) 15,4 (10/65) 3,0 (2/65) 11,4 (5/44) 4,5 (2/44)
>61 14,8 (16/108) 13,6 (6/44) 0,0 (0/44) 12,5 (8/64) 3,1 (2/64)
% TOTAL (n) 14,7 (46/314) 13,3 (21/158) 1,3 (2/158) 12,2 (19/156) 2,6 (4/156)
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Grupo con nexo epidemioldgico para C. psittaci

La prevalencia de anticuerpos neutralizantes anti-LPS de Chlamydia de la
poblacion con nexo epidemioldgico para C. psittaci fue de 68,2 % (30/44).

La prevalencia de anticuerpos neutralizantes contra Chlamydia en el grupo con
nexo epidemioldgico para C. psittaci con respecto a los rangos etarios de los integrantes
se detallan en la tabla N°9. La mayor seroprevalencia se observé en el rango etario de la
tercera edad (>61 afios), en ambos sexos.

Sin embargo, no existieron diferencias significativas entre edad, el género, los
titulos de anticuerpos detectados y la seroprevalencia en el grupo con nexo
epidemioldgico para C. psittaci.

De los 30 individuos seropositivos, el 26,6 % (n=8) poseian anticuerpos
neutralizantes contra Chlamydia en titulos de 10. Se encontraron titulos de 20 en el 16,7
% (n=5) de los individuos seropositivos, titulos de 40 en el 33,3 % (n=10) y titulos

iguales o mayores a 80 en el 23,3 % (n=7).
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Tabla N° 9: Titulos de anticuerpos contra Chlamydia en relacion al género y rango etario de los integrantes del grupo con nexo

epidemioldgico para C. psittaci.

% Masculino (n) % Femenino (n)
Rango etario % TOTAL (n) Titulos de anticuerpos neutralizantes Titulos de anticuerpos neutralizantes
10 20 40 >80 10 20 40 >80
21-40 64,3 (9/14) 12,5(1/8) 12,5(1/8) 25,0(2/8) 125(1/8) 16,7 (1/6) 16,7 (1/6) 16,7 (1/6) 16,7 (1/6)
41-60 69,6 (16/23) 27,3(3/11) 9,1 (1/11) 9,1 (1/11) 18,2(2/11) 16,7 (2/12) 8,4 (1/12) 33,4 (4/12) 16,7 (2/12)
>61 71,4 (5I7) 0,0 (0/3) 33,4 (1/3) 33,4(1/3) 0,0(0/3) 25,0 (1/4) 0,0 (0/4) 25,0 (1/4) 25,0 (1/4)

% TOTAL (n) 68,2 (30/44) 18,2 (4/22) 13,6 (3/22) 18,2 (4/22) 13,6 (3/22) 182 (4/22) 9,1 (2/22) 273 (6/22) 18,2 (4/22)
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Se presentan en la tabla N° 10, los cuadros clinicos que exhibian los integrantes
del grupo de personas con nexo epidemiolégico para C. psittaci en relacion a la
respuesta seroldgica de las mismas.

Del total de individuos con serologia positiva para Chlamydia el cuadro clinico
méas frecuente fue Neumonia Atipica y de ellos el 73,3 % presentd anticuerpos
neutralizantes y con titulos elevados (Z=4,85 [0,300-0,645] p=0,0001).

Tabla N° 10: Cuadros clinicos que presentaban los pacientes en relacion a la respuesta
serologica contra Chlamydia.

Titulos de anticuerpos neutralizantes (n)

Cuadro clinico % TOTAL (n) 10 20 40 >80

Neumonia atipica* 73,3 (22/30) 5 4 8 5

Neumonia tipica 50,0 (4/8) 2 0 2 0

Enfermedad tipo Influenza 60,0 (3/5) 0 1 0 2

Sindrome febril 100,0 (1/1) 1 0 0 0
* p=0,0001.

4.1.2 Estudio comparativo de seroprevalencia detectada en el grupo control y en el
grupo con nexo epidemiolégico para C. psittaci

En la Fig. N° 5 se muestran la seroprevalencia de ambos grupos en funcion al
rango etario. Se hallé diferencia estadisticamente significativa entre la seroprevalencia
de ambos grupos (Z= 8,04 [-0,662; -0,366] p=0,0001). Siendo mas alta en el grupo con
nexo epidemioldgico en todos los rangos etarios (Fig. N° 5).
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Porcentaje de seroprevalencia grupo control y con
nexo epidemiolégico vs rango etario
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Fig. N° 5: Porcentaje de seroprevalencia del grupo control en comparacion con el grupo
con nexo epidemioldgico para C. psittaci, en funcion del rango etario.

En la Fig. N° 6 se observa la seroprevalencia del grupo control vs el grupo con
nexo epidemioldgico para C. psittaci, en funcion de los titulos de anticuerpos
neutralizantes detectados. Se encontrd diferencia significativa entre los titulos de
anticuerpos detectados entre el grupo control y el grupo con nexo epidemiolégico
(Z=6,21[-0.248;-0.032] p=0,0001).

Porcentaje de seroprevalencia en grupo control y
con nexo epidemioldgico para C. psittaci vs titulos
de anticuerpos
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integrantes 40

delgrupo 290

~ mControl

~ ENexo
epidemioldgico
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Fig. N° 6: Porcentaje de seroprevalencia del grupo control en comparacion con el grupo
con nexo epidemiologico para C. psittaci, en funcion de los titulos de anticuerpos anti
Chlamydia.
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Estudio seroldgico del grupo de cuidadores de reptiles en cautiverio

Los resultados obtenidos de las muestras de sueros de los cuidadores y sus
caracteristicas se muestran en la tabla N° 11.

Tabla N° 11: Caracteristicas de los cuidadores de un centro recreativo de la provincia

de Cérdoba y resultados del estudio seroldgico anti-IgM vy anti-1gG para C. pneumoniae.

Cuidador Proteccion Mayo Diciembre Contacto
Laboral con
animales
Titulos Anticuerpos Titulos Anticuerpos
IgM 1gG IgM 1gG
1 Si - - - - Diario
2 NO - 2048 - 4096 Diario
3 NO - 2048 - 2048 Diario
4 NO - 2048 - 1024 Diario
5 NO - 512 S/D* S/D* Esporadico
6 NO S/ID** S/D** - 4096 Diario
- Negativo.

* No determinado, renuncié al centro recreativo.

** No determinado, se incorporo al centro recreativo.

No se detectd IgM en el personal analizado y en los cuidadores que no usaban
proteccion laboral. Se detectaron titulos de anticuerpos tipo IgG de 512 a 4096. Los
mayores titulos de anticuerpos se encontraron en los cuidadores que presentaban
contacto diario con los animales y/o sus excretas. El cuidador que utilizaba proteccién

laboral no presento titulos de IgG especificos.
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4.2.1 Implementacién de técnicas de amplificacion gendmica para la deteccion de

Chlamydia y la determinacion de la especie presente

En la primera etapa de este estudio y con motivo de evaluar las diferentes técnicas
de amplificacion genomica, se realizaron ensayos con controles positivos comerciales
obtenidos de cepas almacenadas en el Laboratorio de Chlamydia y muestras humanas
positivas para Chlamydia.

En la Fig. N° 7 se observa una fotografia del gel de agarosa donde se revelan
como bandas los fragmentos amplificados obtenidos por PCR genérica. Las lineas 1a 6
se corresponden a los controles de C. pecorum 2047, C. psittaci VS225, C muridarum
MoPn', C. trachomatis L2/434/Bu, C. pneumoniae AR 39 y C. trachomatis genotipo L1
(respectivamente). En la linea 7 (control negativo) no se observa amplificacion. La linea
8 se corresponde al marcador de peso molecular (100 pb).

500 pb

100 pb

Fig. N° 7: Fotografia de la electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR
genérica del gen ompA de Chlamydia. En la linea 1 a 6 se visualizan las bandas de 576
pb correspondientes a cepas controles de Chlamydia. Linea 7: control negativo (H,0).

Linea 8: marcador de peso molecular (100 pb).
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El limite de deteccion de la PCR genérica optimizada en nuestro laboratorio fue
de 10 UFI (Fig. N° 8).

500 pb

100 pb

Fig. N° 8: Fotografia de la electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR
genérica del gen ompA de Chlamydia. En la linea 1 a 3 se visualizan las bandas de 576
pb correspondientes a 1000, 100 y 10 UFI de C. muridarum cepa MoPn'. En la linea 4
se encuentra el producto correspondiente a 1 UFI donde no se observa amplificacion. En
la linea 5 control positivo correspondiente a C. trachomatis cepa L2/434/Bu. Linea 6
libre y en la linea 7 se encuentra el control negativo (H,O) no se observa amplificacion.

Linea 8 el marcador de peso molecular (100 pb).

Los resultados obtenidos de la amplificacion gendmica de las cepas utilizadas
como controles de reaccion se enviaron a secuenciar para corroborar la especie presente.
Luego de la implementacion y optimizacién de estas metodologias de amplificacién

gendmica se prosiguié con el estudio epidemiolégico.

4.2.2 Deteccion y secuenciacion de las especies de Chlamydia en pacientes con

sospecha de psitacosis de la provincia de Cérdoba
Del total de muestras de hisopados faringeos analizadas (n=76), el 53,9 % (n=41)

resultaron positivas por PCR genérica. El 56,1 % (n=23) fueron muestras de mujeres y

el 43,9 % (n=18) de origen masculino.
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Deteccion de C. psittaci en individuos con sospecha de psitacosis de la provincia de
Cordoba

De las 41 muestras positivas por PCR genérica, el 24,4 % (n=10) resultaron
positivas para C. psittaci.
En la tabla N°12 se detalla las caracteristicas de los casos humanos positivos para C.

psittaci.

Tabla N° 12: Caracteristicas de los casos positivos para C. psittaci.

Muestra Sexo Contacto Diagndstico Cuidados Ocupacion Residencia Genotipo Codigo

con aves clinico GenBank
ArgHum F NO NA UTI Ama de casa Rural WC  JQ308278
14
ArgHum M P NA A Estudiante Urbano WC  JQ308279
30*
ArgHum F P ETI UTI Jubilado Urbano WC Q308280
31*
ArgHum F P NA A Amadecasa  Urbano E/B  1Q308281
32*
ArgHum M P NA UTI Empleado Rural - -
39*+ construccion
ArgHum F P NA UTI Médica Urbano - -
40*+
ArgHum M P ETI UTI Desempleado  Urbano WC  1Q308282
45+
ArgHum F PP ETI A Vendedor Urbano A JQ308283
49+
ArgHum M PC NA UTI Abogado Urbano WC  JQ308284
57
ArgHum F PG NA A Trabajador Rural WC  JQ308285
61 rural

NA = Neumonia Atipica; ETI = Enfermedad Tipo Influenza.

UTI= Unidad de Terapia Intensiva. A=Ambulatorio.

P: Psittaciformes. PP: Psittaciformes/Passeriformes. PC: Passeriformes/Columbiformes.
PG: Psittaciformes/Galliformes.

*Coinfeccion con C. pecorum.

+ Coinfeccion con C. pneumoniae.
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Se detectd C. psittaci en individuos de ambos sexos. La edad media de los
pacientes infectados fue de 48 afos (r = 21-73 afios). El 50 % (n=5) de los infectados
fueron trabajadores de 22 a 46 afios.

No se encontrd asociacion significativa entre la edad, el género o el lugar de
residencia y la deteccion de C. psittaci.

En ocho muestras positivas para C. psittaci se realizo el analisis de las secuencias,
demostrando la presencia de genotipos A (n=1), E / B (n=1), y WC (n=6); los dos
primeros derivados de genotipos aviares y el Gltimo de mamiferos (Fig. N° 9).

El 90,0 % de los pacientes informd contacto con aves, especialmente con
Psittaciformes 60,0 %, Passeriformes 20,0 %, Galliformes 10,0 % y Columbiformes
10,0 %.

C. psittaci fue detectada en todos los rangos etarios analizados y el genotipo méas
prevalente (WC) se detectd a partir de los 21 afios. Los genotipos A y E/B se detectaron
en el rango etario comprendido entre los 41 a 60 afios.

El genotipo no se asocid significativamente con la edad, el género y el tipo de ave
de contacto.

El andlisis de los registros médicos mostré que la neumonia atipica fue la
presentacion clinica mas frecuente (60,0 %, n=6), seguido de enfermedad tipo influenza
(30,0 %, n=3) y sindrome febril (10,0 %; n=1). El 22,0 % de los pacientes presentd
leucopenia, mientras que los restantes tenian un recuento normal de glébulos blancos.

De los 10 pacientes positivos para C. psittaci, el 30,0 % (n=3) de los ellos
presentd una infeccién mixta con C. pecorum y el 30,0 % (n=3) presentd coinfeccion
con C. pneumoniae. En dos pacientes se detect6 infeccion mixta con C. pecorum y C.
pneumoniae.

Seis de los 10 pacientes positivos debieron ser hospitalizados y 3 de ellos,
infectados con el genotipo WC, requirieron cuidados intensivos. El paciente infectado
con genotipo E/B también requirio de cuidados intensivos, mientras que el que presentd
genotipo A recibio tratamiento ambulatorio.

Todos los pacientes recibieron tratamiento antimicrobiano y antimicético
empirico, sin embargo cuando se confirmé el diagndstico, se retiraron los demas
tratamientos, s6lo continuaron recibiendo el especifico (Macrélidos o Tetraciclinas) y

evolucionaron favorablemente.
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Este estudio fue publicado: Frutos et al, 2012, Genotyping of C. psittaci in central
area of Argentina, Diagn Microbiol Infect Dis 74(3): 320-322 (VER ANEXO VI) y las
secuencias reportadas en este estudio fueron depositadas en la base de datos GenBank

con los siguientes nimeros de accesos JQ308278-JQ308285.
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ARG HUM 31 (JQ308280)
C. psittaci WC (AF269269)
ARG AMB 208 (JX399853)
ARG AMB 204 (JX399854)
ARG HUM 45 (JQ308282)
ARG HUM 14 (JQ308278)
ARG HUM 30 (JQ308279)
ARG AMB 209 (JQ399852)
ARG HUM 61 (JQ308285)
ARG HUM 57 (JQ308284)
75— C. psittaci NJ1 (D) (AF269266)
_(_T_— C. psittaci GD (C) (AF269261)
o7 C. psittaci VS225 (F) (AF269259)
C. psittaci M56 (AF269268)
ARG HUM 49 (JQ308283)
C. psittaci 68C (A) (X56980)
C. psittaci WS/RT/E30 (E/B) (AY62613)
100 | ARG HUM 32 (JQ306281)

92) | C. psittaci 3759/2 (E) (AY62611)

4‘ C. psittaci 41A12 (B) (AY762609)
C. felis VR120 (AF269257)
—t:C.mmidarum Nigg (NC002620)
C. trachomatis L2c (NC15744)
C. pecorum L71 (AF269280)
C. pecorum B13 (EU35013)
C. pecorum 17108 (AF269279)
C. pecorum CapraNZ (AY055109)
—C. pecorum Bahr14 (EU350137)

ARG AMB P9 (JN016884)
C. pecorum iC2 (EU684931)
ARG HUM 17 (KP0196611)
93 C. pecorum 4283/3 (GQ228187)
100|C. pecorum 3638/3 (GQ228186)
C. pecorum iC4 (EU684933)
rARG HUM 16 (KP019610)
C. pecorum IC3 (EU684932)

ARG HUM 30 (KP19610)
97 ARG HUM 48 (KP19608)
ARG HUM 22 (KP019614)
ARG AMB P6 (JN016882)
rARG AMB P2 (JNO16881)
ARG HUM 15 (KP019609)
ARG HUM 20 (KP019612)
ARG HUM 31 (KP019617)
ARG AMB P7 (JN016883)
FARG HUM 23 (KP019615)
ARG HUM 21 (KP019613)
—ARG AMB P10 (JN016880)

C. avium 10DC88 (KF366261)

ul C. gallinacea 08-1274/3 (GQ398036)
91 ARG AMB P3 (JX399855)
L 700 90'—C. gallinacea 08-1274/9 (GQ398033)
84 100|ARG HUM 39 (KJ541752)
ARG HUM 40 (KJ541753)
C. pneumoniae TWAR-183 (A) (AE009440)
C. pneumoniae AR-39 (A) (AE002161)
ARG AMB 150 (KJ541757)
ARG PK 11 (KJ541758)
_{ARG HUM 78 (Kj541754)

ARG AMB 126 (KJ541756)
ARG AMB 73 (KJ541755)
C. pneumoniae WBB (C) (DQ358972)

C. pneumoniae frog (D) (AF102830)

C. preumoniae N16 (B) (L04982)

C. caviae GPIC (AF269282)
C. abortus C18/98 (DQ435300)

Fig. N°9: Dendograma obtenido de un fragmento de 255 nt del dominio variable 1V del gen ompA de Chlamydia,
construido por Méaxima Verosimilitud utilizando TIM2+I+G como modelo de sustitucion de nucleétidos con
parametros sugeridos por ModelTest 3.7 (software PhyML). Las secuencias que pertenecen a este estudio son
denominan ARG. En color rojo se indican las secuencias detectadas en humanos, en color verde se indican las
secuencias detectadas en aves, en azul secuencias de reptiles, rosado secuencias de mamiferos no humanos y en
amarillo las secuencias correspondientes a equinos. En paréntesis se indica el genotipo al cual corresponden las cepas
patrones y codigos de acceso al banco de genes. La secuencia de C. abortus C18/98 se incluy6é como grupo externo.

Son indicados los valores de bootstrap (2.000 pseudoréplicas) mayores a 50, en los nodos de las ramas.
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Deteccion de C. pneumoniae en pacientes con sospecha de psitacosis de la provincia
de Cordoba
Mediante la técnica de nested-PCR para el gen rpoB, se identifico en el 46,3 %

(19/41) de los casos analizados la especie C. pneumoniae.

En la tabla N°13 se detalla las caracteristicas de los casos positivos para C.

pneumoniae de la provincia de Cordoba.

Tabla N° 13: Caracteristicas de los casos positivos para C. pneumoniae.

Muestra Sexo Contacto  Diagnostico  Cuidados Ocupacion Residencia  Cddigo
con aves clinico GenBank
ArgHum M G NA UTI Trabajador Rural -
2 avicola
ArgHum M PP NA A Carpintero Urbano -
4%
ArgHum F PS ETI UTI Ama de casa Urbano  KC292040
12
ArgHum F PP AA A Estudiante Urbano -
15*
ArgHum F NO NA A Ama de casa Urbano -
18
ArgHum F P NA A Ama de casa Urbano -
22*
ArgHum M PS NA A Empleado Urbano -
23* construccion
ArgHum F PP NA UTI Ama de casa Urbano KC292041
36
ArgHum F NO NA A Estudiante - -
38
ArgHum M P NA UTI Empleado Rural KC292042
39*+ construccion
ArgHum F P NA UTI Médica Urbano KC292043
40*+
ArgHum F P NA UTI Ama de casa Rural KC292044
43
ArgHum F P NA UTI Empleada Urbano -
44
ArgHum M P ETI UTI Desempleado Urbano -
45+
ArgHum F PP ETI A Vendedor Urbano  KC292045
49+
ArgHum F P NT A Estudiante Urbano -
68
ArgHum F P NA UTI Ama de casa Urbano  KC292046
78
ArgHum M PP NT A Veterinario Rural -
86
ArgHum M PS ETI A Estudiante Rural -
90
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NA= Neumonia Atipica. NT= Neumonia Tipica. ETI = Enfermedad Tipo Influenza.
AA= Asintomatico.

UTI= Unidad de Terapia Intensiva. A= Ambulatorio.

G: Galliformes. PP: Psittaciformes/ Passeriformes. PS: Passeriformes. P: Psittaciformes.

*Coinfeccidn con C. pecorum. + Coinfeccién con C. psittaci.

De los 19 pacientes positivos para C. pneumoniae, el 63,1 % (n=12) fueron
mujeres. C. pneumoniae fue detectada en todos los rangos etarios analizados, sin
embargo el mayor porcentaje de deteccion fue en el rango etario de adultos mayores. La
edad media de los pacientes infectados fue de 47 afios (r=8-63 afios), el 63,1 % (n=12)
fueron trabajadores de 41 a 60 afos.

El andlisis de los registros médicos mostré que la neumonia atipica fue la
presentacion clinica mas frecuente (73,7 %, n=14), seguido de enfermedad tipo
Influenza (15,8 %, n=3) y neumonia tipica (5,3 %; n=1).

El recuento de glébulos blancos fue normal en el 73,7 % de los pacientes, y el
resto de ellos present6 leucocitosis. El 31,6 % (n=6) de los pacientes positivos para C.
pneumoniae requirio cuidados intensivos.

Los pacientes recibieron tratamiento rutinario antimicético y antimicrobiano, sin
embargo con el diagnostico confirmatorio, se interrumpio los tratamientos inespecificos;
se continud solo con el tratamiento de Macrélidos y evolucionaron favorablemente.

El ochenta y nueve por ciento de los pacientes informd contacto con aves,
especialmente con Psittaciformes (42,1 %), solo con Passeriformes el 15,8 % y con
ambas Psittaciformes y Passeriformes el 26,3 %; mientras que con Galliformes el 5,3 %.
El 10,5 % de las personas analizadas no report6 contacto con aves.

El 63,2 % (n=12) de pacientes positivos para C. pneumoniae tenian lugar de
residencia urbana. De los 19 pacientes positivos para C. pneumoniae, el 21,0 % (n=4)
presentd una infeccién mixta con C. pecorum y el 10,5 % (n=2) presentd coinfeccion
con C. psittaci.

Los resultados obtenidos a partir del dendograma muestran que las secuencias
locales agruparon estrechamente entre si y asociaron a secuencias de C. pneumoniae de

origen humana y animal (Fig. N° 12).
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El analisis nucleotidico de las secuencias de este gen (rpof3) nos permitio detectar
una delecion en la posicion 402-433 (CCGTACGAAATA) y un cambio nucleotidico en
la posicion 435-440 (AAAGG por TGTGAA) que resulté en un cambio aminoacidico.

Las secuencias reportadas en este estudio han sido depositadas en la base de datos
Gen Bank con los siguientes nimeros de accesos KC292040-KC292046.
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— C. muridarum Nigg (NC002620)

100

C. trachomatis L2c (NC015744)

C. pneumoniae WBB (DQ358972)

C. pneumoniae TWAR-183 (AE009440)
100[{

91

76

79

100

10

81,C. psittaci 6BC (AY826976)
C. psittaci WC (CP003796)

C. psittaci WS/RT/E30 (CP003794)
C. psittaci NJ1 (CP0033798)
C. abortus S26/3 (CR848038)

C. pneumoniae LPCOLN (NC01728)
C. pneumoniae AR39 (NC002179)

C. pneumoniae CWL029 (NC000922)
C. pneumoniae J138 (NC00024)

ARG AMB P3 (JX645170)

831 ARG VM C1
BL ARG AMB 218 (JX645169)
ARG AVB 126 (JX645162)

75 ARG AMB 72 (KC305893)
ARG AMB P156 (JX645172)

- ARG PK 2 (JX960447)

ARG PK 1(JX960449)

ARG AMB 212 (JX645168)
[;ARG AMB 204 (JX645166)
ko~ ARG AMB 208 (JX645167)

7 ARG HUM 12 (KC292040)
ARG HUM 36 (KC292041)

ARG AMB 73 (KC305894)

ARG AVB 94 (JX649919)

61 ARG PK 11 (JX960450)

100

ARG HUM 39 (KC292042)
ARG HUM 40 (KC292043)
- ARG AMB 217 (KC305896)

H |84 ARG ZOO P1(JX645173)
“ AQRGZOOQ(JXGASTH)

97— ARG Z00 12 (JX645175)
- ARG AMB P108 (JX645171)
ARG AMB 74 (KF362127)
ARG AMB 128 (JX645163)
8 ARG AMB 130 (JX645164)
ARG AMB 150 (JX645165)
ARG PK 18 (JX645161)
ARG PK 20 (JX960451)
~ ARG PK 3 (JX645170)
- ARG PK 14 (JX960448)
ARG PK 21 (JX960446)
_[ARG HUM 49 (KC292045)
961 ARG HUM 43 (KC292044)

C. pecorum E58 (NC015408)

Fig. N°10: Dendograma obtenido del analisis de un fragmento de 441 nt del gen rpoR de Chlamydia, construido por

Maxima Verosimilitud utilizando GTR+G como modelo de sustitucion de nucleétidos con los parametros sugeridos

por ModelTest 3.7 (software PhyML). Las secuencias que pertenecen a este estudio son denominan ARG. En color

rojo se indican las secuencias detectadas en humanos, en color verde se indican las secuencias detectadas en aves,

azul secuencias correspondientes a reptiles, rosado secuencias de mamiferos no humanos y en amarillo secuencias

correspondientes a equinos. En paréntesis se indica el codigo de acceso al banco de genes. La secuencia de C. abortus
S26/3 se incluyé como grupo externo. Son indicados los valores de bootstrap (2.000 pseudoréplicas) mayores a 50,

en los nodos de las ramas.
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Deteccion de C. pecorum en pacientes con sospecha de psitacosis de la provincia de
Cordoba

De las 41 muestras que resultaron positivas por PCR genérica, en el 29,3 %
(n=12) resultaron positivos para C. pecorum.
En la tabla N° 14 se detalla las caracteristicas de los casos positivos para C.

pecorum.

Tabla N° 14: Caracteristicas de los casos positivos para C. pecorum.

Muestra ~ Sexo Contacto  Diagndstico Cuidados  Ocupacion  Residencia Cdbdigo

con aves clinico GenBank
Arg Hum M PP NA A Carpintero Urbano KP019608
4%
Arg Hum F PP AA A Estudiante Urbano KP019609
15*
Arg Hum M PS NA A Guardia Rural KP019610
16 Carcel
Arg Hum M PS NA A Empleado Rural KP019611
17
Arg Hum M PS NA A Estudiante Rural KP019612
21
Arg Hum F P NA A Ama de casa Urbano KP019613
22*
Arg Hum M PS NA A Constructor Urbano KP019614
23*
Arg Hum M P NA A Estudiante Urbano KP019615
30+
Arg Hum F PP NA UTI Jubilada Urbano KP019616
31+
Arg Hum F P ETI A Ama de casa Urbano
32+
Arg Hum M P NA UTI Empleado Rural
39*+ construccion
Arg Hum F P NA UTI Médica Urbano
40*+

NA = Neumonia Atipica. ETI = Enfermedad Tipo Influenza. AA= Asintomatico.
A=Ambulatorio.
G: Galliformes. PP: Psittaciformes/ Passeriformes. PS: Passeriformes. P: Psittaciformes.

*Coinfeccidn con C. pneumoniae. + Coinfeccién con C. psittaci.
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De los 12 pacientes positivos para C. pecorum, el 58,3 % (n=7) fueron hombres.
La edad media de los pacientes infectados fue de 37 afios (rango etario = 10-73 afios), el
41,7 % (n=5) fueron trabajadores adultos de 41 a 60 afios.

El andlisis de los registros médicos mostré que la neumonia atipica fue la
presentacion clinica mas frecuente (83,3 %, n=10), seguido de enfermedad tipo
influenza (8,3 %, n=1).

El recuento de glébulos blancos fue normal en 83,4 % de los pacientes, y en el
16,6 % de ellos presentaron leucocitosis. Todos los pacientes continuaron con el
tratamiento especifico para la infeccion por Chlamydia y evolucionaron favorablemente.

El 100,0 % de los pacientes inform6 contacto con aves, especialmente con
Psittaciformes 41,7 %, Passeriformes 33,3 %, Psittaciformes y Passeriformes 25,0 %.

Con respecto a la procedencia, el 66,7 % (n=8) de los pacientes positivos para C.
pecorum tenian lugar de residencia urbana.

De los 12 pacientes positivos para C. pecorum, el 33,3 % (n=4) present6 una
infeccion mixta con C. pneumoniae y el 25,0 % (n=3) presentd una infeccién mixta con
C. psittaci.

Los resultados obtenidos a partir del dendograma muestran que las secuencias de
Cordoba agruparon estrechamente entre si y se encontraron asociados a secuencias de
C. pecorum 3638/3, C. pecorum 4283/3 y C. pecorum iC2 aisladas de pequefios
rumiantes (cabras) en Francia (Yousef Mohamad, 2010) (Fig. N° 9).
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Distribucion de las especies de Chlamydia detectadas en pacientes con nexo

epidemioldgico para C. psittaci, periodo 2010-2012

En la figura N° 11 se muestra la distribucion de las especies de Chlamydia en los
tres afios estudiados. C. pneumoniae fue la mas frecuente en los afios analizados,

mientras que C. pecorum solo se detectd en los 2 primeros afios de estudio.

Deteccion de Chlamydia en pacientes de la provincia
de Cérdobaperiodo 2010/2012

2012

8 C.psittaci
2011 B C. pecorum
O C. pneumoniae

nos

Al

2010

0% 20% 40% 60% 80% 100%

% de deteccion

Fig. N° 11: Distribucion de las especies de Chlamydia detectadas en pacientes con nexo

epidemioldgico para C. psittaci, periodo 2010-2012.

Los casos de C. psittaci y C. pneumoniae fueron detectados en las primeras 8
semanas epidemioldgicas, que se corresponde con la primera mitad del afio, en los tres
afios analizados. Mientras que C. pecorum fue detectada de manera esporadica en la
semana 1, 3, 5 y semana 10 en los afios 2010-2011 y no fue detectado en el afio 2012.
En la figura N° 12 se detalla la distribucion de los casos de Chlamydia detectados en el

periodo 2010/2012 en funcion de las cuatrisemanas epidemioldgicas.
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C. psittact: casos confirmados, provincia de Cordoba.

& . b C. pneumoniae: ¢asos confimados, provincia de Cordoba. C. pecorum: Casos confimiados, provincia de Cordoba.
: Anos 201072012, por cuatisemana epidemioogica o Afios 2010-2012, por cuatisemana epidemioiogica. 51 Afo 2010-2012, por cuatrisemana epidemioiogica.
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Fig. N° 12: Deteccion de las especies de Chlamydia estudiadas en el periodo 2010/2012 en funcion de las semanas epidemiolégicas en la
provincia de Cérdoba.
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4.2.3 Deteccion y caracterizacion genética de las especies de Chlamydia en animales.

Estudios en aves.

En la tabla N° 15 se detalla las especies de Chlamydia detectadas, la clasificacion
taxondmica de las aves en las cuales se detect6 Chlamydia y el sitio de procedencia de
las mismas.

Se confirmd la presencia de ADN de Chlamydia en el 17,4 % (n=50) de las aves
en cautiverio analizadas, mientras que en aves silvestres no se detectd dicha bacteria.

En el 48,0 % (n = 24) de las aves se detectd C. pneumoniae, seguido por C.
pecorum en el 22,0 % (n = 11) y C. psittaci en el 6,0 % (n = 3) (Tabla N° 15).

C. pneumoniae se detectd en muestras de aves: 4 Passeriformes, 8 Psittaciformes,
5 Rheiformes, 2 Falconiformes, 2 Piciformes y 1 de Strigiformes, 1 Anseriformes y 1
Galliformes. C. pecorum se detectd en muestras de 5 aves Passeriformes, 5
Psittaciformes y 1 Rheiformes. Mientras que C. psittaci solo se detectd en 3 muestras de
aves Passeriformes. El 22,0 % (n=11) de las aves en cautiverio presentd infeccién mixta
por C. pneumoniae y C. pecorum, la cual se detectd en 7 aves Passeriformes, 2
Psittaciformes y 2 Rheiformes.

En aves cautivas de parques zooldgicos se detecté C. pneumoniae en el 69,2 %
(n=18) y C. pecorum en el 23,1 % (n=6). Asimismo, se detecté la presencia de
infecciones mixtas por estas especies de Chlamydia en el 7,7 % (n=2).

En aves de tenencia ilegal incautadas de domicilios particulares se detectdé C.
pneumoniae en el 25,0 % (n=6), C. pecorum en el 20,8 % (n=5), C. psittaci en el 12,5 %
(n=3) e infecciones mixtas por C. pneumoniae/C. pecorum en el 37,5 % (n=9).

Se hall6 Chlamydia en la familia Turdidae en el 8,3 % (n=2), Emberizidae en el
7,7 % (n=17) y Thraupidae en el 6,7 % (n=1). En aves Psittaciformes, detectamos
Chlamydia en la familia Psittacidae en el 19,7 % (n=15).

Ademas, se detectd en el 28,6 % (n=2) en la familia Falconidae correspondiente al
orden Falconiformes, en el 88,9 % (n=8) de las muestras de aves de la familia Rheidae,
orden Rheiformes y en el 1,2 % (n=1) de las aves Phasianidae, orden Galliformes. El
orden Piciformes, familia Ramphastidae, se hallé en el 22,2 % (n=2) de las aves

analizadas.
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Solo el 4,2 % (n=1) resulté negativa por nested-PCR especifica para las especies
estudiadas, para su identificacion se implementdé una nueva nested-PCR para la
determinacion de un fragmento de 420 pb correspondiente a los dominios variables 11,
I11'y IV del gen ompA de Chlamydia. La secuencia obtenida reveld la presencia de una
nueva especie de Chlamydia denominada C. gallinacea y el analisis del dendograma
mostrd un alto grado de similitud con secuencias de C. gallinacea detectadas en aves de
corral, involucradas en un brote de psitacosis en Francia (GQ398033 - GQ398036).
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Tabla N° 15: Ocurrencia de deteccién de Chlamydia en 288 aves cautivas [de domicilios particulares (n = 212) y de parques zooldgicos (n =
76)].

Habitat Clasificacion de la fauna aviar Especie de Chlamydia (n) TOTAL
Orden Familia Genero C.ps.! C.pn? C.pec’  C.gall? C.pn/Cpec®
Anseriformes Anatidae Anser 0 1 0 0 0 1
Galliformes Phasianidae Gallus 0 1 0 0 0 1
Passeriformes Emberizidae Cyanocompsa 0 1 1 1 3 6
Gubernatrix 0 0 1 0 0 1
Aves incautadas Diuca 1 0 0 0 0 1
de domicilios Paroaria 1 1 1 0 3 6
particulares Pheucticus 0 1 0 0 0 1
Sicalis 0 1 1 0 0 2
Thraupidae Piranga 0 0 0 0 1 1
Turdidae Turdus 1 0 1 0 0 2
Psittaciformes Psittacidae Melopsittacus 0 0 0 0 2 2
TOTAL 3 6 5 1 9 (12143)
(n, %) (12,5) (25,0) (20,8) (4,2) (37,5) '
Falconiformes Falconidae Falco 0 1 0 0 0 1
Polyborus 0 1 0 0 0 1
Aves en Piciformes Ramphastidae Ramphartor 0 2 0 0 0 2
S Psittaciformes Psittacidae Agapornis 0 6 0 0 0 6
cautiverio de .
parques Cyanol iseus 0 1 0 0 0 1
20016gicos Ny_mphlcus 0 1 4 0 0 5
Psittacula 0 0 1 0 0 1
Rheiformes Rheidae Rhea 0 5 1 0 2 8
Strigiformes Tytonidae Tyto 0 1 0 0 0 1
TOTAL 0 18 6 0 2 26
(n, %) (0,0) (69,2) (23,1) (0,0) 7,7) (34,2)

Chlamydia psittaci. “Chlamydia pneumoniae. *Chlamydia pecorum. “Chlamydia gallinacea. *Infeccién mixta Chlamydia

pneumoniae/Chlamydia pecorum.
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La mayor diversidad de especies de Chlamydia se observo en aves localizadas en
domicilios particulares. Cabe destacar que C. psittaci y la especie recientemente
descripta (C. gallinacea) fueron detectadas en aves incautadas de domicilios
particulares (Tabla N° 16).

Tabla N° 16: Ocurrencia de Chlamydia en funcién al habitat de las aves analizadas de

la provincia de Cordoba.

Habitat TOTAL (%, n) Especie de Chlamydia detectada (n)
C. psittaci (3)
C. pecorum (5)
11,3 (24/212) C. pneumoniae (6)
C. gallinacea (1)
C. pecorum + C. pneumoniae (9)

Aves incautadas de
domicilios particulares

C. pecorum (6)
Aves de parques zooldgicos 34,2 (26/76) C. pneumoniae (18)
C. pecorum + C. pneumoniae (2)

Aves silvestres 0,0 (0/505) -
TOTAL (%; n) 6,3 (50/793) -

El dendograma obtenido por comparacién con las secuencias patrones de
diferentes genotipos de C. psittaci, indicd que las secuencias locales se asociaron con
cepas de C. psittaci genotipo WC, el cual fue previamente detectado en mamiferos (Fig.
N° 9).

Las secuencias de C. psittaci reportadas en este estudio han sido depositadas en la
base de datos Gen Bank con los siguientes nimeros de accesos JX399852-JX399854.

Los resultados obtenidos a partir del dendograma de las secuencias de C.
pecorum, muestran que las secuencias locales agruparon estrechamente entre si y se
encuentran en la rama con las secuencias de C pecorum 4283/3, C. pecorum iC2, C.
pecorum iC3 y C. pecorum iC4, aisladas de pequefios rumiantes (caprinos) en Francia
(Fig. N° 9).

Las secuencias de C. pecorum reportadas en este estudio han sido depositadas en

la base de datos Gen Bank con los siguientes nimeros de accesos JN016880-JN016884.
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Este estudio fue publicado: Frutos et al, 2012, Detection of the ompA gene of
Chlamydophila pecorum in captive birds, in Argentina. Rev. Arg. Microbiol. 44: 65-68
y Frutos et al, 2014, Genetic diversity of Chlamydia among captive birds from central
Argentina. Avian pathol. 1-24. (VER ANEXO V y VIII).

Respecto a las secuencias de C. pecorum detectadas en aves, se observo que las
secuencias locales presentaron una Timina en la posicion 132, la cual produjo un

cambio aminoacidico, o sea una Arginina en reemplazo de una Lisina (Fig. N° 13).

1 10 31 40 41 0 61 70 71 80132
ice VQELHVLSHA TAGTDHASDV KHATIHYHEW HMLIPYIGV( WSRASFDADT LK
1 o1 T
1 o1
c T 3 1: 7 < T
S B 7 < T
BRE BMBPZ T ovivvir svncensnns tatvnenanns tnrennanne sannnnn P.. .H
BRE BAMBPG . .vcvivvns aennenenns menrnennns aeraeaeae aeaaaaeas H
BRE BMBPT ..ottt iei e e ae e et e e H
ARG BAMBP9  .......... ...... Hoeo vevnnnnn. - E...... A... .H
ARG AMBP10 G.......oo onvennnn.. 0.Sh...... ........ M. C......... H

Fig. N° 13: Comparacion del dominio variable 1V del gen ompA de C. pecorum. Los
puntos representan aminoacidos iguales en las secuencias de iC2, iC3, iC4, 3638/3, y
4283/3. El primero y el Gltimo aminoacido en el dominio IV del alineamiento completo

se encuentran en la parte superior de la figura.

Al igual que los resultados obtenidos a partir de cepas amplificadas en humanos,
el dendograma para el gen rpol? de C. pneumoniae mostré que las secuencias de esta
especie bacteriana halladas en aves locales agruparon estrechamente entre si y se
asociaron con las secuencias de C. pneumoniae de origen humano y animal (Fig. N°
10).

Las secuencias reportadas en este estudio han sido depositadas en la base de datos
Gen Bank con los siguientes nimeros de accesos JX645161-JX645175 y JX649919.
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Estudios en equinos (Equus ferus).

De los 24 hisopados conjuntivales de equinos colectados en la region S de la
provincia de Cdrdoba, el 41,7 % (n=10) resultaron positivos para Chlamydia. Se
confirmd la presencia de C. pneumoniae en el 100 % (n=10) de las muestras, resultando
negativas para C. psittaci y C. pecorum (Tabla N° 17).

Los seis equinos de la region NE de la provincia resultaron negativos por PCR

genérica.

Tabla N° 17: Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los equinos analizados de la

provincia de Cérdoba.

Edad _ Codigo de
Muestra - Sexo Sintomatologia GenBank gen
(afos)
rpoB

ARG VM C1 7 Hembra Asintomatico KC292047
ARG VM C2 3 Hembra Asintomatico KJ786473
ARG VM C3 12 Macho Asintomatico -
ARG VM C5 13 Hembra Asintomatico -
ARG VM C7 1 Hembra Asintomatico KJ786474
ARG VM C10 1 Macho Asintomatico -
ARG VM C17 12 Hembra Conjuntivitis recurrentes KJ786475
ARG VM C18 12 Hembra Asintomatico KC292048
ARG VM C20 1 Hembra Conjuntivitis recurrentes KC292049
ARG VM C21 14 Hembra Asintomatico -

C. pneumoniae se detectd en equinos en un amplio rango etario (desde temprana
edad hasta adultos) y se encontrd principalmente en hembras (8/18).

Dos equinos; positivos para C. pneumoniae, presentaron historia clinica de
conjuntivitis recurrentes.

Todos los equinos con conjuntivitis recibieron tratamiento antimicrobiano

especifico y evolucionaron favorablemente.
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El dendograma mostré una agrupacion de las secuencias locales con la secuencia
N16 de C. pneumoniae genotipo B detectada en equinos con infeccion respiratoria en el
Reino Unido, (Fig. N° 9). Asimismo, se observd un agrupamiento muy estrecho de
todas las secuencias de equinos entre si y con una secuencia amplificada (ARG HUM
78) a partir de una paciente con neumonia atipica diagnosticada en el presente estudio
(Fig. N° 10).

Las secuencias reportadas en este estudio han sido depositadas en la base de datos
Gen Bank con los siguientes nimeros de accesos KC292047- KC292049 y de
KJ786473- KJ786475.

Estudios en reptiles

Reptiles incautados en domicilios particulares

Se analizaron 5 muestras de hisopado cloacal de reptiles de domicilios
particulares incautados por tenencia ilegal, por la Patrulla Ambiental y remitidos al
zoologico de Cdérdoba.

El 80,0 % (n=4) de las muestras result6 positivo por PCR genérica (muestras de 3
Pythom molurus bivittatus y 1 de Tupinambis merianae). Mediante la técnica de nested-
PCR especifica se confirmo la presencia de C. pneumoniae en todas las muestras (n=4)
analizadas, resultando negativas para las especies C. psittaci y C. pecorum.

Las secuencias reportadas en este estudio han sido depositadas en la base de datos
Gen Bank con los siguientes nimeros de accesos KC305893 y KC305896.

Reptiles de un centro recreativo

Del anélisis de las muestras de reptiles que provenian del centro recreativo, en el
primer muestreo, se detectd que el 57,9 % (11/19) resulté positivo por PCR genérica.
Mediante la técnica de nested-PCR especifica se confirmd la presencia de C.
pneumoniae en el 100 % de las muestras, resultando negativas para las restantes

especies analizadas.
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La reptil con neumonia resultdé negativa para Chlamydia ya que habia sido
previamente aislada y tratada con antibidticos especificos incluidos en el tratamiento
empirico.

Las especies de reptiles en las cuales se detecté C. pneumoniae fueron Pythom
reticulata (n=2), Python molurus bivittatus (n=2), Bothrops alternatus (n=1), Crotalus
atrox (n=1), Trachemis scripta elegans (n=2); Phrynops hilaris (n=2); Micrurus
pirracryptus (n=1).

Los animales en los que se detectdé C. pneumoniae recibieron tratamiento con
antibidticos especificos.

En diciembre del mismo afio se repitié el muestreo y el andlisis arrojo resultados
negativos para Chlamydia por PCR genérica.

El andlisis de las secuencias del gen rpoB de C. pneumoniae mostré una
asociacion estrecha entre las secuencias locales y las secuencias patrones de C.
pneumoniae (Fig. N° 10). Dichas secuencias se entremezclaron con secuencias de otras
fuentes de origen y regiones geograficas.

Las secuencias reportadas en este estudio fueron depositadas en la base de datos
Gen Bank con los siguientes nimeros de accesos JX960446-JX960451.

Este estudio fue publicado: Frutos et al, 2014, Molecular evidence of Chlamydia
pneumoniae infection in reptiles in Argentina. Rev Arg Microbiol. 46(1):45-48 (VER
ANEXO VII).

Estudio en mamiferos no humanos de la provincia de Cérdoba

El 41,7 % (5/12) de las muestras resultd positivo para Chlamydia y se confirmo la
presencia de C. pneumoniae en 3 de los individuos analizados y resultd negativo para
las especies C. psittaci y C. pecorum.

Las especies de mamiferos no humanos en las cuales se detectd6 C. pneumoniae
fueron Suricata suricatta (n=1) y en 2 muestras de Atelerix albiventris (n=2). En
muestras de dos Mustela putorius furo, no fue posible determinar la especie de
Chlamydia presente ya que las mismas resultaron negativas para las tres especies de
Chlamydia analizadas y debido a la insuficiente concentracién de ADN, no fue posible

el andlisis por secuenciacion.
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Los resultados obtenidos a partir del dendograma muestran que la secuencia local
agrupé estrechamente con las secuencias de C. pneumoniae de otras fuentes de origen
descriptas en este estudio (Fig. N° 10).

La secuencia reportada en este estudio ha sido depositada en la base de datos Gen

Bank con el siguiente nimero de acceso KC305894.

Determinacién de los genotipos de C. pneumoniae en pacientes, aves, mamiferos no

humanos, reptiles y equinos

Se realiz6 el analisis por secuenciacion directa del dominio variable 1V del gen
ompA de C. pneumoniae, de 9 muestras seleccionadas por contener 6ptima cantidad de
ADN (3 hisopados faringeos de humanos, 1 hisopado anal de mamifero, 2 hisopados
cloacales de aves, 1 hisopado cloacal de reptil y 2 hisopados conjuntivales de equinos).

Segun la clasificacion descripta por Bodetti et al, 2002, se describio el genotipo A
de C. pneumoniae en las muestras de humanos, reptiles, aves, y mamiferos no humanos,
de diferentes regiones geogréaficas de la provincia de Cérdoba. Las muestras de equinos
se clasificaron en genotipo B (Fig. N° 9).

4.2 .4 Cuantificacion de ADN bacteriano

Se implement6 una PCR en tiempo real que nos permitié obtener la cantidad de
copias de genomas de Chlamydia presentes en las muestras analizadas y el consiguiente
namero de UF1/ml.

El umbral fue fijado en 0,02; el Ct <39 fue considerado positivo y la eficiencia fue
calculada utilizando la siguiente formula: 10 (-1/pendiente de la curva)-1= 99%.

La mayor concentracion de ADN bacteriano se hallé6 en muestras de mas de una
especie de Chlamydia. En las aves que presentaron coinfeccién de C. pneumoniae y C.
pecorum, también presentaron mayor excrecion de Chlamydia.

En la especie Pheucticus aureoventris (Passeriformes) de amplia distribucion en
nuestra provincia, se detectd6 mayor concentracion de ADN de Chlamydia (Ct=30). En
reptiles, en aves de parques zool6gicos y en mamiferos no humanos fue menor la

excrecion de estas bacterias (tabla N° 18).
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Tabla N° 18: Caracteristicas de las muestras analizadas por la técnica de PCR en

tiempo real para la cuantificacion de ADN bacteriano.

NO
Mu'estra Hospedador Especie de Chlamydia detectada UFI/
analizada* ml
ARG F15 Homo sapiens C. pneumoniae/ C. pecorum 5
ARG F16 Homo sapiens C. pecorum 5
ARG F30 Homo sapiens C. psittaci/C. pecorum 5
ARG F40 Homo sapiens C. psittaci/ C. pneumoniae / C. 85
pecorum

ARG AMB 2 Cyanocompsa brissonii C. pneumoniae/ C. pecorum 45
ARG AMB 5 Piranga flava C. pneumoniae/ C. pecorum 85
ARG AMB 6 Saltator aurantiirostris C. pneumoniae/ C. pecorum 5

ARG AMB 7 Pheucticus aureoventris C. pneumoniae/ C. pecorum 190
ARG AMB 8 Paroaria coronata C. pneumoniae/ C. pecorum 85
ARG AMB 9 Cyanocompsa brissonii C. pecorum 5
ARG AMB 10 Saltator aurantiirostris C. pecorum 5
ARG AMB 18 Gubernatrix cristata C. pecorum 5
ARG AMB 27 Sicalis luteola C. pecorum 85
ARG AMB 212  Pheucticus aureoventris C. pneumoniae 5
ARG ZOO 7 Rhea americana C. pneumoniae 5
ARG PK 11 Bothrops alternatus C. pneumoniae 5
ARG PK 20 Trachemis scripta elegans C. pneumoniae 5
ARG AMB 73 Atelerix albiventris C. pneumoniae 5
Equus ferus C. pneumoniae 5

* En color rojo se indican las muestras de humanos, en color verde se indican las aves,

en azul muestras de reptiles, en rosado mamiferos no humanos y en amarillo equinos.
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DISCUSION

Estudios de seroprevalencia

En la primera parte de nuestro estudio, analizamos la prevalencia de anticuerpos
anti LPS para Chlamydia en individuos de poblacién sana (grupo control) de la
provincia de Cordoba, Argentina y la comparamos con la prevalencia detectada en
personas con nexo epidemioldgico para C. psittaci. Para tal fin implementamos la
técnica de neutralizacion en monocapa de células LLCMK2 bajo medio liquido y
optimizamos la coloracion de revelado. Esta técnica nos permitio determinar la
prevalencia de anticuerpos con actividad neutralizante para Chlamydia en ambos grupos
en estudio.

Si bien el CDC recomienda para el diagndstico humano la técnica de MIF
(Dowell et al, 2001), se han reportado discrepancias en los resultados obtenidos por esta
técnica en términos de sensibilidad y especificidad (Freidank et al, 1997; Kern et al,
1993; Wong et al, 1999) entre los criterios utilizados en su implementacion (Kumar y
Hammerschlag, 2007; Peeling et al, 2000; Tuuminen et al, 2000). Debido a esta
heterogeneidad y a la imposibilidad de detectar anticuerpos neutralizantes es que para
nuestro analisis utilizamos la técnica de neutralizacion dirigida al género Chlamydia.

El andlisis de los resultados muestra una baja prevalencia de anticuerpos anti LPS
para Chlamydia en el grupo control, lo cual revela que un alto porcentaje de la
poblacién en estudio carece de inmunidad protectora. Esta caracteristica podria ser la
causa de las reinfecciones bacterianas que un individuo sufre en el transcurso de su
vida.

Existen soOlo tres estudios reportados en la literatura que analicen la
seroprevalencia de Chlamydia por la técnica de neutralizacion. Donatti et al, 1996
estudio en 230 personas asintomaticas la presencia de anticuerpos para C. pneumoniae
en Italia por MIF y NT. La seroprevalencia por MIF fue del 53,9 %, mientras que por
NT los investigadores encontraron una prevalencia del 25,8 %. Esta discrepancia en los
resultados fue también observada por Tapia et al, 2002, que reportdé por MIF una
seroprevalencia del 96,0 % cuando analiz6 331 muestras de sueros de pacientes

neuroldgicos y poblacion sana, sin embargo cuando estos sueros fueron probados por
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NT soélo el 8,8 % presentd anticuerpos neutralizantes. Asimismo, Phoon et al, 2011
estudiaron un panel de 78 muestras de sueros de estudiantes universitarios asintomaticos
en Singapur, por MIF y NT, reportando una seroprevalencia del 81,0 % y 22,2 %,
respectivamente. Estos Ultimos autores ademas encontraron que el 6,7 % de los sueros
negativos por MIF tenian capacidad neutralizante. Estos hallazgos sugieren que en una
poblacién asintomatica, la presencia de anticuerpos 1gG anti-C. pneumoniae por MIF,
no implica presencia de inmunidad protectora. Por lo que la deteccion de anticuerpos
neutralizantes seria un marcador util de inmunidad protectora y se deberia considerar
como un ensayo “gold standard” (Phoon et al, 2011). Sin embargo, la prueba de
neutralizacion requiere personal y equipamiento especializados y de mayor tiempo para
la obtencién del resultado, por lo que resulta poco practica para ser usada
rutinariamente. Si bien esta técnica no distingue entre especies de Chlamydia, es una
herramienta Util para investigaciones epidemioldgicas.

En concordancia con lo reportado por otros autores, cuando analizamos el grupo
con nexo epidemioldgico para C. psittaci, observamos una mayor prevalencia de
anticuerpos neutralizantes anti-LPS de Chlamydia (Cuffini et al, 2006; Kanauchi et al,
2000; Kenina et al, 2011; Monno et al, 2010). Asimismo, esta diferencia significativa en
la prevalencia en ambos grupos, también fue observada en los titulos de anticuerpos
detectados. Por lo que podriamos inferir que los anticuerpos se encuentran en la fase de
crecimiento de la curva seroldgica y que existe una mayor respuesta inmune en aquellas
personas expuestas que cursan un cuadro clinico o quienes han tenido contacto con
animales excretores de estas bacterias.

Cuando evaluamos el estado inmune de los cuidadores de reptiles en cautiverio, si
bien no detectamos la presencia de IgM indicativa de infeccion aguda, los titulos de 1gG
(512-4096) fueron elevados en aquellos cuidadores que tenian contacto esporadico o
diario con estos animales. Asimismo, el Unico cuidador que utilizaba proteccion laboral
al manipular los animales y/o sus excretas, no presentd anticuerpos tipo 1gG detectables.
Cuando estos sueros fueron analizados por NT, detectamos titulos altos de anticuerpos
neutralizantes en los cuidadores a excepcion del cuidador que utilizé proteccion laboral.
Resultados similares fueron observados por Raso et al, 2010, quienes analizaron la
presencia de anticuerpos tipo IgG anti C. psittaci en 364 trabajadores de parques

zoologicos y veterinarios y detectaron un 4,7 % de 1gG por MIF, en titulos de 16 a 256.
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Forsyth et al, 2012; reportaron la presencia de anticuerpos IgG anti-C. psittaci por MIF
en 6,5 % de trabajadores de parques zooldgicos en Nueva Zelanda, en titulos de 160. El
porcentaje de deteccion reportado por estos autores fue menor al observado en nuestro
estudio y los titulos de anticuerpos fueron menores a los obtenidos en nuestro trabajo.
No obstante, si bien estos estudios solo reportan la presencia de anticuerpos IgG anti-C.
psittaci, son indicativos de la elevacion de anticuerpos anti-Chlamydia frente a la
exposicion al agente.

La presencia de C. pneumoniae en reptiles posee grandes implicancias en salud,
ya que la misma es una causa comun de neumonia y bronquitis humana a nivel mundial;
adicionalmente ha sido recientemente asociada con varias enfermedades cronicas,
incluyendo enfermedades coronarias, Alzheimer y Esclerosis Multiple (Cuffini et al,
2006; Grayston 2000; Yucesan y Sriram, 2001).

Si bien no se pudo detectar ADN de Chlamydia, ni IgM especifica en los
cuidadores, la deteccion de ADN en los reptiles demuestra la circulacion de C.
pneumoniae en el centro recreacional y respalda la exacerbada respuesta inmune hallada
en los manipuladores de los animales, lo cual sugiere un potencial ciclo zoonético. La
implementacién de bioseguridad en los cuidadores es esencial para prevenir la
transmision, como fue demostrado por nuestros resultados (Frutos et al, 2014, ANEXO
VII).

Deteccidn y caracterizacion genética de Chlamydia en humanos

En el presente estudio se implement una técnica de PCR para la deteccién de un
fragmento gendmico de la region que codifica a MOMP. Este ensayo fue probado en
muestras de hisopados faringeos de personas con epidemiologia compatible con
psitacosis. La técnica resultdé ser lo suficientemente sensible, capaz de detectar una
region comudn a todo el género Chlamydia y pudo ser usada como paso previo a la
implementacion de la nested-PCR especifica. Esta técnica desarrollada previamente por
Sachse et al, 2003, amplifica una region parcial del gen ompA. Esta region ha sido
ampliamente utilizada para el estudio de la divergencia genética de Chlamydia
(Batteiger et al, 1996; Longbottom y Coulter, 2003; Geens et al, 2005; Kaulfold et al,

2006; Laroucau et al, 2009; Pantchev et al, 2009). La cual nos permitié discriminar las
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especies de Chlamydia presentes y detectar ademas la presencia de infecciones
maultiples. El anlisis del gen ompA posee motivos cepa/serovar/genotipo especificos en
los 4 dominios genéticamente variables que posibilita una caracterizacion genética mas
detallada (Poole y Lamont, 1992; Longbottom y Coulter, 2003).

Para la deteccion molecular de C. pneumoniae usamos la amplificacion del gen
rpoR que codifica para la region de la B polimerasa, recomendada por el CDC para el
diagndstico de este agente en humanos (Dowell et al, 2001).

La deteccion de 4&cidos nucleicos mediante las metodologias moleculares
implementadas permitieron realizar la deteccién precoz del agente etioldgico,
mejorando asi el manejo clinico del paciente. Asimismo, la técnica de nested-PCR
permitio la obtencion de material gendmico para la caracterizacion genética de los
agentes bacterianos circulantes.

Con estas estrategias de amplificacion se examino la presencia de Chlamydia en
muestras humanas con sospecha de psitacosis, revelando la inesperada alta ocurrencia
de C. pneumoniae, seguida de C. pecorum y por ultimo C. psittaci; lo que demostraria
que los estudios de Chlamydia en infecciones respiratorias en humanos, no deberian
estar solo confinados a la bdsqueda de C. psittaci, sino que otras Chlamydia deberian
ser investigadas.

El analisis de las historias clinicas y fichas epidemioldgicas de casos sospechosos
de psitacosis, reveld que los pacientes infectados correspondian a adultos jévenes
laboralmente activos. Esto concuerda con lo reportado por otros autores, quienes
asocian la infeccion por C. psittaci con la edad laboral y el riesgo ocupacional (Fenga et
al, 2007; Gaede et al, 2008; Heddema et al, 2006a; Rodolakis et al, 2010; Sting et al,
2006; Telfer et al, 2005; VVarompay et al, 1995; Varompay et al, 2007). Por otra parte, si
bien la infeccion por C. psittaci ha sido frecuentemente asociada con el ambiente rural
(Gaede et al, 2008; McGuigan et al, 2012; Monsalve et al, 2011; Petrovay y Balla,
2008; Telfer et al, 2005), los pacientes analizados residian principalmente en zona
urbana pero mantenian contacto directo con aves, especialmente Psittaciformes,
Galliformes y Columbiformes.

Similares resultados fueron observados por diversos autores que han reportado
casos de psitacosis asociado a estos 6rdenes de aves (Branley et al, 2008; Geigenfeind y
Haag-Wackernagel, 2010; Grimes y Wyrick, 1991; Haag-Wackernagel y Moch, 2004;
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Heddema et al, 2006a; Heddema et al, 2006b; Longbottom y Coulter, 2003; Magnino et
al, 2009; Telfer et al, 2005; Van Droogenbroeck et al, 2009; Varompay et al, 1995;
Varompay et al, 2007). Sin embargo, un pequefio porcentaje de los pacientes declar6
contacto con canarios (Passeriformes), los cuales parecerian presentar un potencial
riesgo zoonotico (Dovc et al, 2005; Gartrell et al, 2013; Harkinezhad et al, 2009b;
Holzinger-Umlauf et al, 1997; Madani y Peighambari, 2013; Olsen et al, 1998). La
presencia de C. psittaci en un paciente sin contacto con aves, podria deberse al contacto
esporadico con palomas silvestres 0 con otros animales, ya que existe no existen
suficientes evidencias que avalen la transmision interhumanos de C. psittaci (McGuigan
etal, 2012).

El andlisis de ocho secuencias nucleotidicas de C. psittaci, revel6 la presencia de
3 genotipos (A, E/B y WC). El genotipo A originalmente aislado en aves del orden
Psittaciformes, posteriormente detectado en pacientes hospitalizados con psitacosis que
requirieron cuidados intensivos (Harkinezhad et al, 2009b). Este genotipo se ha
asociado a una presentacion clinica mas exacerbada y a una mayor virulencia. Sin
embargo, el individuo portador de este genotipo en nuestro estudio, no requirio
hospitalizacion y evolucion6 favorablemente con el tratamiento ambulatorio
antimicrobiano especifico.

La infeccion en humanos por C. psittaci genotipo E/B, se reportd por primera vez
en Bélgica, en pacientes que no presentaron sintomas clinicos graves (Varompay et al,
2007). Por el contrario, en nuestro estudio el paciente requirid ser hospitalizado en la
unidad de cuidados intensivos. Sorprendentemente, el genotipo WC fue el mas
prevalente. Este genotipo fue aislado originalmente en un cuadro de enteritis bovina
(Everett y Andersen, 1997) y posteriormente en Nepal, detectado en células de la
conjuntiva de individuos con tracoma (Dean et al, 2008). Sin embargo no existen
reportes previos de deteccion en cuadros respiratorios. Aungue la mitad de los
individuos infectados con este genotipo requirieron cuidados intensivos, todos
evolucionaron favorablemente con el tratamiento antimicrobiano especifico.

Nuestros resultados indican una alta prevalencia de genotipos obtenidos de
mamiferos en Cérdoba, sugiriendo que los animales pueden representar una fuente de
origen subestimada o que las aves pueden dispersar cepas asociadas a mamiferos, y

como consecuencia la clasificacion de los genotipos de C. psittaci deberia ser revisada.
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Como se expresO anteriormente, C. pneumoniae fue la bacteria mas
frecuentemente detectada en todas las muestras analizadas, incluyendo las muestras de
humanos con sospecha de psitacosis.

C. pneumoniae es un agente bacteriano conocido como un importante factor
causal de una amplia gama de enfermedades que afectan al tracto respiratorio; se estima
que alrededor del 70 % de las infecciones de las vias respiratorias causadas por este
agente son asintomaticas. El 20 % de las infecciones del tracto respiratorio superior
presentan sintomas y el 10 % restante son casos de neumonia adquirida en la comunidad
(Blasi et al, 2000; Choroszy-Krdl et al, 2014; Cunha, 2006).

A pesar de que inicialmente fue identificada como un patdgeno respiratorio
agudo, la mayoria de los estudios sobre C. pneumoniae se han centrado en el papel de
este agente patdgeno en infecciones persistentes y cronicas. Ademas, las neumonias
causadas por C. pneumoniae pueden ser esporadicas y ocurren generalmente en
epidemias (Oktem et al, 2007; Sevketbeyoglu, 2012, Roulis et al, 2013); por lo tanto los
reportes de este patdgeno en cuadros agudos son muy dispares y su deteccion
dependiente de la técnica de diagndstico utilizada. En nuestro estudio, C. pneumoniae
estuvo presente en mas del 40 % de las muestras de los individuos analizados durante
los tres afios. Este resultado es similar a lo reportado en Turquia por Okten et al, 2007
en pacientes con neumonia. Sin embargo, otros autores reportaron frecuencias de
deteccion de C. pneumoniae en neumonias agudas que varian de 6,0 al 38,0 % (Almirall
et al, 2000; Arnold et al, 2007; Ferndndez et al, 2003; Hammerschlag, 2000; Lieberman
et al, 1996; Luna et al, 2000; Marrie et al, 2003; Miyashita et al, 2002a; Miyashita et al,
2002b; Nomanpour et al, 2012).

Los casos de C. pneumoniae detectados en nuestro estudio se presentaron, al igual
que C. psittaci, en las primeras semanas epidemioldgicas de los tres afios analizados, sin
embargo Porath et al, 1997, se refiere a C. pneumoniae como una infeccion no
estacional.

El andlisis de las secuencias del gen rpof3, revelé que las secuencias locales
humanas y animales agruparon juntas formando un solo grupo, exhibiendo una alta
clonalidad y conservacidn genética. Esta alta clonalidad ha sido previamente observado
por otros autores (Rattei et al, 2007; Roulis et al, 2013). Asimismo, el analisis del gen

ompA mostré que el genotipo presente en los pacientes fue el mismo que se detecto en
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una amplia gama de animales de nuestro medio, con excepcion de los equinos que
presentaron otro genotipo, mostrando su potencial zoonoético por la baja divergencia
genética de estas cepas entre hospedadores.

Cabe destacar que, en las secuencias locales encontramos un cambio genético
caracteristico que podria ser definido como marcador de cepas locales y un posible
blanco de estudio para profundizar en la caracterizacion e identificacion de
polimorfismos del gen rpol? y sus implicancias genéticas.

C. pneumoniae se registr6 mas en mujeres que en hombres a diferencia de lo
observado por otros autores (Almirall et al, 2007; Cassiere y Niederman, 1998; Marrie
et al, 1996; Marrie et al, 2003; Schneeberger et al, 2004), sin embargo la comparacién
puede no ser clara debido a que el tamafio muestral utilizado en los estudios fue disimil.

En concordancia con otros autores (File et al, 1999; Marrie et al, 2003; Porath et
al, 1997; Schneeberger et al, 2004), la presencia de este agente bacteriano fue detectada
con mayor frecuencia en adultos mayores.

El mayor porcentaje de los pacientes tenia lugar de residencia urbana, este
resultado se encuentra en relacion a lo informado por otros autores, quienes asocian la
infeccion con C. pneumoniae al contacto con otras personas y a grupos cerrados o al
hacinamiento (Blasi et al, 1994; Chirgwin et al, 1991; Conklin et al, 2013; Ekman et al,
1993; Grayston et al, 1986; Lee et al, 2006; Miyashita et al, 2005b; Nakashima et al,
2006; Ngeow et al, 2005; Soda et al, 1997). Sin embargo, los animales en los que se
registrd la presencia de esta bacteria fueron mantenidos en cautiverio en domicilios
particulares, por lo que podrian ser la posible fuente de infeccién.

Un amplio porcentaje de los pacientes de nuestro estudio requirié hospitalizacion
y cuidados intensivos, sin embargo todos los pacientes evolucionaron de manera
favorable cuando so6lo se indico el tratamiento antimicrobiano especifico. Este
porcentaje fue mayor que el detectado para C. psittaci, esto puede ser debido a que en
las personas en la que se detectd C. pneumoniae tenian una edad méas avanzada y quizas
presentaban complicaciones clinicas asociadas con la edad. No obstante, esta bacteria es
notificada méas frecuentemente en individuos ambulatorios que en aquellos que
requieren ingreso hospitalario (Arancibia y Diaz 2005; Michetti et al, 1995; Miyashita
et al, 2005a; Wattanathum et al, 2003).
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En nuestra region, la deteccion de C. pneumoniae no se encuentra incluida en el
algoritmo diagnostico de infecciones respiratorias, por lo que el diagnostico diferencial
no es realizado rutinariamente. Asi, las técnicas moleculares implementadas en este
estudio demostraron ser herramientas Gtiles para la identificacion y caracterizacion de
C. pneumoniae y podrian ser transferidas a laboratorios que lo requieran, contribuyendo
asi al mejoramiento diagndstico y tratamiento precoz de estas infecciones en nuestro
medio.

C. pecorum es un patdgeno de importancia clinica veterinaria descripto en ganado
doméstico y en fauna silvestre (Jelocnik et al, 2013), sin embargo la infeccion puede ser
subclinica y asintomatica (Jee et al, 2004; Poudel et al, 2012). Este agente no es
investigado en infecciones respiratorias humanas, esto podria ser debido a que no se ha
considerado, hasta el momento, su potencial zoonético. En nuestro estudio encontramos
material genético de C. pecorum en un importante porcentaje de los individuos con
clinica y epidemiologia compatible con psitacosis. Este agente fue hallado los dos
primeros afos de muestreo, sin embargo en el afio 2012 no fue detectado. Esta
intermitencia en la deteccidn podria estar asociada a la ocurrencia de brotes esporadicos
en animales (Funnell et al, 2013; Jackson et al, 1999; Longbottom, 2004; Warren et al,
2005). El andlisis del dendograma mostréd que las secuencias locales agruparon
estrechamente entre si y se asociaron con secuencias detectadas en pequefios rumiantes
en Europa (Mohamad et al, 2014; Yousef Mohamad et al, 2008). Nuestra provincia
posee un extenso porcentaje de su territorio con produccion ganadera, por lo que quizas
el contacto con el ganado podria ser una fuente de infeccion. Asimismo, el ganado
convive con aves, ya que las mismas se alimentan de insectos que se encuentran sobre el
ganado, también comparten bebederos de agua de los animales, por lo que, esta
coexistencia podria ser un nicho ecoldgico adecuado para la transferencia de C.
pecorum entre ambos hospedadores. En este estudio, C. pecorum fue detectada en aves
asintomaticas, extendiendo asi su rango de hospedadores con potencial excretor de
dicha bacteria.

Debido a que estos pacientes ingresaban al Instituto con un diagnostico presuntivo
de psitacosis, es que solo figura en la ficha epidemioldgica, informacion sobre su

residencia urbana por el contacto con aves, principalmente con Psittaciformes.
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Cabe destacar que en los casos en los que fue el Unico agente patdgeno presente,
los pacientes evolucionaron favorablemente s6lo con el tratamiento antimicrobiano
especifico. El hallazgo de este patdgeno asociado a cuadros respiratorios en humanos
resalta la necesidad de profundizar la investigacion en pacientes con estos cuadros
clinicos en especial en aquellos individuos convivientes tanto de aves como animales de
granja.

Sorprendentemente, un importante porcentaje presentaba mas de una especie de
Chlamydia. En animales son frecuentes las infecciones mixtas (De Graves et al, 2003;
Jee et al, 2004; Reinhold et al, 2008), sin embargo en humanos existen pocos informes
que las reporten. Esto es debido a que las diferentes especies de Chlamydia se
encuentran relacionadas con una patologia en particular y por lo tanto no se suele
investigar la presencia de otras. Mahmoud et al, 1994 reporté por primera vez la
presencia de anticuerpos contra multiples especies de Chlamydia (C. trachomatis, C.
pneumoniae y C. psittaci) en pacientes con tracoma residentes de una region endémica
de Sudan. Resultados similares fueron observados por Dean et al, 2008 que reportd
estas especies de Chlamydia en pacientes con tracoma en Nepal. Asimismo Dean et al,
2013 encontrd ademas la presencia de C. pecorum en pacientes con tracoma.

Sin embargo cuando se investigan cuadros respiratorios, se enfatiza en la
busqueda de C. psittaci dejando de lado la blasqueda de otras especies de Chlamydia.
Debido a que aun no se conoce si existe un posible sinergismo entre las especies
implicadas en la patogénesis de la enfermedad o si existe una competencia entre las
mismas por los receptores celulares, o si la coinfeccion podria causar una enfermedad
de gravedad variable segun si estuviera presente solo una o varias especies bacterianas;
es que la deteccion de rutina de todas las especies de Chlamydia permitiria dilucidar el
papel que las infecciones mixtas pueden desempefiar en la patogenia de la enfermedad
y/o en la terapéutica. Asimismo permitiria realizar el control sanitario del hospedador,
ya sea ave, reptil o mamifero, para evitar el contacto con la fuente de infeccion que
podria continuar excretando el agente al medio. En este sentido nuestros resultados
aportan los primeros datos acerca de la existencia de infecciones mixtas, lo que se

deberia profundizar con el fin de estudiar su real implicancia en salud publica.
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Estudio en aves

Con las estrategias de amplificacion anteriormente descriptas examinamos un
gran panel de muestras aviares, revelando la presencia de Chlamydia en un amplio
rango de aves mantenidas cautivas (20 especies de Passeriformes y no Passeriformes).
Sin embargo, no se halld estas bacterias en las aves silvestres.

Si bien, tanto las aves silvestres como las aves en cautiverio, sufrieron stress en el
momento de su captura y obtencién de la muestra, posiblemente la interrupcién de la
preservacion ecologica y ambiental en las aves en cautiverio podria ser la causa de la
excrecion de Chlamydia.

En aves mantenidas en cautiverio en domicilios particulares o de parques
zooldgicos de nuestra provincia, se detecté una mayor incidencia de C. pneumoniae,
seguido de C. pecorum y C. psittaci. Ademas, se encontr6 C. gallinacea e infecciones
mixtas de C. pneumoniae/C. pecorum. Estas aves no presentaban signos clinicos de
enfermedad por Chlamydia, sin embargo, el desarrollo de enfermedad en las aves
depende de la virulencia de la cepa de Chlamydia involucrada y de la especie de ave
infectada. No obstante, las infecciones asintomaticas pueden ocurrir en cepas de baja y
alta virulencia, y numerosas cepas pueden permanecer en latencia en las aves hasta que
se activan por factores de stress (Rodolakis et al, 2010). Asimismo, la edad puede
afectar el desarrollo de enfermedad, ya que por lo general las aves adultas suelen
presentar infecciones asintomaticas, mientras que las aves jovenes suelen cursar la
enfermedad de forma aguda (Herrmann et al, 2006).

En nuestro estudio, C. pneumoniae fue detectada en un amplio rango de 6rdenes
de aves, principalmente Psittaciformes y Passeriformes. Estas aves son de extensa
distribuciéon y abundancia en nuestra provincia (Giraudo et al, 2006), por lo que
probablemente la abundancia de estas aves pudo haber influenciado la frecuencia de
deteccion.

En aves del orden Passeriformes, principalmente Paroaria, encontramos una alta
ocurrencia y diversidad de especies de Chlamydia. Es probable que estas aves actlen
como reservorio de Chlamydia en nuestra regién. Sin embargo, la deteccion de
Chlamydia en Passeriformes es controvertida. Algunos investigadores no han podido

demostrar la presencia de Chlamydia en Passeriformes (Chahota et al, 2006; Prukner-
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Radovcic et al, 2005), mientras que otros autores han reportado frecuencias de deteccion
que van desde 0,8 % hasta el 54,0 % (Celebi y Ak, 2006; Dovc et al, 2005; Hirai et al,
1983; Holzinger-Umlauf et al, 1997; Kaleta y Taday, 2003; Madani y Peighambari,
2013; Olsen et al, 1998).

Aunque muchos autores han demostrado que las aves Columbiformes son
portadoras naturales de C. psittaci y posiblemente fuente de infeccion para el humano
(Chahota et al, 2006; Fukushi et al, 1983; Haag-Wackernagel y Moch, 2004; Yousef
Mohamad y Rodolakis, 2010), en nuestro analisis las muestras de estas aves resultaron
negativas para Chlamydia.

C. psittaci solo se detectd en aves del orden Passeriformes, familia Emberizidae y
Turdidae. La infeccion por este agente bacteriano no parece estar asociada con signos
clinicos de Clamidiosis aviar, indicando que posiblemente estas aves sean portadores
subclinicos de C. psittaci en nuestro medio. Asimismo, este hallazgo sugiere que las
aves no Psittaciformes pueden representar una fuente subestimada de C. psittaci.

El genotipo que presentaban estas aves fue WC, el mismo genotipo que
presentaron los pacientes con infeccion por C. psittaci, sin embargo en las aves no
produjo enfermedad mientras que los pacientes cursaron la infeccion de manera
sintomatica, por lo que quizds esta diferencia en la capacidad de desarrollar la
enfermedad esté asociada a alguna caracteristica intrinseca del hospedador y no del
genotipo infectante.

Estos resultados indican una importante circulacion de genotipos obtenidos de
mamiferos en nuestra region, lo que sugiere que los mamiferos pueden representar una
fuente subestimada de C. psittaci o que las aves podrian llevar genotipos asociados a
mamiferos.

El hallazgo de C. pecorum en aves mantenidas en cautiverio proporciona una
prueba mas de la circulacion de esta especie bacteriana en aves asintomaticas en nuestra
region; sin embargo, la importancia epidemiologica de C. pecorum aun no ha sido
dilucidada. Se necesitan mas estudios para estimar el rol zoonético de este patogeno.

C. pneumoniae fue la especie detectada mas frecuentemente, lo que refleja su
circulacién endémica en la avifauna local. Ademas, el andlisis de las secuencias
amplificadas mostr6 una asociacién estrecha con secuencias C. pneumoniae

previamente detectadas en humanos. Aunque C. pneumoniae ha sido descripta en varias
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especies animales, su implicancia zoondtica sigue siendo enigmatica (Bodetti et al,
2002; Mitchell et al, 2010; Myers et al, 2009).

Otro hallazgo destacable fue la primera deteccion de C. gallinacea en aves
asintomaticas de orden Passeriformes en nuestra region; esta nueva especie de
Chlamydia fue recientemente descripta por Sachse et al, 2014 en aves Galliformes.

Ademas, es importante sefialar que nuestro estudio proporciona evidencia de la
aparicion de infecciones mixtas en aves. Este hecho fue previamente reportado por
Tanaka et al, 2005 y Sachse et al, 2012.

La presencia de Chlamydia en aves en cautiverio podria representar una potencial
fuente de infeccion para los cuidadores, por lo que seria necesaria la implementacion de
medidas de bioseguridad para mitigar los efectos de una posible propagacion de la
infeccion.

Algunas limitaciones de nuestro estudio deben ser consideradas. El aislamiento en
cultivos celulares (CDC, 1998) es la técnica recomendada para confirmar y corroborar
los resultados obtenidos; sin embargo, en el caso de C. psittaci, no es recomendable
debido a los riesgos bioldgicos. Por otro lado, no pudimos aislar C. pecorum y C.
pneumoniae, debido a la falta de condiciones estériles y refrigeracion en el lugar donde
se recolectaron las muestras.

En la literatura descripta hasta el momento, los estudios de las infecciones por
Chlamydia en aves por lo general se han limitado a la basqueda de C. psittaci, por lo
que poco se conoce sobre la situacion de otros agentes clamidiales. Nuestros resultados
indican que el conocimiento de la variedad de Chlamydia presente en aves es adn
incompleto y que un buen nimero de especies todavia podrian estar esperando por su
deteccidn e identificacion.

Como se expreso, las muestras de aves positivas para Chlamydia se encontraron
principalmente en dos 6rdenes, Passeriformes y Psittaciformes; por lo tanto, estas aves
deberian ser consideradas a fin de evaluar su importancia epidemioldgica.

Nuestros resultados fueron el primer aporte a la identificacion y caracterizacion
molecular de Chlamydia en aves de Argentina, y contribuyé a mejorar nuestra

comprension de la abundancia de Chlamydia en el reino animal.
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Estudio en equinos

Ademas de las infecciones en los seres humanos, las infecciones por C.
pneumoniae han sido reportadas en una amplia variedad de animales e igualmente en
una diversa gama de tejidos del cuerpo, incluyendo mucosas de las vias respiratorias
(anfibios, reptiles, marsupiales y equinos) higado y bazo (anfibios, reptiles), corazon
(reptiles y anfibios), conjuntiva y tracto urogenital (marsupiales) (Berger et al, 1999;
Bodetti et al, 2002; Hotzel et al, 2001; Kutlin et al, 2007; Mair y Wills,1992; Wills et al,
1990).

Existen pocos y desactualizados reportes de C. pneumoniae en equinos; sélo la
cepa N16 de C. pneumoniae ha sido descripta (Mair y Wills,1992; Wills et al, 1990) y
hasta el momento ninguno a nivel local. En este estudio y en consonancia a lo
previamente reportado por Mair y Wills 1992, detectamos C. pneumoniae en equinos
asintomaticos y asociada a conjuntivitis.

Los dos equinos que presentaron cuadros conjuntivales al momento de la
obtencidon de la muestra fueron madre y su cria, por lo que es posible que haya ocurrido
el contagio de un animal a otro debido al contacto cercano entre ambos, por encontrarse
en el mismo corral. No obstante, debido a que este agente patdgeno se encuentra
comunmente presente en humanos, algunos autores postulan la posibilidad de una
antropozoonosis (Roulis et al, 2013). Sin embargo, el anlisis de las secuencias locales
nos mostro asociacion con la secuencia N16 de C. pneumoniae aislada de equinos y se
diferencié de las demas secuencias detectadas en humanos y animales en nuestra region,
por lo que quizés este agente se encuentre asociado a epizootias.

Todos los equinos en los que se detectd la infeccidn sélo recibieron tratamiento
antimicrobiano especifico y evolucionaron favorablemente. Por lo que estas cepas,
como todas las especies de Chlamydia descriptas hasta el momento, son erradicables

con la implementacion del tratamiento antimicrobiano especifico.
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Estudio en reptiles

C. pneumoniae fue detectada en varias especies de reptiles tanto del centro
recreativo como en aquellas incautadas de domicilios particulares. Estos reptiles no
presentaban sintomatologia compatible con infecciones por Chlamydia, por lo que
podrian ser considerados como portadores naturales de este agente.

En nuestro estudio, un reptil presentaba un cuadro de neumonia proliferativa y si
bien no detectamos C. pneumoniae, probablemente debido a que previo al momento de
la obtencion de la muestra, este animal se encontraba aislado y habia recibido una
bateria de tratamientos antimicrobianos, entre los cuales se habia incluido el especifico
para Chlamydia. Cabe destacar que de igual manera los reptiles en los que se detectd
esta bacteria en el muestreo de marzo, luego de recibir el tratamiento antimicrobiano
especifico resultaron negativos en el muestreo de diciembre. Esto indicaria que C.
pneumoniae es capaz de infectar a varias especies de reptiles y que causa una infeccion
erradicable con el tratamiento antimicrobiano adecuado.

Estos animales en cautiverio se encontraban mantenidos en condiciones
ambientales desfavorables, estas circunstancias puede reprimir el sistema inmunolégico
y favorecer la invasion de patdgenos oportunistas. El hallazgo de altos porcentajes de
ocurrencia de C. pneumoniae en reptiles fue reportado previamente (Soldati et al, 2004).

El andlisis de las secuencias detectadas en los reptiles confirmé que las mismas
pertenecian a C. pneumoniae, y a pesar que se analizd una cantidad limitada de
secuencias, observamos que todas presentaban una alta homologia entre ellas, indicando
la alta clonalidad de esta especie bacteriana.

Aunque la transmision entre los humanos ocurre de persona a persona a través de
las secreciones respiratorias (Cuffini et al, 2006; Yucesan y Sriram, 2001), hasta que se
amplie el conocimiento sobre la epidemiologia, patogenia y vias de transmision de las
cepas de C. pneumoniae recuperadas de poblaciones cautivas y silvestres de animales de
sangre fria, su potencial zoonotico debe ser considerado. En este sentido considerando
el aumento de la tenencia de reptiles como mascotas, es necesario implementar un
sistema de vigilancia en la tenencia, cuidados y comercializacién de estos nuevos
animales de compafiia, en cuyo protocolo de control deberia ser incluido el estudio de

Chlamydia; ya que como se demostrd en los cuidadores del centro recreativo, la
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exposicion de manera continua al antigeno produjo una respuesta inmune elevada y

sostenida en el tiempo, lo que nos permitiria inferir el potencial zoonotico de esta cepa.

Estudios en mamiferos no humanos

C. pneumoniae también se detectd en mamiferos no humanos de la provincia de
Cordoba, si bien es limitada la cantidad de muestras analizadas, detectamos la
ocurrencia de esta bacteria en animales en los que no habia sido previamente descripta.
Debido a la ubicuidad de este agente patdgeno en los diferentes hospedadores de
nuestro medio es que seleccionamos muestras con Optima calidad de ADN y se logrd
secuenciar el dominio variable IV del gen ompA para determinar el genotipo presente.
El genotipo mas frecuentemente encontrado fue el A al igual que en humanos y en otros
animales. Este resultado se encuentra en concordancia con la alta clonalidad observada
en el andlisis del dendograma del gen rpol} en cada hospedador analizado.

Los resultados amplian el conocimiento previo acerca de la abundancia de

Chlamydia en el reino animal.

Cuantificacién del ADN bacteriano

Al cuantificar la carga bacteriana en los individuos y en los animales estudiados,
encontramos una baja excrecion de Chlamydia por parte de los individuos infectados,
con excepcion del paciente que presento triple infeccion clamidial. En aves se observo
diferentes niveles de excrecion de Chlamydia. Las aves del orden Passeriformes
(Piranga, Paroaria y Sicalis) mostraron un mayor nivel de excrecion mientras que en
otras aves del orden Passeriformes y Rheiformes (Rhea, Gubernatrix y Pheucticus) la
excrecion fue menor. Quizas algunas especies de aves sean mas eficientes en la
excrecion que otras, o se encuentren sometidas a un mayor grado de stress que otras
especies del mismo orden. Asimismo se observo en aves una mayor excrecion cuando
encontramos mas de una especie de Chlamydia presente. Mientras que en reptiles y en
mamiferos no humanos, la misma fue menor en concordancia con la detectada en

humanos.
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Estos resultados son similares a los encontrados por Branley et al, 2008, quien
detecto una baja carga bacteriana (C. psittaci) excretada por parte de los humanos y una
mayor excrecion en aves.

No encontramos una asociacion entre el nivel de excrecion, la especie de
Chlamydia involucrada en la infeccion y el tipo de hospedador. Quizas por el limitado
numero de muestras analizadas, se dificulta la interpretacion de los resultados. Sin
embargo, este estudio proporciona datos interesantes que podrén ser profundizados en

un futuro.
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CONCLUSIONES

Gracias a la implementacion de nuevas técnicas moleculares logramos ampliar el
conocimiento de las Chlamydia de importancia médico-veterinaria.

Pudimos identificar y caracterizar diversas especies de Chlamydia zoonéticas y
potencialmente zoonoticas, en muestras de un amplio rango de hospedadores, siendo los
primeros registros de estos patégenos en animales de nuestra provincia. Estos resultados
avalaron el Decreto de Ley Provincial N° 1751 de Tenencia y Comercializacion de
Animales promovido por la Secretaria de Ambiente de la provincia de Cérdoba.

Se logro identificar en aves en cautiverio, no solo la tradicionalmente estudiada
Chlamydia psittaci, sino también C. pneumoniae y C. pecorum, cuyo rol zoondtico aun
no ha sido claramente establecido. Sin embargo el hallazgo de C. pneumoniae en
muestras clinicas de individuos con cuadros respiratorios agudos y contacto estrecho
con aves, seria el primer indicio de la necesidad de ampliar el espectro diagnostico
diferencial y evaluar la incorporacion de la deteccidn de otras especies de Chlamydia en
el algoritmo de infecciones respiratorias en nuestra region.

De la misma forma, la ubicuidad de C. pneumoniae en diferentes hospedadores, el
hallazgo de este agente en reptiles y el alto titulo de anticuerpos hallados en sus
cuidadores, nos permite inferir su amplio potencial zoon6tico y por tanto enfatizar en la
necesidad de la implementacién de normas de bioseguridad laboral en el personal en
contacto con animales. La importancia de la implementacion de controles mas estrictos
de la tenencia y comercializacion ilegal de aves y nuevos animales de compafiia, tiene
como objeto final disminuir su diseminacion.

Finalmente el hallazgo de una nueva especie de Chlamydia, C. gallinacea, en aves
de nuestra regién abre las puertas a nuevas investigaciones tendientes a dilucidar sus

implicancias médico-veterinarias.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

-Desarrollar e impulsar un sistema medico-veterinario de vigilancia
epidemioldgica para el estudio de estos agentes bacterianos en nuestra provincia, de
manera de constituir una red de trabajo dinamica que permita tener un mejor acceso al
diagnostico en humanos y su posible fuente de infeccion animal y por tanto mejorar el
control de las infecciones producidas por Chlamydia en nuestro medio.

-Estudiar los casos y/o brotes en humanos y animales de manera conjunta a fin de
determinar con mayor exactitud la fuente de infeccion y el rol zoondtico de C.
pneumoniae y C. pecorum.

-Analizar la importancia epidemioldgica de las aves Passeriformes con el fin de
evaluar su rol particular en la transmision de Chlamydia en Coérdoba.

-Evaluar la participacion de otros hospedadores como caprinos y bovinos en la
transmision de C. pecorum y otras especies en nuestro medio.

-Analizar el genoma completo de estos agentes patdgenos para identificar posibles
sitios “hotspots” de recombinacion para determinar los patrones de microevolucion de
dichas especies.

-Estudiar la presencia de otras especies de Chlamydia zoonéticas, como C.
abortus en bovinos y caprinos de nuestras provincia y evaluar su impacto en la

poblacion de mujeres embarazadas de Cérdoba.
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8. ABREVIATURAS

FC: fijacion del complemento.

MIF: microinmunofluorescencia.

C.: Chlamydia.

MOMP: Proteina Mayor de Membrana Externa.
PRC: Proteinas Ricas en Cisteina.

Ag: Antigeno.

LPS: Lipopolisacérido.

CDC: Centro de Control de Enfermedades.
Céls: células.

IgG: Inmunoglobulina tipo G.

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa.

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

CA: Clamidiosis aviar.

pb: Pares de bases.

NAC: Neumonia adquirida en la comunidad.
VVD4: Dominio variable 4.

OIE: Organismo Internacional de Epizootia.
MEM: Medio Esencial Minimo.

SFB: Suero fetal Bovino.

NT: Neutralizacion.

IC: Intervalo de confianza.

IFA: Ensayo de inmunofluorescencia.
ELISA: Enzimoinmuno ensayo.

NS: No significativo.

UCI: Unidad de cuidados intensivos.

NE: Noreste.

S: Sur.

O: Oeste.

UFI: Unidad formadora de Inclusion.

NE: Noreste
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Nota: las abreviaturas de las bacterias y de las técnicas de laboratorio se nombraron con

nomenclatura internacional.
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9. ANEXOS

Anexo |: Consentimiento informado

“ECOEPIDEMIOLOGIA DE LAS CHLAMYDOPHILA PSITTACI, C. PECORUM
Y C. PNEUMONIAE: IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA”

Informacion para los pacientes y Formulario de Consentimiento Informado

Es un trabajo realizado por:

e Instituto de Virologia “Dr. J.M.Vanella” de la Facultad de Ciencias Médicas.
U.N.C.

El presente estudio est4 orientado a evaluar la prevalencia de infeccion causada por
Chlamydophila psittaci, C. pecorum y C. pneumoniae en personas trabajadoras de la
industria avicola y agricola en zoologicos, en veterinarias, etc. y compararla con los
resultados de una poblacion una poblacion en general. El objetivo es conocer la
proporcion de personas infectadas con estos agentes en nuestro medio.

Por medio de este documento se requiere saber si Ud. como paciente acepta participar
en este estudio. Si Ud. acepta participar en el mismo, su participacion puede cesar

cuando Ud. lo decida.

Proposito del Estudio:

Las Clamidias son bacterias de animales de produccion, de vida silvestre y de
compafiia. Ademas de las pérdidas econémicas que producen las infecciones en los
planteles de produccién bovina, ovina, caprina, porcina y de aves de corral, la mayoria
de las especies pueden originar infecciones graves, potencialmente letales en el ser
humano.

Todas las especies de clamidias pueden producir en el hombre y animales
enfermedades respiratorias, oculares, articulares, genitales e intestinales. A menudo
pueden producir infecciones persistentes cronicas y subclinicas.

El contagio humano se produce por la inhalacion de aerosoles de las secreciones

de aves infectadas, por contacto y manejo de productos de éstas.

137



Eco epidemiologia de Chlamydia psittaci, C. pneumoniae y C. pecorum: Impacto en la
salud publica.

Biol. Maria Celia Frutos

Las manifestaciones clinicas en humanos se relacionan con neumonias severas,
con sintomas como fiebre alta, escalofrios, dolor de cabeza, mialgia y dificultad
respiratoria; y con sintomas no especificos gastrointestinales como vomitos, dolor
abdominal y diarrea. En algunos casos se presentan complicaciones como miocarditis,
endocarditis, encefalitis, ictericia y fallas multiorganicas que pueden producir la muerte
del paciente por falta de tratamiento. En mujeres embarazadas puede manifestarse como
una neumonia, hepatitis, insuficiencia renal, sepsis, parto prematuro y muerte fetal.

Las infecciones clamidiales suelen presentarse asintométicas y a menudo
resistentes a antibioticos por lo que constituyen un agente causal de cuadros severos en
personas de riesgo, como adultos mayores, de corta edad, inmunocomprometidos y
mujeres embarazadas, los cuales pueden desarrollar enfermedades por contacto con
personas asintomaticas.

En Argentina existen escasos registros y se desconoce la situacién de nuestra
provincia con respecto a la circulacion de estos agentes patdgenos, por ello es necesario
profundizar y actualizar los estudios de prevalencia e identificacion de las especies de
clamidias presentes en personas habitantes de nuestra region.

Su participacién consiste en la autorizacién para tomar muestras de sangre e hisopado
faringeo y realizar una entrevista epidemioldgica para poder realizar la deteccion de los

mencionados agentes.

Responsabilidad del paciente

Si usted decide aceptar participar en este estudio debera:
> Asistir a las citas programadas

Por participar en el estudio, recibird asesoramiento para mejorar su calidad de vida.
Mientras participa en este estudio, se le tomaran muestras de sangre e hisopado faringeo
y usted no tendrd que pagar por los estudios practicados, ni por los procedimientos
médicos que se le efectlen. Este estudio ayudara a los médicos a dar el mejor
tratamiento para evitar todas las complicaciones de esta infeccion. Al participar en este
estudio, tambien esta ayudando indirectamente a otros pacientes que pueden tener el

mismo diagnostico. Es posible que mediante la informacion obtenida se puedan
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recomendar medidas terapéuticas o profilacticas para mejorar su calidad de vida. Estas
medidas no estan contempladas en el estudio y no puede garantizarse el resultado de las

mismas.

Consideraciones especiales/ Efecto producido por los estudios:

Participar en el estudio representa para usted el inconveniente de realizar un hisopado
faringeo, lo cual podria ocasionar molestias locales leves. No teniendo la misma riesgos

para su salud.

Participar en el estudio representa para usted el inconveniente de realizar una
extraccion de sangre lo cual podria ocasionar molestias locales leves, por ejemplo la

formacion de hematoma localizado. No teniendo la misma riesgos para su salud.

El médico tratante registrara la informacion correspondiente al estudio en la entrevista
epidemioldgica. Los mismos seran analizados por el grupo de investigadores
participantes de este estudio y por profesionales expertos en estadistica ajenos al
estudio. En todos los casos se respetard la confidencialidad de los datos y la
identificacion de cada paciente no serd develada. Todos los resultados seran evaluados
en forma individual y en conjunto con la de los otros pacientes participantes con el fin
de establecer la real prevalencia de la infeccion por Chlamydophila psittaci, C. pecorum

y C. pneumoniae en la poblacién.

La informacién del estudio, se almacenard y se analizara usando computadoras, pero
su nombre nunca aparecera en la misma. Usted tiene derecho a solicitar cualquier

informacion referente al estudio.

La participacion en este estudio es voluntaria, no generard ningun pago de viaticos ni

honorarios ni a los participantes ni a los profesionales actuantes.

Si usted decide participar en este estudio, el médico tratante le pedird que firme este
consentimiento informado. La firma del presente consentimiento no implica renuncia

alguna a los derechos contemplados por la legislacion argentina.
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Este estudio NO implica recibir tratamiento terapéutico alguno, ni modificacion de
alguna terapia que esté recibiendo en el momento de la recoleccién de la muestra, por lo

que NO implica riesgo alguno.

Los datos personales no figuraran en ninguna publicacion. La informacién recolectada
por la investigacion serd aislada y solo los investigadores podran verla.

Su decision final es voluntaria, NO implica remuneracion alguna ni de ningun tipo y se
basa en la comprension de la informacion aqui contenida.

Usted no estd obligado a aceptar la participacion en esta investigacién si no desea
hacerlo y negarse no afectara a su tratamiento. En caso que el resultado de este estudio

resultara positivo, el mismo se le informara a Ud.

Duracion esperada de la participacion de la persona en el estudio:

El tiempo estimado de su participacion en este estudio sera de aproximadamente 30
minutos para realizarle la extraccion de sangre, el hisopado faringeo y la entrevista
epidemioldgica.

Declaracion del voluntario

................................... , de..........aflos de edad, manifiesta que ha sido
informado/a sobre los beneficios que podria suponer la extraccion de un hisopado
faringeo y una muestra de sangre para cubrir los objetivos del Proyecto de Investigacion
titulado “Ecoepidemiologia de las Chlamydophila psittaci, C. Pecorum y C.
Pneumoniae: Impacto en la Salud Publica” con el fin de mejorar los programas

preventivos y los tratamientos médicos con respecto a esta infeccion.

He sido informado/a de los posibles perjuicios que la extraccién de una muestra de
hisopado faringeo puede tener sobre mi bienestar y salud.

He sido también informado/a de que mis datos personales seran protegidos e incluidos
en un fichero que debera estar sometido a/y con las garantias de ley.

Tomando ello en consideracion, OTORGO mi CONSENTIMIENTO a que esta
extraccion tenga lugar y sea utilizada para cubrir los objetivos especificados en el

proyecto.
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Entiendo que el grupo de profesionales que realizan este estudio puede interrumpir el
estudio cuando quiera, por razones importantes. Si esto ocurre entiendo que no se
realizaran las evaluaciones planeadas.

Yo he leido y he entendido esta declaracion de consentimiento informado asi como
los beneficios y los riesgos descriptos y entiendo que puedo retirarme del estudio en
cualquier momento, sin que esto afecte de ninguna forma mi atencion médica.

Debera leer, firmar y fechar este CONSENTIMIENTO INFORMADO una vez que
haya comprendido el estudio. Si hay algo que no comprende o si tiene alguna pregunta,
pidale a quien le otorga este documento que se lo explique antes de firmar.

Recibira informacion del resultado del estudio para que su médico tratante adopte la

conducta conveniente.

Nombre del participante:

Firma del participante:

Fecha:

Nombre del Testigo:

Firma del Testigo:

Fecha:

Firma del Médico:

Fecha:

Si usted tiene algunas preguntas puede hacerlas ahora o incluso después de que haya
comenzado el estudio. Si usted desea hacer preguntas mas tarde, puede contactarse a

cualquiera de las siguientes personas:
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Profesionales Responsables:

-Investigadora Principal: Bidloga Maria Celia Frutos.
Instituto de Virologia Dr. J.M. Vanella. FCM. UNC.
Enf. Gordillo Gomez s/n. Cdad. Universitaria.

Tel.: 0351- 153049121. Tel. 4334022.

e-mail:mariaceliafrutos@gmail.com

-Directora del proyecto: Dra. Cecilia Cuffini.
Instituto de Virologia Dr. J.M. Vanella. FCM. UNC.
Enf. Gordillo Gomez s/n. Cdad. Universitaria.

Tel. 4334022.

e-mail: ccuffini@cmefcm.uncor.edu

-Codirectora del Proyecto: Dra. Viviana Ré.
Instituto de Virologia Dr. J.M. Vanella. FCM. UNC.
Enf. Gordillo Gémez s/n. Cdad. Universitaria.

Tel. 4334022.

e-mail: vivianare@fcm.unc.edu.ar.

Si usted tiene preguntas como participante en este estudio, favor comuniquese con el
Comité de Etica del Hospital Nacional de Clinicas al teléfono: 0264-154846691.

142


mailto:mariaceliafrutos@gmail.com
mailto:ccuffini@cmefcm.uncor.edu

Eco epidemiologia de Chlamydia psittaci, C. pneumoniae y C. pecorum: Impacto en la
salud publica.

Biol. Maria Celia Frutos

Anexo 11

Ficha de estudio laboral-epidemioldgica de casos sospechosos de Chlamydia:
FICHA Ne:

Datos Personales:

NOMBRE Y APELLIDO:

EDAD: _ SEXO:F M

DOMICILIO:

TELEFONO:

LOCALIDAD:

Datos Clinicos:

PRESENTO ENFERMEDADES RESPIRATORIAS ESTE ANO: SI NO
PRESENTO CONJUNTIVITIS: SI NO

RECIBIO TRATAMIENTO CON ANTIBIOTICOS: SI NO
TIPO DE ANTIBIOTICO:

FAMILIARES O AMIGOS CERCANOS ENFERMOS: SI NO
RECIBEN TRATAMIENTO CON ANTIBIOTICOS:

ESTA EMBARAZADA: SI NO

PERIDAS DE EMBARAZOS ANTERIORMENTE: SI NO
PRESENTO DOLORES ARTICULARES: SI NO
Caracteristicas Laborales:

LUGAR DE TRABAJO:

ANTIGUEDAD LABORAL:

TIPO DE LABOR:

CONTACTO CON ANIMALES:

UTILIZA PROTECCION LABORAL: SI NO

TIPO DE PROTECCION:

Caracteristicas del lugar de Vivienda:

UBICACION: URBANA: PERIURBANA: RURAL.:
VEGETACION CIRCUNDANTE: SI NO

PLAZAS Y/O PLAZOLETAS CERCANAS: SI NO
ANIMALES DOMESTICOS: SI NO

PRESENTA MAS DE UN ANIMAL: SI NO

TIPO DE ANIMAL:
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Anexo 111

Sitios de captura de la provincia de Cordoba, Argentina.

2

1: Reserva Provincial de Uso Multiple “Bafiados del Rio Dulce y Laguna Mar Chiquita
(30°50' S; 62°54' O).

2: Zona rural de Deéan Funes (35° 25°S; 64° 21°0).

3: Zona rural de Vicufia Mackenna (33°56°S; 64°22°0).

4: Ciudad de Cérdoba (31°; 26°S; 64°09°0).
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Anexo 1V:

Imagen de una monocapa de células LLCMK; infectadas con C. muridarum cepa
MoPn', tincién con Naranja de Acridina al 1% visualizadas en Microscopio Invertido

de Inmunofluorescencia con un aumento de 200x y 400x.

Inclusion

Nucleo celular
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Detection of the ompA gene of Chlamydophila pecorum
in captive birds in Argentina
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ABSTRACT

Bacteria belonging to the family Chlamydiaceae cause a broad spectrum of diseases in a wide range of hosts,
including humans, other mammals and birds. However, very little is known about chlamydial infections in birds in
our region. In the present study, we examined 28 clinically normal birds in illegal captivity that were confiscated in
the province of Cordoba, Argentina. The objective was to detect Chlamydophila spp. in cloacal swabs by genetic
analysis of the ompA gene. Nested-PCR of the ompA gene identified five samples as Chlamydophila pecorum and
the sequence analysis demonstrated the presence of the ompA gene of C. pecorum in these birds. On the other
hand, Chlamydophila psittaci was not detected. These birds could be either asymptomatic reservoirs or subclinical
carriers of C. pecorum. This is the first report of the detection of C. pecorum in Argentina.

Key words: Chlamydophila pecorum, birds in captivity, ompA gene, sequence analysis

RESUMEN

Deteccion del gen ompA de Chlamydophila pecorum en aves en cautiverio, en la Argentina. Las
bacterias que pertenecen a la familia Chlamydiaceae causan un exienso espectro de enfermedades en una amplia
gama de huéspedes, incluidos los seres humanos, otros mamiferos y aves. Sin embargo, se sabe muy poco acerca
de las infecciones por clamidias en aves de nuestra region. Esta investigacion examiné 28 aves clinicamente
normales mantenidas en cautiverio ilegal, que fueron confiscadas en Cérdoba, Argentina. El objetivo fue detectar
Chlamydophila spp. en hisopados cloacales por andlisis del gen ompA. La PCR anidada del gen ompA reveld la
presencia de Chlamydophila pecorum en cinco muestras. El analisis de secuencias demosiro la presencia del
gen ompA de C. pecorum en estas aves. Por el contrario, Chlamydophila psittaci no se detecté. Estas aves pueden
ser reservorios asintomaticos o portadores subclinicos de C. pecorum. Este es el primer informe de la deteccion de
C. pecorum en la Argentina.

Palabras clave: Chlamydophila pecorum, aves en cautiverio, gen ompA, analisis de secuencias

Chlamydophila psittaci, the causing agent of avian
chlamydiosis, occurs worldwide and has been
detected in a wide variety of both wild and domestic
birds. However, other clamydiae also have a zoonotic
potential (3).

Chlamydophila pecorum strains have been isolated
from ruminants, swine and koalas in several countries.
C. pecorum is associated with conjunctivitis,
encephalomyelitis, enteritis, pneumonia, polyarthritis,
abortion, and reproductive and urinary tract diseases
(1, 3, 8). In an assay carried out in free healthy pigeons
in Japan, three fecal samples were found to be C.
pecorum-positive by PCR (7).

The epidemiology of Chlamydia infection in animals
in Argentina is unknown. Thus, the aim of the present
study was to detect Chlamydia spp. in illegally
captive birds in Cordoba city, Argentina.

Cloacal swabs were collected from 28 birds living
in illegal captivity without any clinical signs or
evidence of chlamydiosis and were referred to the
Instituto de Virologia, Facultad de Ciencias Médicas,
Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina.
According to provincial law N.° 1751, which prohibits
catching and commercialization, these birds were
considered illegal possessions. Therefore, they were
confiscated by the Secretaria Provincial del Medio
Ambiente in September 2010. The cotton swabs were
placed in 1 ml of sucrose-phosphate-glutamate, and
200 pl were subjected to DNA extraction using the
Accuprep Genomic DNA Extraction Kit (BIONEER,
Alameda, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions.

DNA extract (5 pl) was used to amplify a 576-bp
fragment of the variable domains I, lll and IV of the
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ompA gene of Chlamydophila, using primers 191CHOMP
(GCI YTI TGG GAR TGY GGI TGY GCI AC) and
CHOMP 371 (TTA GAA ICK GAA TTG IGC RTT IAY
GTG IGC IGC), as described by Kaltenbéck et al. (2)
and modified by Sachse and Hotzel (5). Five samples
were positive by PCR.

Nested-PCR using primers 218PSITT (GTA ATT TCl
AGC CCA GCACAATTY GTG)/CHOMP 336 (CCR CAA
GMT TTT CTR GAY TTC AWY TTG TTR AT) showed
that none of the samples was positive for C. psittaci
(389 bp) and that five (17.85 %) were positive for C.
pecorum (441 bp) with primers 204 PECOR (CCA ATA
YGC ACA ATC KAA ACC TCG C)/CHOMP 336(CCR
CAAGMT TTT CTR GAY TTC AWY TTG TTR AT). The
latter were confirmed by sequencing.

For sequence analysis, the nested-PCR products
were purified with the QlAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA) and subjected to direct
nucleotide sequencing reaction in both directions using
an ABI automatic sequencer. The ompA sequences
obtained were submitted to GenBank and relatedness
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of newly characterized sequences was assessed by
analysis with 2.2.19 Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST). Phylogenetic analyses were constructed
with Mega software version 4, using the Neighbor-
Joining method and their reliability was assessed by
bootstrap (2,000 replicates) (6). Nine reference
sequences of the ompA region of the C. pecorum
genome (403 bp) were included in this analysis. The
corresponding accession numbers, country of origin,
host and clinical condition of these isolates are shown
inTable |. The tree was rooted with the ompA sequence
of the Chlamydophila abortus strain (accession
number CR848038.1).

The phylogenetic analysis showed that the five
sequences clustered with C. pecorum.

The ompA sequence of the C. pecorum strains was
highly homologous and shared more than 98 %
similarity with each other. Blast searches revealed
that all novel ompA gene sequences shared high
homology with the ompA from the iC2, iC3, iC4, 3638/
3 and 4283/3 strains.

Table 1. Characteristics of C. pecorum isolates analyzed or used as reference strains

C. pecorum Host Clinical condition Country origin Reference Gentnk
accesion

L71 Sus scrofa (Wild Boar) polyarthritis Austria Kaltenboeck et al. (1993) M73039

CapraNZ Capra hircus (Goat) unknown New Zeland O’Keefe et al. (2001) AY055109

B13 Bos Taurus (Cow) posthitis Germany Wittenbrink ef al. (1990) EU350136

Bahr14 Bos Taurus (Cow) pheumonia Germany  Wittenbrink Unpublished data.  EU350137

17108 Sus scrofa (Goat) abortion Austria Kaltenboeck et al. (1993) M73033

iB1 Ovis aries (Lamb) no clinical signs France Rodolakis ef al. (1989) EUB84924

iC2, iC3, iC4 Capra hircus (Goat) no clinical signs France Rodolakis et al. (1989) EU684931

824 Ovis aries (Lamb) conjunctivitis Scotland McClenaghan et al. (1984) EU684922

E58 Bos Taurus (Cow) encephalomyelitis USA McNutt and Waller (1940) EU837071

3638/3 unplished unknown France Yousef Mohamad (2009) GQ228186

4283/3 upplished unknown France Yousef Mohamad (2009) GQ228187

Cyanocompsa brissonii
ARG AMB P2 (Ultramarine Grosbeak)™”  no clinical signs Argentina this paper JN16880
Paroaria coronata
ARG AMB P6  (Red-crested Cardinal) " no clinical signs Argentina this paper JN16881
Piranga flava
ARG AMB P7 (Hepatic Tanager) " no clinical signs Argentina this paper JN16882
Gubernatrix cristata
ARG AMB P9 (Yellow Cardinal) " no clinical signs Argentina this paper JN16883
Sicalis luteola
ARG AMB P10 (Grassland Yellow - no clinical signs Argentina this paper JN16884

finch)™

' Narosky and Yzurieta, 2007.
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All local strains were characterized by a thymine
at position 132, resulting in Asn instead of Lys in the
VD IV of the ompA gene (Figure 1). The discrepancy
found in this position could be defined as a marker of
local strains (Figure 1).

In 98 % of the cases, the bootstrap values in the
ompA phylogenetic tree supported the conclusion that
all local strains belong to the same group (Figure 2).

This chlamydia has generally been associated with
the detection in ruminants (10). However, Tanaka et
al. detected this chlamydia in birds similar to those

salud publica.
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studied here. Nevertheless, the homology with these
sequences could not be assessed because they are
not available at GenBank.

C. pecorum infection did not appear to be
associated with any clinical signs of these birds. Thus,
these birds could be either asymptomatic reservoirs
or subclinical carriers of C. pecorum.

The epidemiological significance of C. pecorum
infection is not clear to us at this stage. Further
studies are needed to estimate the zoonaotic role of
this pathogen.

1 10 31 4041 50 61 7 7 80132
ic2 VQELNVLSNA TAGIDHASDV KHATINYHEW NMLIPYIGV(Q WSRASFDADT LK
Tt T
S04 it i e e e s
15 172
7
ARG AMBP2 T...'vvvnn orevnnnnss wnnensnnne snnrennons tennens P.. .H
ARG AMBPO . .evvvvvn eernnnnes sanenenenn hreeieins eieianaen B
BRG AMBPT . .vvvvrnrs eeereents e nee e e R
ARG AMBP9  .......... ...... | P [ E.ooov. A... .H
ARG AMBP10 G.'vvvvvrn vvvennnnns 0.5Beuvens vrnnninn M. Covvnnnns B

Figure 1. Comparison of MOMP VD IV sequences. Dots represent residues that are identical to those in iC2, iC3, iC4, 3638/3, and
4283/3 MOMP. The first and the last residues in the IV domain are given as its position in the complete alignment.

Ic3

ARG AMBP9*
3638/3

428313

ARG AMBP10*
98| ARG AMBP6*

ARG AMBPT*

—
005

C. abortus 526/3

ARG AMBP2*

B13

iB1

® Bahr14
® 17108
E ES8
L7

| (84

98! CapraNZ

Figure 2. Phylogenetic three analysis of the ompA region of the C. pecorum genome (403 bp) of the Argentinean isolates and C.
abortus as rooted. Strains belonging to this study are initiated by ARG and marked with asterisks. The bootstrap (> 50 %) is

indicated in the branch nodes.
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In central area of Argentina, the epidemiologic and molecular characteristics of Chlamydophila psittaci
infections are still unknown. Nested polymerase chain reaction of domains II, II1, and IV of the omp A gene was
used to detect Chlamydophila in 43 pharyngeal swab samples from patients with suspected human psittacosis
(2010-2011); 9 (21%) of them yielded positive results. Molecular typing was performed by direct sequencing
demonstrating the presence of C. psittaci genotypes A, E/B, and WC.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

Chlamydophila psittaci is the most common infectious agent
responsible for severe atypical pneumonia (Longbottom and Coulter,
2003). Symptoms include high fever, low pulse, myalgia, nonpro-
ductive cough, and difficult breathing (Beeckman and Varompay,
2009); systemic infections have also been reported (Rhode et al.
2010). C. psittaci has been classified in 9 genotypes: A-F, E/B, M56,
and WC (Geens et al. 2005). Sequence analysis of the outer
membrane protein A (omp A) gene is one way to identify all known
genotypes and eventual new genotypes (Geens et al. 2005). To
perform effective public health surveillance for new variants, modes
of transmission and ecological cycle study or helpful in understanding
the evolution and the epidemiology of this bacteria, information
about sequence variation of subtypes is needed.

In Argentina, the notification of psittacosis is mandatory;
however, only a few reports of serologic diagnosis have been
published (Espinosa et al. 1996, Fernindez and Ouvifa, 1999).
Diagnosis is often based on clinical signs and epidemiologic evidence;
therefore, these data are not enough for diagnosis of C. psittaci due to
a low awareness of the disease and variable clinical presentations.
We strongly mean that the number of cases reported annually does
not reflect the real status of this infection, and for this reason, it
would be necessary to emphasize the need for rapid differential

# This study was partially supported by SECyT-UNC 05/H181, Mincyt-Cba 1427/09,
and Mincyt-Cba 113/2011. This short communication was prepared in the context of
the collaboration promoted by the Epidemiology Secretary, Health Ministry of the
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0732-8893/$ - see front matter © 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
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diagnosis and management of suspected cases of psittacosis to
prevent fatal outcomes.

This report is the first contribution to the molecular identification
of C. psittaci in this area of the country.

Forty-three pharyngeal swab samples from patients in whom
psittacosis was suspected based on clinical presentation and/or
history of exposure or contact with infected birds were analyzed
between July 2010 and July 2011 (18 males/25 females, mean age 42
years old, r = 6-73 years). All the patients belonged to Cordoba City
(the second most populated inland province of Argentina). The Ethics
Committee of Hospital Universitario de Clinicas approved the study.

Individuals completed a questionnaire on professional and non-
professional activities, occupation, medical history, and contact
frequency with different bird species; however, the birds were not
tested because the Argentine Animal Health Service (SENASA) did not
authorize this practice.

Genomic DNA extraction was performed with the Accuprep Genomic
DNA Extraction Kit (BIONEER, Alameda, CA, USA) according to the
manufacturer's instructions, DNA extract was used to amplify a 389-nt
fragment of the omp A gene of Chlamydophila, as previously described
(Sachse and Hotzel, 2002). For sequence analysis, the nested polymerase
chain reaction (PCR) products were purified with the QlAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) and subjected to direct
nucleotide sequencing reaction in both directions using an ABl automatic
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). C. psittaci genotype
identification was confirmed by phylogenetic analysis.

The omp A sequences obtained were submitted to GenBank
(accession numbers are shown in Table 1) and alignment with the
ClustalX program (Conway Institute UCD Dublin, Dublin, Ireland). The
maximum likelihood tree was constructed with the PhyML 3.0
software (Université de Montpellier, Montpellier, France) (Guindon
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Table 1
Characteristics of the C. psittaci-positive cases sequencing.

Patients Contact with birds Clinical diagnosis and care Occupation Environment Omp A sequencing GenBank accession number
ARG HUM 14 No Febrile syndrome, IAT Housewife Rural WC Q308278
ARG HUM 30 Parrot AAP Student Urban WwC Q308279
ARG HUM 31 Parrot Intensive ILI Retired Urban WC Q308280
ARG HUM 32 Parrot AAP Housewife Urban EB Q308281
ARG HUM 45 Parrot Intensive ILI Unemployed Urban WC Q308282
ARG HUM 49 Parrot/canary Ambulatory ILI Seller Urban A Q308283
ARG HUM 57 Canary/pigeon IAT Lawyer Urban WC Q308284
ARG HUM 61 Parrot/chicken AAP Rural worker Rural WC Q308285

IAT = Intensive atypical p ia; AAP = ambul

ry atypical p

and Gascuel, 2003). The model of nucleotide substitution was selected
according to the Akaike Information Criterion implemented in the
ModelTest 3.7 software (Universidad de Vigo, Galicia, Spain) (Posada
and Crandall, 1998) for the data set analyzed. Reference omp A
sequences of the 10 genotypes were included in this analysis (Fig. 1).

Variables with significance level lower than 0.1 on univariate
analysis were analyzed with a multivariate logistic regression model.

Among the 43 studied patients, 9 (21%) were positive for C. psittaci
by nested PCR. The mean age of the infected patients was 48 years
(r =22-73 years); 56% (5/9) were young workers aged 22-46 years.
Male/female ratio was 1:1. We did not find any significant association
between age, sex, or environment and positive nested PCR.

The analysis of the medical records showed that atypical
pneumonia was the most frequent clinical presentation (55.6%;
5/9), followed by influenza-like illness (33.3%; 3/9) and febrile
syndrome (11.1%; 1/9). White cell count was normal in all the
patients; 22% of them had leukopenia; this is in accordance with
findings described by Longbottom and Coulter (2003).

Ninety-five percent of the patients reported contact with birds,
especially parrots (58%), followed by chickens (24%), feral pigeons
(10%), and canaries (8%). Individuals in contact with Psittaciformes
were more frequently infected (Heddema et al. 2006). Surprisingly,
canaries also seem to present a substantial zoonotic risk (2 of 9
patients, 22%); previous cases of psittacosis infections have also been
reported in patients in contact with canaries (Harkinezhad et al.
2009). Daily contact with feral pigeons constitutes a serious zoonotic

C. caviae

Fig. 1. Maximum likelihood tree for the omp A region (290 nt) constructed using
HKY+C as model of nucleotide substitution with parameters suggested by ModelTest
3.7 (PhyML software). Strains that belong to this study are initiated by ARG HUM.
Numbers above branches: bootstrap values over 2000 bootstrap pseudo replicates.
Only bootstrap values >50% are shown at nodes.

ia; ILI = influenza-like illness.

risk since feral pigeons are highly infected (Heddema et al. 2006). In
this study, 1 positive subject reported previous contact with feral
pigeons. The odds ratio (OR) for the nested PCR positive for parrots
and canaries was higher than the values for pigeons and chickens (P>
0.05). One patient was C. psittaci positive without contact with a
domestic or companion bird; this infection may be through contact
with feral pigeons or other wild birds.

Eight of 9 C. psittaci-positive samples were classified by phyloge-
netic analysis, demonstrating the presence of genotypes A (n = 1),
E/B (n = 1), and WC (n = 6) derived from avian and mammals'
genotypes (WC and WC1), respectively (Fig. 1).

This finding was not significantly associated with age, sex, or birds
with a particular omp A genotype. One C. psittaci-positive sample
could not be typed, probably due to insufficient DNA in the sample.

C. psittaci genotype A, originally from infected parrots, was
recovered from hospitalized humans with psittacosis (Harkinezhad
et al. 2009). However, our patient did not require hospitalization and
evolved well with outpatient therapy.

Human infection by C. psittaci genotype E/B was reported for the
first time in Belgium without severe clinical symptoms in either birds
or humans (Varompay et al. 2007). In contrast, our patient had to be
hospitalized in the intensive care unit.

The WC strain was isolated during an outbreak of enteritis in cattle
(Everett et al. 1999), and the WC1 strain was found in human
conjunctive cells from a trachoma-endemic region of southwestern
Nepal (Dean et al. 2008). Four of the 9 positive patients had to be
hospitalized and 3 presented genotype WC/WCl, requiring intensive
care. All the patients were treated with macrolides or tetracyclines
and evolved favorably.

Our results indicate a high prevalence of mammals' genotypes in
Cérdoba, suggesting that mammals may represent an underestimated
source of C. psittaci strains or that birds may carry strains associated
with mammals; as consequence, the classification of these genotypes
should be reviewed.

To our knowledge, this study reports the first molecular charac-
terization of C. psittaci in human psittacosis in Argentina. The advent
of molecular methods has greatly improved the diagnosis and
management of diseased produced by C. psittaci. The use of nucleic
acid amplification directly from clinical samples and direct genotyp-
ing with phylogenetic analysis in the omp A gene could improve the
surveillance and molecular epidemiology of this disease.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2012.06.027.

Acknowledgment

The authors thank Dr. Adriana Moriena for the support in clinical
issues.

References

Beeckman DS, Varompay DC. Zoonotic Chlamydophila psittaci infections from a clinical
perspective. Clin Microbiol Infect 2009;15:11-7.

151



Eco epidemiologia de Chlamydia psittaci, C. pneumoniae y C. pecorum: Impacto en la
salud publica.

Biol. Maria Celia Frutos

322 M.C. Frutos et al. / Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 74 (2012) 320-322

Dean D, Ram P, Kandel H, Adhikari K, Hessel T. Multiple Chlamydiaceae species in
trachoma: implications for disease pathogenesis and control. PLoS Med 2008;5(1):
1-13.

Espinosa M, Deodato B, Cernigoi B, Seijo A. Cross-reactivity between Chlamydia psittaci
and Acinetobacter in indirect immunofluorescence assays. Rev Argent Microbiol
1996;28(3):143-6.

Everett KD, Busch RM, Andersen AA. Emended description of the order Chlamydiales,
proposal of Parachlamydiaceae fam. nov. and Simkaniacege fam. nov., each
containing one monotypic genus, revised taxonomy of new species and standards
for the identification of organisms. Int ] Syst Bacteriol 1999;49:415-40.

Fernandez F, Ouviiia G. Seroprevalence of (I ia psittaci in cats bled in the
Center of Zoonosis of the Municipal of Moron. Rev Argent Microbiol 1999;31:1-35.

Geens T, Desplanques A, Van Loock M, Bonner BM, Kaleta EF, Magnino S, et al
Sequencing of Chlamydia psittaci ompA gene reveals a new genotype, E/B, and need
for a rapid discriminatory genotyping method. | Clin Microbiol 2005;43:2456-61.

Guindon S, Gascuel O. A simple, fast, and accurate algorithm to estimate large
phylogenies by maximum likelihood. Syst Biol 2003;52(5):696-704.

Harkinezhad T, Verminnen K, De Buyzere M, Rietzschel E, Bekaert S, Vanrompay D.
Prevalence of Chlamydophila psittad infections in a human population in contact
with domestic and companion birds. | Med Microbiol 2009;58:1207-12.

Heddema ER, Van Hannen EJ, Duim B, Vandenbroucke-Grauls CM], Pannekoek Y.
Genotyping of Chlamydophila psittaci in human samples. Emerg Infect Dis 2006;12:
1989.

Longbottom D, Coulter LJ. Animal chlamydioses and zoonotic implications. ] Comp
Pathol 2003;128:217-44.

Posada D, Crandall KA. Modeltest: testing the model of DNA substitution. Bioinfor-
matics 1998;14(9):817-8.

Rhode G, Straube E, Essig A, Reinhold P, Sachse K. Chlamydial zoonoses. Dtsch Arztel Int
2010;107(10):174.

Sachse K, Hotzel H. Detection and differentiation of chlamydiae by nested-PCR.
Methods Mol Biol 2002;216:123-36.

Varompay D, Harkinezhad T, Van de Walle M, Beeckman D, Van Droogenbroeck C,
Verminnen K, et al. Chlamydophila psittaci transmission from pet birds to humans.
Emerg Infect Dis 2007;13:1108.

152



Eco epidemiologia de Chlamydia psittaci, C. pneumoniae y C. pecorum: Impacto en la
salud publica.

Anexo VI

Biol. Maria Celia Frutos

Rev Argent Microbiol. 2014;46(1):45-48

REVISTA ARGENTINA DE
MICROBIOLOGIA

www.elsevier.es/ram

BRIEF REPORT

Molecular evidence of Chlamydophila pneumoniae infection
in reptiles in Argentina

Maria C. Frutos*, Marina S. Monetti, Viviana E. Ré, and Cecilia G. Cuffini

Instituto de Virologia “Dr. J. M. Vanella”, Facultad de Ciencias Medicas, Universidad Nacional de Cordoba, Cordoba,

Argentina

Received 6 August 2013; accepted 14 February 2014

KEYWORDS
Chlamydophila
pneumoniae;
Reptiles;
Phylogenetic Analysis;
Immune Response;
Argentina

PALABRAS CLAVE
Chlamydophila
pneumoniae;

Reptiles;

Analisis filogenéticos;
Respuesta inmunitaria;
Argentina

Abstract

In the central area of Argentina, the epidemiological and molecular characteristics of
Chlamydophila pneumoniae infections in reptiles are still unknown. A nested polymerase
chain reaction of the rpoB gene was used to detect C. pneumoniae in cloacal swab
samples from 19 reptiles at a recreational area. Eleven (57.89%) reptiles were positive;
the sequencing and phylogenetic analysis confirmed the presence of this bacterium.
Neither C. pneumoniae DNA in the caregivers pharynges nor IgM antibodies
anti-C. pneumoniae in their serum samples were detected; however, caregivers presented
very high titers of IgG anti-C. pneumoniae. The detection of C. pneumoniae DNA in
reptiles demonstrated the circulation of this agent in the recreational area and could be
responsible for the exacerbated immune response of the personnel handling the reptiles,
which suggests a potential zoonotic cycle. This is the first report of the detection of
C. pneumoniae in reptiles in Argentina.

© 2013 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafia, S.L. All
rights reserved.

Evidencia molecular de la infeccion por Chlamydophila pneumoniae en reptiles
de Argentina

Resumen

En la region central de Argentina, las caracteristicas epidemiologicas y moleculares de las
infecciones por Chlamydophila pneumoniae en reptiles son desconocidas. Para detectar
C. pneumoniae, se uso la reaccion en cadena de la polimerasa anidada que amplifica el
gen rpoB en muestras de hisopado cloacal de 19 reptiles. Once (57,89 %) reptiles resulta-
ron positivos. La secuenciacion y el analisis filogenético corroboraron la presencia de esta
bacteria. No se detecté ADN de C. pneumoniae en la faringe ni IgM anti-C. pneumoniae
en el suero de los cuidadores; sin embargo, ellos presentaron titulos muy elevados de
IgG anti-C. pneumoniae. La deteccion de ADN de C. pneumoniae en los reptiles demostro
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Among the cloacal swabs samples of 19 reptiles studied,
11 (57.89%) tested C. pneumoniae positive by nested-PCR
[Pythom reticulata (n=2), Python molurus bivittatus (n=2),
Bothrops alternatus (n=1), Crotalus atrox (n=1), Trachemis
scripta elegans (n=2); Phrynops hilaris (n=2); Micrurus
pirracryptus (n=1)]. DNA of C. pneumoniae was not detected
in samples from the symptomatic reticulated python,
probably because at the time of collection, this reptile was
isolated and had already received specific antibiotic
treatment. PCR products suitable for sequencing were
obtained from 6 reptiles. Sequence analysis confirmed that
the amplicons obtained belonged to C. pneumoniae (Fig. 1).
These findings demonstrated that C. pneumoniae is capable
of infecting several species of snakes and turtles, broadening
the range of reptiles known to be infected by this primarily
human pathogen. After confirmation of infection, reptiles
were subjected to specific antibiotic treatment. All the
caregivers’ pharyngeal swabs tested negative for C.
pneumoniae, excluding active human infection.

In the second visit to the recreational centre in December,
all cloacal and pharyngeal swabs analyzed were negative
for C. pneumoniae.

In terms of immune response, IgM antibodies anti-C.
pneumoniae were not detected in the caregivers’ sera
tested in May. One of the caregivers who maintained
sporadic contact with the animals presented IgG titers of
1:512. Three caregivers with periodic contact showed I1gG
titers of 1:2048. One susceptible caregiver [IgG (-)] was the

C. psillaci 6BC

only worker who always used protection when handling the
animals or cleaning their excreta. In December, the
caregiver who used protective equipment remained
susceptible while IgG levels remained elevated in the others
(1:2048). The immune status of a new caregiver who had
reported pneumonia in September showed high titers of 1gG
anti-C. pneumoniae (1:4096); however specific IgM was not
detected.

The presence of C. pneumoniae strains in reptiles is
important because this bacterium is a common cause of
human pneumonia and bronchitis throughout the world; in
addition, it has recently been associated with several
chronic  diseases, including coronary heart disease,
Alzheimer’s disease, and multiple sclerosis**®, Although
C. pneumoniae DNA or specific IgM was not detected in the
caregivers, the detection of C. pneumonige DNA in
the animals demonstrated the circulation of this agent
in the recreational park and supports the exacerbated
immune response in people handling the reptiles, which
suggests a potential zoonotic cycle. Respiratory diseases
and excretion of this bacterium in the reptiles were
attenuated by specific antibiotic treatment. The
implementation of biosecurity measures is essential to
prevent transmission, as demonstrated by our results.

In our study, as well as in other reports in a range of
reptiles (snakes, iguanas, chameleons) and amphibians
(frogs, turtles), the relationship of our sequences with
other reference data sets of chlamydiae indicates that

C. pecorum E58
C. pneumnoniae LPCOLN
C. pneumoniae WBB
100 || C. pneumoniae J138

C. psitaci C1
C. psilfaci 02
C. psitaci 01
C. lelis FelC-56
84 C. caviae GPIC
% 53
86
100

C. pneumonige CWL 029
C. pneumaniae AR39
C. pneumoniae TWAR 183

C. abortus S26/3

| — C. muridarum Nigg
L

C. trachomatis L2¢

Figure 1 Maximum likelihood tree for the rpoB gene (441 nt) constructed using GTR+G as model of nucleotide substitution, with
parameters suggested by ModelTest 3.7 (PhyML software). Sequences belonging to this study are initiated by ARG PK. Numbers
above branches: bootstrap values over 2000 bootstrap pseudo replicates. Only bootstrap values >50% are shown at nodes. C. abor-
tus S26/3 is used as out-group. C. pneumoniae LPCOLN: isolated from a koala. C. pneumoniae WBB: isolated from a bandicoot.
C. pneumoniae TWAR 183, CWL029, AR39, J138: isolated from humans. C. psittaci 01: isolated from a pig. C. psittaci 02: isolated
from cattle. C. psittaci C1: isolated from a sheep. C. psittaci 6BC: isolated from a parakeet. C. felis Fe/C-56: isolated from a cat.
C. caviae GPIC: isolated from a guinea pig. C. pecorum E58: isolated from cattle. C. muridarum Nigg: isolated from a mouse.
C. trachomatis L2c: isolated from humans. C. abortus 526/3: isolated from a sheep.

154



Eco epidemiologia de Chlamydia psittaci, C. pneumoniae y C. pecorum: Impacto en la
salud publica.

48

Biol. Maria Celia Frutos

M.C. Frutos et al

although our sequences belonged to the C. pneumoniae
branch, they are quite distinct from the human TWAR strain
(Fig. 1)1,

Even though a limited amount of sequences were
analyzed, we found that all C. pneumoniae sequences
clustered among them and revealed segregation with
sequences of human strains. Although transmission
among humans is believed to occur from person to
person through respiratory secretions®'®, until more is
known about the epidemiology, pathogenicity, and
transmission of C. pneumoniae strains recovered from
captive and wild populations of cold-blooded animals,
their zoonotic potential must be considered. Moreover,
because of the increasing ownership of reptiles as pets,
caution must be exercised during direct handling of
these animals.

Isolation and characterization of reptile C. pneumoniae
strains are required to assess their clinical impact and
possible zoonetic potential.
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Genetic diversity of Chlamydia among captive birds from
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To study the occurrence of Chlamydia spp. and their genetic diversity, we analysed 793 cloacal swabs from 12
avian orders, including 76 genera, obtained from 80 species of asymptomatic wild and captive birds that were
examined with conventional nested polymerase chain reaction and quantitative polymerase chain reaction.
Chlamydia spp. were not detected in wild birds; however, four species (Chlamydia psittaci, Chlamydia pecorum,
Chlamydia pneumoniae and Chlamydia gallinacea) were identified among captive birds (Passeriformes, n = 20;
Psittaciformes, n = 15; Rheiformes, n = 8; Falconiformes n = 2; Piciformes n = 2; Anseriformes n = 1; Galliformes n =
1; Strigiformes n = 1). Two pathogens (C. pneumoniae and C. pecorum) were identified simultaneously in samples
obtained from captive birds. Based on nucleotide-sequence variations of the ompA4 gene, three C. psittaci-positive
samples detected were grouped into a cluster with the genotype WC derived from mammalian hosts. A single positive
sample was phylogenetically related to a new strain of C. gallinacea. This report contributes to our increasing

understanding of the abundance of Chlamydia in the animal kingdom.

Introduction

Chlamydiae are obligate intracellular bacteria responsible
for important clinical and epidemiological 1mplications
worldwide, both in human and veterinary medicine (Kuo &
Stephens, 2011).

Psittacosis is a well-known human disease caused by
Chlamydia psittaci (Rodolakis & Yousef Mohamad, 2010),
which is acquired from poultry and wild birds. Additionally,
pet birds (primarily parrots) are still considered the primary
transmitters (Andersen & Franson, 2007; Laroucau ef al.,
2009). In wild birds, isolates of C. psiftaci have been
reported from more than 460 avian species, as well as from
mammals such as hares and muskrats (Andersen & Varom-
pay, 2003; Smith et al., 2003). C. psitaci may produce
clinical and/or subclinical infections in birds. Some infected
birds may appear healthy and shed the organism intermit-
tently. Shedding can be exacerbated by internal factors such
as immune status, in addition to extemal factors like stress,
reproductive activities, rearing of young pigeons, relocation,
shipping, crowding and chilling (Smith er al., 2005). The
clinical signs vary greatly in severity and depend on the
species and age of the birds, as well as the specific causative
strains involved (Andersen & Varompay, 2000; Andersen &
Franson, 2007; OIE, 2013). C. psittaci is excreted in the
faeces and nasal discharge of infected birds. Typical human
transmission pathways involve inhalation of infectious
aerosols while handling infected animals, carcasses or tissues

(Beeckman & Vanrompay, 2009). C. psittaci is classified into
nine genotypes: A to F, E/B, M56 and WC. Sequence
analysis of the outer membrane protein A (ompA) gene is one
way to identify all of the already known genotypes and
eventually new genotypes (Geens ef al., 2005). However,
Sachse et al. (2008) have suggested adjustments and
extensions to the current scheme, which include the ntro-
duction of subgroups to the more heterogeneous genotypes
A, E/B and D, as well as six provisional genotypes
representing so far untypable strains.

Chlamydial infections in birds count among the longest
documented zoonotic infections, but recently several
authors have suggested that the spectrum of diseases caused
by such chlamydial infections may be much wider than
realized (Zhang ef al., 1993; Berger et al., 1999; Soldati
et al., 2004; Mitchell et al., 2010; Sachse ef al., 2012).

Chiamydia pneumoniae has an extremely diverse host
range; it has been reported in humans, horses, reptiles,
amphibians and several Australian marsupials, including
koalas and bandicoots, but has rarely been found in birds
(Berger et al., 1999; Hotzel et al., 2001; Bodetti et al.,
2002 ; Jacobson et al., 2004; Cochrane et al., 2005; Mitchell
et al., 2010). Chlamydia pecorum is a pathogen found in
ruminants, swine and koalas of several countries (Zhang
et al., 1993; Jackson et al., 1999; Longbottom & Coulter,
2003). This species has also been detected previously in
captive birds from Japan and in the central area of
Argentina (Tanaka er al, 2005; Frutos et al., 2012a).
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Recently, Sachse ef al. (2012) have found C. pecorum in
urban pigeons for the first time in Germany.

While the recognized hosts are widely acknowledged as
transmitters of chlamydial infections, the established know-
ledge of host restriction of certain chlamydial species is
constantly modified by newer studies that report the
detection of chlamydial species in animals that are not or
rarely identified as host species. Therefore, this study
mntends to contribute to improving our understanding of
the occurrence and genetic diversity of Chlamydia in
captive and feral birds from Cordoba Argentina.

Materials and Methods

Samples. This study was conducted as a part of the surveillance programme
for Chlamydia and Arbovirus approved and promoted by the Ministry of
Environment of Cérdoba province.

Cloacal swabs from 505 feral birds were collected during the period 2009
to 2012 from three different places—the Mar Chiquita bird sanctuary,
Province of Cordoba (30°50° S; 62°54' W) (n = 254); Dean Funes city (35°
25'S; 64° 21'W) (n = 169); and rural areas of Vicuna Mackenna (33°56'S;
04°22'W) (n = 82)—and from 288 captive birds (76 samples from zoo
parks and 212 houscholds pes) from Cordoba city (31%26°S; 64° 09'W),
central region of Argentina (Supplementary data 1). These samples were
sored at 4°C and transferred to the Institute of Vimlogy, School of
Medicine, National University of Cérdoba, Argentina. In total, 12 avian
orders including 76 genera and B0 species of feral and captive birds were
smdied. The captive birds had no clinical signs compatible with chlamydial
infection.

The species and source of the samples are shown in Supplementary
data 2.

DNA extraction. The cotton swabs were placed in 1 ml sucrose—
phosphate—glutamate (Warford et al, 1984) and 200 pl of this solution
were subjected to DNA exmaction using the Accuprep Genomic DNA
Extraction Kit (BIONEER, Alameda, CA, USA) according to the manu-
facturer’s instructions. DNA extracted from the L2/434Bu strain of
Chlamydia trachomatis was used as a positive control. The extracted
DNA was stored at 4°C.

Generie polymerase chain reaction for Chlamydia spp. DNA extract
(5 pl) was used to amplify a fragment of 576 base pairs (bp) of the variable
domains Il and 1V of the omp4 gene of Chlamydia spp., using primers
191CHOMP (GCI YTI TGG GAR TGY GGITGY GCI AC) and CHOMP
371 (TTA GAA ICK GAA TTG IGC RIT IAY GTG IGC IGC), as
deseribed by Sachse & Hotzel (2003).

Nested polymerase chain reaction for C psittaci and C. pecorum. Two
microlitres of templated DNA of generic polymerase chain reaction (PCR)
were used for specific nested PCR for amplified C. psittaci and C. pecorum
using primers 218PSITT (GTA ATT TCI AGC CCA GCA CAATTY GTG)
and CHOMP 336 (CCR CAA GMT TTT CTR GAY TTC AWY TTG TTR
AT) for C. psittaci (404 bp) and primers 204 PECOR (CCA ATA YGC
ACA ATC KAA ACC TCG C) and CHOMP 336 for C. pecorum (441 bp)
(Sachse & Hotzel, 2003).

C. psittaci genotype identfication was confirmed by sequence analysis
using the ompA gene.

Hemi-nested PCR for C. preumoniae. Based on the positive results of the
generic PCR, we decided to investigate the presence of C. pneumoniae.
Primers described by Campbell ef al. (1998) and Mass ef al. (1998) were
used to amplify a fragment of the mpoB gene of C. pneumoniae: primers
HL1 (GTT GTT CAT GAA GGC CTA CT) and HRI (TGC ATA ACC
TAC GGT GTG TT), and primers N1 (AGT TGA GCA TAT TCG TGA
GG) and N2 (TTT ATT TCC GTG TCG TCC AG).

We modified the protocol and optimized a hemi-nested PCR by
combining the primers HLI/N2 and NI/HR1 to amplify two fragments:
273 bp and 249 bp, respectively. These fragments overlapped one another
and allowed us to obtain a 441 bp sequence of the rpoB gene of
C. pneumoniae.

Genetic diversity of Chlamydia 51

Real-time PCR targeting the 235 rRNA gene. In this study, a Chlamy-
diaceac-specific real-time PCR targeting the 238 RNA gene was used only
in positive nested PCR samples with the purpose of quantification (Everett
et al., 1999b). The quantitative PCR was carried out in a final volume of
25 pl containing 5 pl extracted DNA using an ABI Prism7000 thermocycler
(Applicd Biosystems, Buenos Aires, Argentina). The cycle threshold value
(Ct) was calculated automatically. Each sample was examined in duplicate.
The TagMan test was able w0 detect as few as | inclusion-forming unit or
elementary body, or seven targets (Everett et al., 1999hb).

Sequencing. After the second step, products of the nested PCR were
purified by gel electrophoresis using the QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA) and subjected to a direct nucleotide
sequencing reaction in both directions using the internal (second-round)
PCR primers by Macrogen, Inc. (Seoul, Korea).

Sequence analysis and dendrogram constructions using the empA gene
and the rpoB gene. The sequences obtained from regions of the ompA4 gene
and the rpoB gene were edited and prepared with BioEdit v 7.0.9 (Hall,
1999) and subsequently aligned with ClustalX 2.12 (Larkin ef al., 2007),
along with the sequences downloaded from the GenBank. Relatedness of
newly characterized sequences was assessed by analysis with the 22.19
Basic Local Alignment Search Tool.

The dendrogram was constructed using the TreeExplorer module of the
MEGA program 4 (Tamura ef al., 2007) with the neighbour-joining method
and the p-distance parameter. The branch support was evaluated by non-
parametric bootstrapping with 1000 pseudo-replicas.

Results

A total of 793 samples were tested for C. psittaci, C. pecorum
and C. pneumoniae using the nested PCR assay. None of the
Chlamydia species was detected in feral birds; however,
17.4% (50/288) of the samples from captive birds were
positive. Specific nested PCR confirmed the occurrence of C.
pneumoniae in 48% (n = 24), C. pecorum in 22% (n = 11)
and C. psittaci in 6% (n = 3) of the positive samples. Eleven
(22%) birds presented mixed infections of C. pneumoniae
and C. pecorum (Table 1). In our study, only one sample was
negative when tested with specific nested PCR.

By sequencing and analysis of the genetic composition of
the ompA gene and the rpoB gene, genetic diversity and
associations among the detected positive samples of Chla-
mydia spp. were determined. The sequences obtained in this
study were deposited in GenBank under the following
accession numbers: JX399852 to JX399854 for the ompA
region of the C. psittaci, JX399855 for the ompA region of
C. gallinacea, INO16880 to IN016884 for the ompA region
of C. pecorum, and JX645161 to JX645175 and JX649919
for the rpoB region of C. pneumoniae.

Genetic analysis of the ompA gene for C. psittaci revealed
that bird samples (ARG AMB 208, ARG AMB 204 and
ARG AMB 209) grouped in the genetic cluster represented
for WC strains associated with mammal hosts (Figure 1). The
Basic Local Alignment Search Tool analysis revealed that
ompA sequences of sample ARG AMB P3 exhibited a degree
of similarity close to a group of sequences of Chlamydia
gallinacea found in the French psittacosis outbreak in France
(GQ398033, GQ398036) (Sachse ef al., 2014). The ompA
sequence of C. pecorum-positive samples was highly homo-
logous and shared more than 98% similarity between each
other (Figure 1). Genetic analysis of the rpoB gene for C.
pneumoniae revealed that bird samples grouped together in a
separate cluster (Figure 2).

The comparison of Ct values with quantitative PCR
demonstrated different levels of presence of Chlamydia in
the cloaca. Piranga, Paroaria and Sicalis birds (Ct 31)
showed a higher level of occurrence than Rhea,
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Table 1. Occurrence of Chlamydia m 288 captive birds (pet i households, n = 212 zoo parks, n = 76).

Classification of the avian fauna

Chlamydial species (1)

C. C. C C. pneumoniae/

Habitat Order Family Genus psittaci  pneumoniae  pecorum  C. pecorum Total
Pet in household  Anseriformes  Anatidae Anser - 1 - - 1
Galliformes Phasianidae  Gallus - 1 - - 1
Passeriformes  Emberizidae  Cvanocompsa - 1 1 3 6
Gubernatrix - - 1 - 1
Diuca 1 - - - 1
Paroaria 1 1 1 3 6
Pheucticus - 1 - - 1
Sicalis - 1 - 2
Thraupidae Piranga - - - 1 1
Turdidae Turdus 1 - 1 - 2
Psittaciformes  Psittacidae Melopsittacus - - - 2 2
Total (1, %) 3(125)  6(2%5)  5(08) 9 (37.5) 24 (11.3)
Zoo parks Falconiformes  Falconidae Falco - 1 - - 1
Polyborus - 1 - - 1
Piciformes Ramphastidac  Ramphartor - 2 - - 2
Psittaciformes  Psittacidae Agapornis - 6 - - 6
Cyanoliseus - 1 - - 1
Nymphicus - 1 4 - 5
Psittacula - - 1 - 1
Rheiformes Rheidac Rhea - 5 1 2 8
Strigiformes  Tytonidae Tito - 1 - - 1
Total (1, %) - 18(69.2) 6 (23.1) 2(7.7) 26 (34.2)

Gubernatrix and Pheucticus (Ct: 38) (Ct <39; the
linearity value from the linear regression was 0.9935 and
efficiency = 10 [-1 / slope] — 1 = 99%).

Table 1 shows that Chlamydia spp. were predominantly
detected among eight Passeriformes avian species. This
included positive rates of 8.3% in the Turdidae family
(2/24), 7.7% (17/220) in the Emberizidae family and 6.7%
(1/15) in the Thraupidae family. In Psittaciformes birds, we
detected Chlamydia in 19.7% (15/76) only in the Psittacidae
family. However, in birds from the Falconidae family, we
detected Chlamydia spp. in 28.6% (2/7). We also detected
Chlamydia in 88.9% (8/9) of the birds from the Rheidae
family and 1.2% (1/81) in Galliformes birds (Phasianidae
family). In birds of the Piciformes order, Ramphastidae
family, Chlamydia was found in 22.2% (2/9) of the subjects.

The table also shows that C. pneumoniae was the main
species detected in captive birds. These bacteria were found
in Passeriformes (n = 4), Psittaciformes (n = 8), Rheiformes
(n=75), Falconiformes (n = 2) and Piciformes birds (n = 2),
and among one specimen of Strigiformes, Anseriformes and
Galliformes birds. C. pecorum was detected in Passeri-
formes (n = 35) and Psittaciformes (n = 5), and one sample
from Rheiformes birds. C. psittaci was detected only in
three samples of Passeriformes birds. Mixed infections
among C. pneumoniae and C. pecorum were detected in
Passeriformes (n = 7), Psittaciformes (n = 2) and Rhei-
formes birds (n = 2), respectively. C. gallinacea was
detected in a Passeriformes bird (n = 1).

Among houschold birds, we detected C. psittaci in 12.5%
(3/24), C. pecorum in 20.8% (5/24), C. pneumoniae in 25%
(6/24) and mixed infections in 37.5% (9/24) of the
Chlamydia-positive samples. However, C. psittaci was not
found in birds of zoo parks, while C. pneumoniae was
detected n 69.2% (18/26), followed by C. pecorum in

23.1% (6/26). In addition, we detected mixed infections in
7.7% (2/26) of the samples. The new chlamydial agent C.
gallinacea was detected in 4.1% (1/24).

Discussion

In this study, nested PCR and hemi-nested PCR were used
to detect and genetically characterize Chlamydia spp. For
the molecular detection of C. pecorum and C. psittaci, we
used partial ompA gene amplification. The choice of the
genomic region was based on the fact that it is a region
widely associated with the genetic divergence of Chlamydia
spp. (Poole & Lamont, 1992; Batteiger et al., 1996;
Longbottom & Coulter, 2003; Sachse & Hotzel, 2003;
Geens et al., 2005; Kaulfold et al., 2006; Laroucau ef al.,
2009; Pantchev et al., 2009). Amplification of the rpoB
gene was used for C. pmeumoniae detection, based on
recommendations of the National Center for Infectious
Disease Control (Dowell et al., 2001).

With these amplification strategies, a large panel of avian
samples was examined, revealing the presence of Chlamydia
spp. in an extended host range of captive birds (20 species of
Passeriformes and non-Passeriformes birds); however, these
bacteria were not detected in wild birds. While both wild and
captive birds suffered stress at capture time, it is possible that
the disruption of the ecological and environmental preserva-
tion in captive birds was the cause of the Chlamydia detection.

C. pneumoniae was the species most commonly detected
in captive birds, followed by C. pecorum and C. psittaci. In
addition, C. gallinacea and mixed infections of C. pneu-
moniae/C. pecorum were also found.

Among Passeriformes, mainly Paroaria, a high occurrence
of a wide diversity of Chlamydia was found, along with
higher levels of chlamydial presence. These results suggest
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Figure 1. Neighbour-joiming dendrogram based on comparison of 404 bp of the ompA gene of Chlamydia. Samples that belong to this
study have the prefix ARG AMB and GenBank accession numbers provided. Numbers above branches are bootstrap values as a percentage
of 1000 pseudo replicates and only bootstrap values > 60% are shown. Chlamydia abortus C18/95 was used as an out-group. Scale bar

shows the percentage sequence diversity.

their potential role as reservoirs of Chlamydia in our region.
However, the occurrence of Chlamydia in Passeriformes is
more surprising. Some rescarchers have not been able to
demonstrate the presence of Chlamydia in Passeriformes
(Prukner-Radovcic er al., 2005; Chahota er al., 2006), while
others have reported frequencies of detection ranging from
0.8 to 54% (Hirai ef al., 1983; Holzinger-Umlauf et al., 1997,
Olsen et al., 1998; Kaleta & Taday, 2003; Dovc et al., 2005;
Celebi & Ak, 2006; Madani & Peighambari, 2013).

C. psittaci is the most widely studied Chlamydia species
among birds; it has been extensively reported that pigeons
are the natural reservoirs, as well as the source of human
infections (Fukushi er al., 1983; Haag-Wackernagel &
Moch, 2004; Chahota et al., 2006; Yousef Mohamad &
Rodolakis, 2010). However, samples from local pigeon
yielded negative results. C. psittaci was detected only in
Passeriformes birds (Emberizidae and Turdidae family); but

did not appear to be associated with any clinical sign of

disease in these birds. Thus, these birds could be subclinical
carriers of C. psittaci. In addition, the molecular character-
ization revealed that the positive samples amplified in this
study were closely related to the WC strain derived from
mammalian genotypes (Everett ef al., 1999a). This finding
is in line with previous reports of our group (Frutos er al.,
2012b) in which this C. psiftaci genotype was detected
among six of the nine human cases (Frutos et al., 2012b).

These results indicate an important circulation of mamma-
lian genotypes in Cordoba-Argentina, suggesting that
mammals may represent an underestimated source of C.
psittaci or that birds could carry strains associated with
mammals.

The finding of C. pecorum in captive birds provided
further evidence of its circulation in asymptomatic birds in
our region (Frutos ef al., 2012a); however, the epidemiolo-
gical significance of C. pecorum is not clear at this stage.
Further studies are needed to estimate the zoonotic role of
this pathogen.

C. pneumoniae was the species most frequently detected,
reflecting its endemic circulation in the local avifauna.
Furthermore, the analysis of the amplified sequences showed
a close association with the C. pneumoniae sequence
previously isolated from human samples. Although C.
pneumoniae has been described in several animal species,
its zoonotic role remains unclear (Bodetti er al., 2002; Myers
et al., 2009; Mitchell et al., 2010).

Another remarkable finding was the first detection of C.
gallinacea in our region; this new species of Chlamydia had
been previously found only in poultry (Gaede ef al., 2008;
Laroucau ef al., 2009; Lemus et al., 2010; Sachse et al.,
2014); however, in our study it was found in Ultramarine
Grosbeak (Passeriformes, Emberizidae). Also, it is import-
ant to note that our study provides further evidence of the
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Figure 2. Neighbour-joining dendrogram based on comparison of 441 bp of the mpoB gene of Chlamydia. Samples that belong to this study
have the prefix ARG and GenBank accession numbers provided. Numbers above branches are bootstrap values as a percentage of 1000
pseudo replicates and only bootstrap values > 60% are shown. C. pecorum E58 was used as an out-group. Scale bar shows the percentage

sequence diversity.

occurrence of mixed Chlamydia species among birds. This
fact has also been reported by Tanaka er al. (2005) and
Sachse et al. (2012).

The presence of Chlamydia in captive birds could
represent a potential source of infection to caregivers,
which emphasizes the need to implement biosecurity
measures to mitigate the effects of a possible spread of
infection. Several limitations of our study need to be
considered. Isolation in cell cultures (CDC, 1998) was the
preferred technique to confirm and corroborate the results
obtained; however, this is not recommended in the case of
C. psittaci because of the biological risks. On the other
hand, it was not possible to isolate C. pecorum and C.
pneumoniae in cell cultures, perhaps due to the lack of
sterile and cooling conditions where the bird samples were
collected.

In the literature, studies of bird chlamydial infections
have usually been confined to the search for C. psittaci, so
little is known about the presence of other Chlamydia
species. The current findings confirm that our knowledge on
the variety of chlamydial bird organisms 1s only partial.

In this study, positive samples were found mainly in two
avian orders, namely Passeriformes and Psittaciformes;
therefore, they should be taken into account when field
studies are performed and their epidemiological importance
should be considered.

This report is the first contribution to the identification
and molecular characterization of Chlamydia spp. in captive
birds of Argentina, and it contributes to improving our
understanding on the abundance of Chlamydia in the animal
kingdom.
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Anexo IX

Poder Ejecutivo
Cérdoba .

CORDOBA, 18 0CT 201

VISTO: El expediente N° 0517-015792/2011, por el
cual la Secretaria de Ambiente de la Provincia de Cordoba gestiona la

reglamentacion del Capitulo VI, art. 36 de la Ley Provincial del Ambiente N°
7343.

Y CONSIDERANDO:

Que la Direccion de Jurisdiccion de Recursos Naturales
de la Secretaria de Ambiente de la Provincia de Cordoba eleva fundamentos
técnicos a los fines de regular el “Comercio y Tenencia de Ejemplares de la
Fauna Silvestre”; ello en virtud de la constante demanda de esos ejemplares
para ser utilizados como mascotas, el desconocimiento de la poblacion en
relacion a su manejo y la problematica sanitaria que ello trae aparejado.

Que la provincia de Cordoba, a través de su Ley

~ Provincial del Ambiente N° 7343, regula entre otras cuestiones la fauna

silvestre; mds precisamente en su Capitulo VI, articulo 36° establece que en

todo lo referente a dicha temdtica serd de estricta aplicacion la Ley Nacional
N°©22.421.

Que la propuesta de reglamentacion de la Secretaria de
Ambiente, acorde al espiritu de la Ley, focaliza de manera prioritaria la
regulacion del ingreso, exposicion, comercio y tenencia de animales de la
Jfauna silvestre, ello a los fines de llenar un vacio respecto a la problemdtica
que aqueja a nuestra provincia en relacion a la permanente incorporacion al
mercado de mascotas de especies de anfibios, reptiles, mamiferos vertebrados
e invertebrados, todos silvestres 'y en su mayoria exéticos, dafinos y/o
perjudiciales para la salud humana.

% . y Registro de Insiumenios
1 751 Fiscalia de Estady
: ES COPIA
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Que la implementacion de manejos inapropiados de los
recursos naturales, trae como consecuencia una importante degradacion del
ambiente, es decir, una pérdida de diversidad biolégica o biodiversidad, y un
deterioro de las condiciones fisicas del entorno, principalmente a causa de la
introduccion inadecuada de animales exéticos.

Que lo reseiiado se encuentra respaldado con los
distintos informes médicos realizados por la Prof. Dra. Cecilia Cuffini, la
Directora del Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad, Dra. Nilda Gait y :
el Méd. Andrés Barnes a cargo del Laboratorio de Microbiologia del Hospital
Rawson; como asi también por los andlisis realizados por el Instituto de
Virologia Dr. J M Vanella.

Que la concientizacion de los distintos sectores de la
poblacion a través de la divulgacion de la problemdtica y la educacion en
todos los niveles resulta imprescindible para la conclusion del objetivo
propuesto con el presente decreto.

Que este conjunto de desafios reconoce como
presupuesto el derecho de cada provincia a disponer de sus recursos
naturales (art. 124 in fine de la Constitucion Nacional) en consonancia con
sus politicas ambientales, asi como la responsabilidad de conservar su
biodiversidad, de utilizar sus recursos biologicos de manera sostenible, y de
velar porque las actividades que se realicen bajo su jurisdiccion o control no
causen dafios a la biodiversidad biologica de otras provincias o zonas
situadas fuera de los limites de dicha jurisdiccion.

Por todo ello, en virtud de lo dispuesto por el articulo
144°, inc. 1) y 18) de la Constitucion Provincial, lo dictaminado por la /
Direccion de Jurisdiccion de Asuntos Legales de la Secretaria de Ambiente /
bajo N° 145/11 'y lo dictaminado por Fiscalia de Estado bajo N° 826/11;

. 1751
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18 0cT 2

- EL GOBERNADOR DE LA PROVINCIA DE CORDOBA

DECRETA:

Articulo 1°- REGLAMENTESE el articulo 36 del Capitulo VI, de la Ley
Provincial del Ambiente N° 7343, en los términos del presente Decreto.

Articulo 2°.- LA introduccion, transporte, comercio, posesion y tenencia de
Jfauna silvestre en el territorio provincial estard prohibida cuando se trate de
ejemplares de las especies que afecten o puedan afectar la salud humana y el
ambiente, quedando estrictamente limitadas dichas actividades al listado de
especies detalladas en el Anexo I, que compuesto de una (1) foja iitil forma
parte integrante del presente Decrefo.. !

Articulo 3%~ EL comercio en el territorio de la provincia de Cérdoba de
especies de fauna silvestre contenidas en el Anexo I, deberd estar respaldado
por un certificado de nacimiento y origen de un criadero legalmente
habilitado por las Autoridades de Fauna Silvestre Provincial. En lo referente
a la introduccion de especies exdticas incluidas en el citado anexo, ademas se
deberd cumplimentar con lo dispuesto en el Anexo I punto 33) del Decreto N°
2131/00 reglamentario del Capitulo IX de la Ley 7343.

Articulo 4°- LA venta o cesion a cualquier titulo de las especies, deberd
estar acompafiado de la correspondiente Guia de Trénsito expedida por la
autoridad de aplicacién cuyo original deberd ser presentado ante la
Secretaria de Ambiente. El comerciante habilitado, deberd entregar al
comprador de cualquier ejemplar contenido en el Anexo Il del presente
Decreto, el certificado sanitario correspondiente en el que se agregard el
mimero de Guia de Trdnsito que respaldé su traslado.
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Articulo 5°- PROMOVER, a través del Area de Educacién Ambiental de la
Secretaria de Ambiente, la divulgacion de la problemdtica del cautiverio
hogarefio de especies potencialmente dafiinas para la salud humana, por
medio de talleres en los distintos niveles de educacion inicial.

Articulo 6°- EL presente Decreto serd refrendado por el sefior Ministro de
Gobierno y por el sefior Fiscal de Estado y firmado por el sefior Secretario
de Ambiente

Articulo 7° - PROTOCOLICESE, comuniquese, notijiq&ese, publiquese en
el Boletin Oficial y archivese.
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ANEXO 1

LISTADO DE ESPECIES PERMITIDAS

Taeniopigia guttata (diamante mandarin)
Stizoptera bichenovi (diamante bichenovi)
Melopsitacus undulatus (cotorra australiana)
Nymphicus hollandicus (cocotilla)

Agapornis fischeri (i inseparable de Fischer)
Agapornis roseicollis (inseparable de cara roja)
Agapornis personata (i inseparable de cara negra)
Padda oryzivora (calafate)

Psephotus haematonotus (cotorra de rabadilla roja)
Amadina fasciata (degoliado)

Poephila personata (diamante enmascarado)
Erythrura psitacea (diamante papagayo)

Steganopleura guttata (diamante moteado)

Bathilda ruficauda (diamante cara roja) m

Poephila acuticauda (diamante cola larga) L4 Anexo

Erythrura gouldiae (diamante de Gould) Decreto 1751

Lonchusa striata (manon) Lo L
; Fechd: 8 0CT 201
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Leiotrix luteo (ruisefior del Japon)
Peaphila gouldiae (diamante de Gould)
Placeus cucullatus (gendarmes)

Lamprotornis purpureus (mirlo metalico)

W

Departamento
Protocolizacién
Anexo
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