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RESUMEN

La Chlamydia psittaci es el agente causal de Clamidiosis aviar y Psitacosis en humanos,
es una enfermedad potencialmente zoonética, siendo una de las vias de contagio mas
frecuente la inhalacion de particulas aerolizadas procedentes de excretas contaminadas.
El grado de exposicion de los humanos hacia este patdgeno se ve incrementado por la
creciente interaccion con aves silvestres, lo cual implica un riesgo para la salud tanto
publica como animal, siendo de suma importancia la deteccién oportuna. El objetivo de
este proyecto fue identificar la presencia de Chlamydia psittaci en aves silvestres que
ingresaron al Centro de Rehabilitacion de Fauna Silvestre de la Universidad San
Sebastian mediante la técnica molecular reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Para ello se realizé un estudio experimental de tipo retrospectivo, en el que se evaluaron
43 muestras provenientes de hisopados cloacales y heces extraidas de aves que
ingresaron desde el afio 2022 al 2023 al Centro de Rehabilitacion de Fauna Silvestre
(CEREFAS). Se evalu6 la prevalencia de este agente en las aves silvestres para
determinar que género taxonomico se ve mas afectado por la transmision de la bacteria.
Los resultaron evidenciaron la presencia de la bacteria en el género Leucocarbo
bougainvillii.

La presencia fue corroborada por el analisis de dos segmentos genéticos de la bacteria,
utilizando dos PCRs, cada uno dirigido hacia el segmento correspondiente. Estos
resultados demuestran la importancia de la transmisién entre aves silvestres del género
Leucocarbo y aves domeésticas, pudiendo ser esta especie centinela para detectar la
presencia del patdbgeno en poblaciones silvestres. Se calculd porcentaje de prevalencia
de la bacteria Chlamydia psittaci segun el resultado obtenido de la Unica muestra positiva
dando un valor de 2% de prevalencia. Debido a la baja prevalencia no se realiz6 la
comparacion de porcentajes por género taxonomico, dato necesario para realizar la
prueba estadistica Chi cuadrado que tampoco se logré utilizar.

Palabras claves: Chlamydia psittaci, Clamidiosis aviar, Psitacosis, Enfermedad
zoonotica.
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ABSTRACT

Chlamydia psittaci is the causative agent of avian chlamydiosis and psittacosis in humans,
it is a potentially zoonotic disease, being one of the most frequent routes of infection is
the inhalation of aerosolized particles from contaminated excreta. The degree of exposure
of humans to this pathogen is increased by the growing interaction with wild birds, which
implies a risk for both public and animal health, being of utmost importance the timely
detection. The objective of this project was to identify the presence of Chlamydia psittaci
in wild birds that entered the Wildlife Rehabilitation Center of the Universidad San
Sebastian using the polymerase chain reaction (PCR) molecular technique.

For this purpose, a retrospective experimental study was carried out, in which 43 samples
from cloacal swabs and feces extracted from birds that entered the Wildlife Rehabilitation
Center (CEREFAS) from 2022 to 2023 were evaluated. The prevalence of this agent in
wild birds was evaluated to determine which taxonomic genus is most affected by the
transmission of the bacterium. The results showed the presence of the bacterium in the
genus Leucocarbo bougainvillii.

The presence was corroborated by the analysis of two genetic segments of the bacterium,
using two PCRs, each one directed towards the corresponding segment. These results
demonstrate the importance of transmission between wild birds of the genus Leucocarbo
and domestic birds. This species could be a sentinel for detecting the presence of the
pathogen in wild populations. The percentage prevalence of the bacterium Chlamydia
psittaci was calculated according to the result obtained from the only positive sample,
giving a value of 2% prevalence. Due to the low prevalence, a comparison of percentages
by taxonomic genus was not performed, which was necessary to perform the Chi-
cuadrado statistical test, which was also not possible to use.

Keywords: Chlamydia psittaci, Avian chlamydiosis, Psittacosis, Zoonotic disease
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1. INTRODUCCION

Las actividades humanas han ocasionado una relacion y contacto mas estrecho con la
vida silvestre, los animales domeésticos y los humanos (Kock y Caceres-Escobar, 2022).
Factores como el crecimiento demografico, produccion de alimentos de origen animal,
cambio climatico y ecologico, y la tendencia creciente de adoptar animales silvestres
como mascotas genera una exposicidn cruzada, ocasionando reemergencia de
enfermedades ya erradicadas o controladas (Baez, 2019). Por lo cual, el contacto
estrecho entre humanos y especies silvestres ayuda a crear un ambiente 6ptimo para la

transmision de patdégenos zoondticos (Craft, 2015).

En la actualidad, la urbanizacion tiene una importancia critica para la aparicién y el
mantenimiento de epidemias, asi como la aparicion de enfermedades zoondticas
(Ellwanger et al., 2020). Actualmente, la importancia de las zoonosis radica en la
necesidad de un trabajo a nivel multidisciplinario, tomando en cuenta la facilidad de
transmision que presentan estas patologias ya que son una amenaza para la salud y el

bienestar de la poblacion (Baez, 2019).

Las aves silvestres interaccionan con humanos en las ciudades, algunas de estas se han
adaptado alimentandose de basureros, lo cual afiade un reto para la salud publica, debido
a que luego de alimentarse pasan su estancia en humedales utilizados para actividades

de ocio o consumo humano (Contreras et al., 2016).

Un factor a considerar es el contacto de humanos con aves que nidifican en las viviendas,
como lo son las palomas, las cuales sus excretas suponen un riesgo de transmisién de
hongos como Cryptococcus neoformans, el cual se transmite por inhalacion (Rosario et
al., 2008). Los nidos de la avifauna pueden albergar especies de ectoparasitos, quienes
son potenciales vectores de infecciones zoondticas, como Ixodes spp., B. burgdorferi y

Dermanyssus gallinae, entre otros (Boseret et al., 2013).

De la misma manera, es de interés zoondtico el grupo de aves como mascotas de origen

exotico, debido a la cercania con las personas en el ambito doméstico, en especial su



aproximacion hacia nifios o enfermos, por lo que es necesario mantener normas

higiénicas en los bebederos y bafios de las mascotas (Boseret et al., 2013).

Las probabilidades de zoonosis entre humanos y animales silvestres aumentan
considerablemente por factores de riesgo relacionados con el trafico de fauna silvestre
(Doody et al., 2021). En Chile la fauna silvestre esta compuesta por mamiferos, aves,
reptiles y anfibios (De la Maza y Bonacic, 2013). Cuando se efectua el trafico de aves,
estas, al ser capturadas, estan en constante alerta como mecanismo de defensa,
incrementando los niveles de estrés y como consecuencia, generando inmunosupresion
en el individuo, factor que eleva el riesgo de excrecion de agentes patégenos por

reactivacion de infecciones subclinicas o latentes (Contreras et al., 2016).

Una de las zoonosis aviares mas frecuentes en humanos es causada por Chlamydia
psittaci, caracteristica pero no exclusiva de las aves del orden de los Psittaciformes:
cacatuas, loros, cotorras, periquitos, entre otras, las cuales ademas son utilizadas como
mascotas (Contreras et al., 2016). La circulacion de esta bacteria entre la poblacion de
Psittacidae en cautiverio representa un peligro tanto para las aves como para la salud
publica, ya que el trafico de vida silvestre es un problema de gran magnitud (Ruiz-Laiton
et al., 2022).

Se ha demostrado que esta bacteria puede infectar a mas de 465 especies de aves,
incluyendo psitacidas, palomas, pavos, patos y pollos (Kaleta y Taday, 2003). Siendo las
aves infectadas con mayor frecuencia las aves acuaticas, las palomas, las garzas y los
loros (Khan et al.,, 2019). C. psittaci se describe como un patégeno especialmente
potente, flexible y resistente (Knittler y Sachse, 2015) el cual es reactivado en situaciones

de estrés (Contreras et al., 2016).

Chlamydia psittaci es el agente causal de la Clamidiosis aviar y la Psitacosis en humanos,

que también es conocida como Ornitosis (Gedye et al., 2018).

La Psitacosis es una enfermedad de declaracion obligatoria, debe declararse a la
Autoridad Sanitaria Regional dentro de las 24 horas contadas desde la confirmacién o
desde la clasificacion final del diagndstico, luego debera ser comunicada al Ministerio de
Salud (Presidente de la Republica, 2019, Decreto 7, Articulo 1).



La Organizacién Mundial de Sanidad Animal (2012), describe en aves signos clinicos
tales como: Conjuntivitis, anorexia, pérdida de peso, diarrea, heces amarillas, sinusitis,
biliverdina urinaria, rinorrea, estornudos, lagrimeo y dificultad respiratoria, signos que
dependen de la especie de ave, edad y virulencia de la cepa. En la necropsia, a menudo
se observa necrosis hepatica multifocal, esplenomegalia y aerosaculitis fibrosa,

pericarditis y peritonitis (Borel et al., 2018).

En humanos suelen tener una aparicion abrupta de fiebre, escalofrios, dolor de cabeza,
malestar general y mialgia, cursando generalmente con tos no productiva que puede

acompanarse con disnea (Stewardson y Lindsay, 2010).

Este patdogeno se transmite por via respiratoria a partir de excretas, secreciones nasales,
tejidos y plumas contaminadas, siendo la via mas frecuente la inhalacion de particulas

aerolizadas procedentes de excretas contaminadas (Belchior et al., 2011).

Un estudio realizado por Ossa-Giraldo et al. (2023) encontré seropositividad en un 31,5%
de anticuerpos contra C. psittaci en 54 individuos expuestos laboralmente a aves en
Medellin, demostrando el riesgo que conlleva la manipulacién de estas aves, indicando
que el ejercer labores en funcidn a su manipulacion sin ser médico veterinario es un factor

de riesgo para el desarrollo de los anticuerpos mencionados.

Esta bacteria de la familia Chlamydiaceae es intracelular obligada Gram negativa, la cual
una vez que el patdégeno ingresa a la célula huésped queda encerrado en una vacuola
unida a una membrana, el cuerpo reticulado crece por fision binaria y luego se diferencia
en cuerpo elemental, los cuales se liberan e infectan una nueva célula huésped (Boret et
al., 2018).

Esta familia contiene un solo género, Chlamydia, que incluye 11 especies: C. abortus, C.
avium, C. caviae, C. felis, C. gallinacea, C. muridarum, C. pecorum, C. pneumoniae, C.

psittaci, C. suisy C. trachomatis (Sachse et al., 2015).

Existen diversos métodos para diagnosticar la infeccién por Chlamydia (Hogerwerf et al.,
2017). Una de estas técnicas se basa en anticuerpos entre los cuales estan: el método

de fijacion del complemento o la reaccién de inmunofluorescencia indirecta, visualizaciéon



directa mediante técnicas histoldégicas o citoldégicas especificas y aislamiento
bacteriolégico o ELISA (Andersen y Vanrompay, 2003).

El aislamiento mediante cultivo celular se considera el gold standard, permite producir
controles positivos de antigenos, que pueden ser empleados en el diagndstico rutinario
(Andersen y Franson, 2007; Andersen y Vanrompay, 2008). Sin embargo no es
recomendado debido al tiempo que se necesita, la dificultad y el riesgo biolégico que
implica (Frutos, 2015). Por estas razones la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) esta reemplazando la deteccién de clamidias en cultivo de tejidos
(Solérzano, 2021).

Otras ventajas que presenta el PCR son su facilidad de transporte, almacenamiento y
conservacion de las muestras, asi como su alta sensibilidad y especificidad, que es
independiente de la viabilidad del agente (OIE, 2012). Los tipos de PCR varian desde
PCR cuantitativas en tiempo real y PCR en tiempo final o convencional, la cual tiene una
alta sensibilidad al dirigirse a un segmento de ADN relativamente corto o al utilizar un
procedimiento anidado (OIE, 2018).

Inicialmente C. psittaci ha sido clasificada en 9 genotipos: A-F, E/B, M56 y WC, basados
en la secuencia de la proteina A de la membrana externa (ompA) (Linzitto et al., 2016).
Cada genotipo tiene una marcada preferencia por hospedador: A en aves psitacidas, B
en Columbiformes; genotipo C se ha observado en aves anseriformes y galliformes, D en
galliformes, E en aves columbiformes, anseriformes, entre otras, F en aves psitacidas y
galliformes, WC en bovinos y M56 en roedores (Sachse et al., 2015). Posteriormente se
propusieron 8 nuevos genotipos los cuales fueron encontrados en aves psitacidas y
silvestres, cada uno de los cuales tienen la misma caracteristicas de ser potencialmente

zoonoticos (Szymanska-Czerwinska et al., 2017).

Para la deteccion de C. psittaci mediante PCR, |la secuencia a eleccion es el ARNr 16S-
23S o el gen ompA (Sachse et al., 2009).

Considerando lo anteriormente mencionado, es importante determinar la magnitud de la
presencia de C. psittasi en la poblacion de aves silvestres debido a que esta bacteria es
potencialmente zoondtica y el grado de exposicion de los humanos hacia este patdogeno



se ve incrementado por la creciente interaccion con aves silvestres, lo cual implica un
riesgo para la salud tanto publica como animal (Craft, 2015; Boseret et al., 2013). Todos
estos antecedentes generan la siguiente pregunta de investigacion: ;Cual es la
prevalencia de C. psittaci en aves silvestres que ingresan al centro de rehabilitacién de

la fauna silvestre de la Universidad San Sebastian sede Concepcion?



2. HIPOTESIS

Hipoétesis Nula (HO)

No existe presencia de Chlamydia psittaci en muestras congeladas de hisopados y heces
de aves silvestres ingresadas al CEREFAS de la Universidad San Sebastian sede

Concepcidn utilizando la técnica molecular PCR.
Hipoétesis Alterna (H1)

Si existe presencia de Chlamydia psittaci en muestras congeladas de hisopados y heces
de aves silvestres ingresadas al CEREFAS de la Universidad San Sebastian sede

Concepcidn utilizando la técnica molecular PCR.



3. OBJETIVOS

3.1.- Objetivo General

Determinar la prevalencia de Chlamydia psittaci en muestras de aves silvestres que
ingresen al centro de rehabilitaciéon de fauna silvestre de la Universidad San Sebastian

mediante la técnica molecular PCR

3.2.- Objetivos Especificos

- Identificar la presencia o ausencia de Chalmydia psittaci en muestras de aves silvestres
que ingresen al centro de rehabilitacion de fauna silvestre de la Universidad San

Sebastian mediante la técnica PCR.

- Comparar el porcentaje de prevalencia en las muestras de diferentes géneros
taxonomicos de aves silvestres que ingresen al centro de rehabilitacién de fauna silvestre

de la Universidad San Sebastian



4. MATERIALES Y METODO

Este trabajo ha sido financiado por el proyecto coédigo USS-FIN-23-FAIN-21 de la

Universidad San Sebastian.

4.1 Materiales:

- Kit E.Z.N.A

- Termociclador

- Refrigerador

- Cabina de flujo

- Micropipetas

- Puntas para micropipetas

- Guantes

- Tubos Eppendorf 0,2 ml

- Centrifuga

- Reactivos: enzima 2xGoTaq ® Green Master Mix, agua libre de nucleasas y partidor.

- Gel de agarosa 2%

4.2 Tipo de Estudio

Se realizé un estudio experimental de tipo retrospectivo.

4.3 Tamaino de muestra

El numero de muestras fue determinado a conveniencia segun el numero de aves
silvestres que ingresaron al CEREFAS durante los afos 2022-2023, por lo que se conto

con un total de 43 muestras a la fecha.

4.4 Enfoque metodologico de la investigacion

Este estudio contempld la extraccion de ADN en muestras almacenadas de diferentes
especies de aves silvestres que ingresaron al Centro de Rehabilitacion de fauna silvestre
(CEREFAS) durante el primer semestre del 2024 en la Universidad San Sebastian de la

region del BioBio sede Concepcion.



4.5 Lugar de estudio:

La toma de muestra se realizd en el centro de rehabilitacion de fauna silvestre
(CEREFAS), mientras que el procesamiento de la misma se realizo en las instalaciones

de los laboratorios de la Universidad San Sebastian region del BioBio sede Concepcion.

4.6 Obtencion de muestras

Para este estudio, se utilizaron muestras almacenadas de hisopados cloacales y heces
de aves que ingresaron al CEREFAS de la Universidad San Sebastian de la region del
BioBio sede Concepcion desde el ano 2022 hasta noviembre del ano 2023. Aquellas
fueron almacenadas en alcohol al 70% y congeladas -20°C para su posterior extraccion
de ADN que se realiz6 a partir del 2024. Para este estudio se cuenta con un total de 43

muestras tomadas a la fecha. Las muestras almacenadas se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Origen y tipo de muestra analizadas para la deteccion del agente Chlamydia

psittaci.

N° Registro Especie Tipo de muestra
2160 Pelecanus thagus Hisopado cloacal
231 Larus dominicanus Hisopado cloacal
2065 Gallinula melanops Hisopado cloacal
2126 Larus dominicanus Hisopado cloacal
2064 Cygnus melancoryphus Hisopado cloacal
2096 Larus dominicanus Hisopado cloacal
2119 Leucocarbo bougainvillii Hisopado cloacal
2139 Larus dominicanus Hisopado cloacal
2063 Geranoaetus polyosoma Hisopado cloacal
2277 Larus dominicanus Hisopado cloacal
2104 Phalacrocorax guimardi Hisopado cloacal
2347 Larus dominicanus Hisopado cloacal




2212

Larus dominicanus

Hisopado cloacal

2354 Anas flavirostris Hisopado cloacal
2387 Larus dominicanus Hisopado cloacal
1964 Spheniscidae Heces
1591 Spheniscidae Heces
2026 Coragyps atratus Hisopado cloacal
1811 Leucocarbo bougainvillii Hisopado cloacal
1969 Pelecanus thagus Hisopado cloacal
1822 Glaucidium nana Hisopado cloacal
2015 Larus dominicanus Hisopado cloacal
1868 Pelecanus thagus Hisopado cloacal
1996 Enicognathus leptorhynchus | Hisopado cloacal
1626 Bubo magellanicus Hisopado cloacal
1994 Egretta thula Hisopado cloacal
1920 Pelecanus thagus Hisopado cloacal
2025 Rollandia rolland Hisopado cloacal
58 Milvago chimango Hisopado cloacal
59 Phalacrocorax carbo Hisopado cloacal
1992 Leucocarbo bougainvillii Hisopado cloacal
1905 Larus dominicanus Hisopado cloacal
64 Anas gedrgica Hisopado cloacal
2019 Cathartes aura Hisopado cloacal
1853 Strix rufipes Hisopado cloacal
1941 Leucocarbo bougainvillii Hisopado cloacal
68 Larus dominicanus Hisopado cloacal
2037 Phytotoma rara Hisopado cloacal
2499 Ardea cocoi Hisopado cloacal
2553 Leucocarbo bougainvillii Hisopado cloacal
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4189

Enicognathus leptorhynchus

Hisopado cloacal

4283 Turdus falcklandii Hisopado cloacal
4295 Tyto alba Hisopado cloacal
4107 Tyto alba Hisopado cloacal
3962 Turdus falcklandii Hisopado cloacal
4298 Tyto alba Hisopado cloacal
1876 Parabuteo unicinctus Hisopado cloacal
3932 Bubo magellanicus Hisopado cloacal
2977 Elaenia albiceps Hisopado cloacal

Elaboracién propia
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4.7 Extraccion de ADN

Se utilizo el kit E.Z.N.A de extraccion de ADN especializado en aislamiento de patégenos
desde materia fecal (pathogen kit Omega, Biotek cod. OB.D4035-01). Para ello, el
procedimiento se realiz6 de acuerdo a las instrucciones del fabricante. En términos
generales, las muestras fueron centrifugadas a 10.000g por 5 minutos para eliminar
remanentes de alcohol, descartando el sobrenadante. Posteriormente, se agregé 300 pL
de PBS en cada muestra para obtener el volumen éptimo por muestra. Siguiendo con las
instrucciones del fabricante, las muestras fueron transferidas a tubos disruptores, los
cuales contenian perlas captadoras de remanentes de gran tamafo. Luego, se afiadieron
20 pL de proteinasa K a cada tubo disruptor con la muestra correspondiente.
Posteriormente, la muestra se incubd por 15 minutos a 70°C. A continuacién, la muestra
fue centrifugada a 12.000g por 5 minutos. Los remanentes de gran tamafo, que pudiesen
interferir con la extraccion de ADN, se adhirieron a las perlas del tubo disruptor y el
sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo. Se afiadi6 luego 300 uL de buffer RBB y
se dej6 incubar por 5 minutos a temperatura ambiente. La muestra luego fue transferida
a la columna de aislamiento de ADN para ser centrifugada a 12.000g por 1 minuto. El
buffer HBC y el buffer de lavado, fueron afiadidos, segun las instrucciones del fabricante.
Finalmente, las muestras fueron diluidas en 30 pL de buffer de elusion y almacenadas a

-20°C para su posterior uso.

4.8 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo final

Para determinar la presencia del ADN de C. psittaci en las diferentes muestras, se
utilizaron partidores reportados en la literatura que estan dirigidos al gen de la proteina
ompA. El producto corresponde a un fragmento de 418 pb y un fragmento 1378 pb, el
cual fue visualizado en un gel de agarosa al 1,2%. La secuencia de los partidores se

encuentra en la Tabla 2.

El control positivo consistié en ADN extraido de la vacuna comercial Felocell® 4 Zoetis,

el cual contiene la cepa Chlamydophila felis — Cepa BAKER.
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Tabla 2. Secuencia de los partidores utilizados para la deteccion de Chlamydia psittaci.

Cebador Secuencia Referencia
VD1-F 5-ACT ACG GAGATTATGTTTTCG ATC Andersen y
Varompay (2000)
GTG T-3'
Andersen y
VD2-R 5'-CGT GCACCYACG CTC CAA GA-3'
Varompay (2000)
Cp-F 5'-TGC AAG ACA CTC CTC AAA G-3' Vilela et al., (2019)
Cp-R 5-AGG TTC TGA TAG CGG GAC-3' Vilela et al., (2019)

Elaboracién propia

La elaboracidn se llevé a cabo en un volumen final de 25 pL los cuales incluyen la enzima,
los partidores y el agua de uso molecular. La enzima utilizada sera 2x GoTaqg® Green
Master Mix (Promega, Madison, USA). Los partidores estuvieron a una concentracion de

0,6 uM y el agua utilizada para la reaccién fue libre de nucleasas.
4.9 Visualizacién de resultados

Los resultados fueron visualizados mediante una electroforesis de gel de agarosa al
1,2%. Para ello se realiz6é un gel de agarosa con 1,2 gramos de agarosa, diluidos en 100
ml de TAE 1x. Para la elaboracion del TAE 1x, se usé como reactivo TAE comercial-Tris
Acetate-EDTA buffer 50x, 1L (TAE) cod. —-SC281694SANTA-. Para la posterior
visualizacion, se utilizé la tincion Safe View 20.000x (Thermo scientific) a una
concentracion inicial de 6.000x (2 uL por cada 10 yL de muestra) como colorante de
carga. El uso de escalera de ADN (Ladder Biolabs) fue de 1000 pb para el fragmento CP
y de 50 pb para el fragmento VD. Para su visualizacion en el gel, se utilizé 4 yL de Ladder

y 2 uL de TriTrack. La electroforesis se realizé a 75 voltios por dos horas. La visualizacién
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del gel realiz6 utilizando el transluminador del laboratorio de investigacion de la

Universidad San Sebastian.

4.10 Estimacion del porcentaje de prevalencia
El porcentaje de prevalencia se calculd con la siguiente formula:

Total de muestras positivas
Total de muestras analizadas

x 100 = 2%

Se calculd el porcentaje de ocurrencia para todas las especies de aves silvestres, dando

como resultado 2%.
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5. RESULTADOS

Se obtiene extracciéon de ADN desde muestras de hisopados cloacales y heces desde
pacientes ingresados a CEREFAS dando un total de 43 muestras, por medio de la técnica
PCR se obtuvo la amplificacion de los segmentos de ADN CP y VD provenientes del gen
ompA tanto para el control positivo (vacuna comercial Felocell®) (Figura 1) como para la
muestra N°13 proveniente de Leucocarbo bougainvillii. Durante la visualizacion de la
amplificacion, se evidencio el resultado positivo tanto para el segmento CP de 1378 pb
como para el segmento VD de 418 pb cargados en un total de 20 pozos, para lo cual se
realizé electroforesis en el producto final de la PCR en un gel de agarosa al 2% para

observar la presencia de la bacteria Chlamydia psittaci.

Figura 1. Control técnico Segmento VD y CP

a. MPM 1 2 3 Caril b. MPM 1 2 3 Caril
5000 bp »
2000 bp »
1000 bp »
400 bp >
300 bp »

150 bp »
50 bp >

(a) Corresponde al segmento VD, con un MPM de 50 pb. Carril 1 y 2 ambos controles positivos y carril 3 control
negativo; (b) Corresponde al segmento CP, con un MPM de 1000 pb. Carril 1 y 2 ambos controles positivos y carril 3
control negativo.
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Se comenzé con la amplificacion del gen en el fragmento CP (Cp-F 5-TGC AAG ACA
CTC CTC AAA G-3'; Cp-R 5'-AGG TTC TGA TAG CGG GAC-3'), ya que otorga mayor
visualizacion en presencia de casos positivos. Los geles se visualizaron y se observo una
banda a la altura de 1378 pb (Figura 2) indicando la presencia del microorganismo en
una de 43 muestras en total, encontrandose las demas muestras negativas ya que no
hay presencia de bandas. En conformidad con el objetivo especifico uno, fue posible

identificar la presencia de Chlamydia psittaci.

Figura 2. Electroforesis Gel de agarosa al 1,2%, segmento CP

MPM 1 2 3 4 56 7 8 910 11 1213|114 15 16 17 18 19 20 Carril

« Cp (1378 bp)

MPM: Marcador de peso molecular 1000 pares de base, carril 1-19 muestras ADN, carril 13 presencia de banda,
carril 20 control positivo CP.

Segun el registro que se llevo a cabo, al realizar la amplificacion del ADN, el resultado
que da positivo corresponde a una ave silvestre del orden Suliformes, conocido

comunmente como Guanay (Leucocarbo bougainvillii).

La muestra positiva se amplifico nuevamente esta vez utilizando el fragmento VD (VD1-
F 5-ACTACGGAGATTATGTTTTCGATCGTGT-3; VD2-R
5CGTGCACCYACGCTCCAAGA-3’') (Figura 3), dando nuevamente positiva,
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confirmando de esta manera el hallazgo de una manera mas especifica al dar positivo a

ambos fragmentos del gen ompA que corresponden al mismo patégeno

Figura 3. Electroforesis segmento VD.

MPM 1 2|34 &5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Carril

500 pb »

200 pb »
50 pb »

<4 VD (418 pb)

Se visualiza banda en carril 3, confirmando nuevamente el resultado positivo de segmento CP.

De acuerdo con el segundo objetivo, se calculé porcentaje de prevalencia de la bacteria
Chlamydia psittaci segun el resultado obtenido de la Unica muestra positiva dando un
valor de 2% de prevalencia. Debido a la baja prevalencia no se realizé la comparacion de
porcentajes por género taxonomico, dato necesario para realizar la prueba estadistica

Chi cuadrado que tampoco se logré utilizar.
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6. DISCUSION

Se ha determinado la prevalencia de Chlamydia psittaci en muestras de aves silvestres
ingresadas a la Universidad San Sebastian sede Concepcion, esto fue diagnosticado
con la debida realizacion de la PCR en muestras de hisopados cloacales, dando un

porcentaje de prevalencia de un 2%.

Como menciona Nieuwenhuizen et al., (2018) la PCR es el método de diagndstico
seleccionado para evaluar prevalencia de la bacteria, esta es sin duda una prueba
suficientemente especifica logrando evitar falsos positivos y resultados inespecificos, con
la limitacion de que tendra una mayor sensibilidad en el momento en que el individuo esté

pasando por la fase aguda de la patologia.

Ademas al realizar la debida estandarizacién de muestra para control positivo realizado
con la vacuna Felocell® 4, ayudé de manera que se confirman los verdaderos negativos,
como lo expresan Van Loock et., al (2005) en su estudio de diagndstico de la bacteria C.
psittaci en pavos, en donde se plantea el control interno como una necesidad para

confirmar lo verdaderos resultados negativos de la PCR.

Panzetta et al., (2018) menciona que en situaciones estresantes para el patégeno (Ej,
presencia de antimicrobianos o privacion de nutrientes esenciales) puede entrar en un
estado persistente interrumpiendo su replicacion. Este hecho puede incidir en la
colonizacion del patdgeno en el organismo, pudiendo estar presente de forma selectiva
en ciertos tejidos y no en otros. Lo que dificulta el diagndstico, contribuyendo a la
aparicion de falsos negativos. Esta afirmacion también es respaldada por el estudio de
Blomquist et al., (2012) el cual demostré la baja prevalencia del patdégeno en 497 aves
acuaticas de Suecia resultando 6 aves positivas, planteando la forma intermitente en que

se disemina la bacteria y cémo afectaria en el diagnéstico.

Un estudio realizado por Ruiz (2020) describe una comparativa entre tasas de aislamiento
de Chlamydia psittaci a partir de hisopados cloacales y muestras fecales de 343 muestras
de aves psitacidas que fueron sometidas a una PCR convencional arroja como resultado
una probabilidad de deteccién 8,15 veces mayor para los hisopos cloacales en

comparacion con hisopos fecales, mencionando que la deteccidon por hisopos cloacales
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esta mas indicada, pero que independiente de la muestra es preciso recolectar varias
muestras por ave en diferentes dias para aumentar la posibilidad de deteccién debido a
la excrecion fecal intermitente de C. psittaci, técnicas de seguimiento que puede ser

indicado para futuros estudios experimentales para el diagnostico de Chlamydia psittaci.

Los primers utilizados (VD1-F 5-ACTACGGAGATTATGTTTTCGATCGTGT-3; VD2-R
5-CGTGCACCYACGCTCCAAGA-3) y ( Cp-F 5-TGC AAG ACA CTC CTC AAA G-3
Cp-R 5-AGG TTC TGA TAG CGG GAC-3') se obtuvieron a partir de estudios previos
realizados por Andersen y Vanrompay (2000) y Vilela et al., (2019) respectivamente,
arrojando una confiabilidad e indicando que ambas son adecuadas para la deteccion de

Chlamydia psittaci.

Teniendo en consideracion que para este trabajo, tanto el control positivo, como la
muestra N° 13 dio positiva para ambos fragmentos del gen ompA, se sugiere que el
protocolo utilizado de PCR a partir de los partidores de los estudios mencionados

anteriormente, fue adecuado para la deteccién del patdégeno.

La prevalencia de la bacteria puede estar relacionada con la cohabitacion con huéspedes
que pueden ser fuentes de infeccién, asi como lo plantea De Lima et al., (2011) con
respecto a las palomas, son individuos con un potencial para portar y transmitir el agente

a animales susceptibles y a humanos.

Aquel resultado sugiere que posiblemente estemos presenciando traspaso de la bacteria
desde animales domésticos a silvestres, sirviendo estos como reservorios. En Chile, sin
embargo, Gonzalez y Llanos (2020) desarrollaron una revision sistematica de patégenos
bacterianos y virales en aves silvestres de Chile, mencionando que no existen estudios
dirigidos a aves silvestres en nuestro pais. Solo se reporta un estudio en Chillan de
Gonzalez et al., (2007) documentando la exposicion a este patdégeno en 11% de palomas

capturadas en entornos urbanos, diagnosticadas por la técnica ELISA.
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7. CONCLUSIONES

Segun el resultado positivo obtenido de PCR vy la relacion con la pregunta planteada en
el trabajo nos indicaria baja prevalencia de Chlamydia psittaci en animales silvestres, no
obstante, se logra de manera satisfactoria realizar el procedimiento correspondiente para
el diagndstico de la bacteria Chlamydia psittaci, detectando asi una muestra positiva para
la especie L. bougainvillii lo cual resalta los riesgos potenciales de susceptibilidad al
patdgeno con relacion a la especie, ya que es una especie con una alta cantidad de
individuos entre Chile y Peru, con una poblacion estimada de 3,7 millones de individuos,
las cuales migran en épocas reproductivas recorriendo gran parte de las costas de

nuestro pais.

Por lo que se plantea realizar mas estudios epidemiolégicos sobre el patdégeno
mencionado para determinar la relevancia debido a su potencial reservorio en aves
silvestres, los cuales pueden pasar desapercibidas ya que pueden o no presentar signos
clinicos y a la vez pueden excretar de forma intermitente la bacteria Chlamydia psittaci
presentando una amenaza para la salud humana debido a su potencial zoonético y
produccion animal en Chile debido a su forma de contagio lo cual puede potenciar la

forma en la que es diseminado el patégeno.

Con respecto a la salud publica, no esta demas mencionar el riesgo zoonético en las que
estan expuestas las personas susceptibles, desde trabajadores en mataderos, criaderos,
meédicos veterinarios, en zooldgicos, incluso publico en general que interactuen con aves
ya sea como mascotas o en habitats donde estén presentes los individuos. Enfatizando
de manera que se adopten medidas de preventivas frente a aves sospechosas,

hacinadas, sometidas a estrés y asi no subestimar los riesgos posibles.
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