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SUMMARY

The presence of Chlamydiae strains as a pathogenic agent in feline conjunctivitis was studied in

samples obtained from 40 cats.

About 50% of the samples were positive to Chlamydia psittaci using the immunofluorescence me-

thod which seems to be an adequate technique.

The most common pathogens associated with the ocular infection were Staphylococcus sp (44%),
Streptococcus sp (29%) and Pseudomonas aeruginosa (10%).
The zoonotic condition of Chlamydia psittaci is important as a public health matter and because of

this, the cat vaccination is highly recommended.
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INTRODUCCION

La clamidiasis felina es una importante enferme-
dad infecciosa que afecta a los gatos domésticos,
cuyo agente etiolégico es la Chlamydia psittaci,
bacteria intracelular obligada, incapaz de obtener
energia mediante actividades metabdlicas (Bibers-
tein, 1994).

Esta enfermedad también es conocida como
“pneumonitis felina”, a pesar de que rara vez pro-
duce neumonia en gatos, caracterizdndose en cam-
bio por producir una conjuntivitis persistente, que
generalmente se complica con agentes patégenos
secundarios (Wills & Gaskell, 1990, Merck, 1993),
teniendo las cepas de Chlamydia psittaci felina es-
pecial predileccién por las células epiteliales de la
conjuntiva (Dorin y col., 1993).

La transmisidén es principalmente de tipo hori-
zontal y ocurre al tomar contacto con cuerpos ele-
mentales contenidos en las secreciones oculonasales
(Hoover, 1987), ya sea por inhalacién o por inges-
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tién de material infeccioso proveniente de portado-
res sintomaticos o asintomdticos (Dorin y col.,
1993). La transmision a través de fomites es me-
nos comun (Elston y col., 1998).

La clamidiasis felina es parte del denominado
“Complejo infeccioso de las vias respiratorias su-
periores de los felinos”, que incluye principalmen-
te enfermedades como la rinotraqueitis, infecciones
por micoplasmas y calicivirus (Sherding, 1996).

En la actualidad es reconocido que Chlamydia
psittaci es un importante agente infeccioso en ga-
tos, considerdndose un patégeno ocular primario,
causante de mds del 30% de los casos de conjunti-
vitis felina en un pafs como, por ejemplo, Inglate-
rra (Gunn-Moore, 1995).

El tratamiento es eficaz y de buen prondstico en
la mayoria de los casos, aunque hay que sefialar que
existe cierta tendencia a la cronicidad y suelen pro-
ducirse recaidas debido a que la inmunidad que que-
da tras haber cursado la enfermedad es relativamente
pobre (Greene, 1993).

Existen también algunas consideraciones de sa-
lud piblica en relacién a que la conjuntivitis cla-
midial felina es considerada como una enfermedad
zoonotica. Algunos informes al respecto establecen
que C. psittaci serfa también el origen de algunos
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cuadros de conjuntivitis en el ser humano y proba-
blemente también de infecci6n sistémica, por la in-
halacién de polvoprocedente de heces desecadas
(Wills & Gaskell, 1990; Lipman y col., 1994).

En relacién a lo anterior conviene agregar que
existe actualmente una vacuna disponible en algu-
nos paises, como Estados Unidos y Argentina, en-
tre otros, que puede ser aplicada como producto
monovalente o en combinacién con la vacuna de la
rinotraqueitis felina, infeccién por calicivirus y pan-
leucopenia felina, la que ha demostrado ser bastante
efectiva (Sherding, 1996).

La clamidiasis de las aves (ornitosis) o psitacosis
afecta a distintas aves como pericos, loros, pavos,
etc., adquiriendo gran importancia en estos animales
desde el punto de vista econémico. Los primeros sin-
tomas son anorexia, pérdida de peso, disminucién de
la postura y eliminacién de excrementos amarillo ver-
doso de consistencia gelatinosa, entre los signos mé4s
relevantes. El porcentaje de morbilidad fluctiia entre
un 5 y un 80% con una tasa de mortalidad entre un
1 y un 30% (Biberstein, 1994).

El estudio que a continuacién se describe pre-
tende contribuir a aumentar el conocimiento de esta
patologfa, de manera de mejorar el diagndstico y la
asertividad en su tratamiento.

MATERIAL Y METODO

En el presente estudio se investigd la presencia
de Chlamydia psittaci en una muestra de 40 gatos
con un cuadro de conjuntivitis clinica, utilizando ci-
tologia convencional e inmunodeteccién con anti-
cuerpos monoclonales. Ademas se estudi6 el
exudado inflamatorio y se aislaron e identificaron
los agentes bacterianos asociados como agentes se-
cundarios.

El presente ensayo se realizd en la ciudad de
Santiago entre los meses de mayo y septiembre de
1998, muestrandose un total de 40 gatos correspon-
dientes a 30 hembras y 10 machos albergados en
la Sociedad Protectora de Animales; por lo anterior,
los animales tenian distinta procedencia, y edades
que fluctiiaban entre los 15 dfas y los 4 afios. Como
ultimo requisito los animales no debian haber esta-
do bajo los efectos de un tratamiento antibidtico
previo a la toma de muestra.

De los felinos en estudio 23 de ellos presenta-
ban conjuntivitis unilateral y 17 bilateral, con ca-
racteristicas de purulenta en 27 de los casos y no
purulenta en 13 de ellos.

Las muestras procedentes de animales afectados
por conjuntivitis fueron preparadas para 3 tipos de
andlisis. El primero un frotis directo para la detec-
cién de cuerpos de inclusién y el andlisis citoldgi-
co del componente inflamatorio conjuntival.

Luego una segunda muestra se incub6 para exa-
men microbiolégico, y por dltimo una tercera mues-
tra se utilizé para el examen de inmunofluorescencia
indirecta con anticuerpos monoclonales.

Todas las muestras fueron obtenidas a través de
raspado de mucosa conjuntival mediante el uso de
una pequefia espatula y en condiciones de asepsia.
(Smith y col., 1997, Friedman, 1997).

Para la deteccién de cuerpos de inclusién se uti-
1iz6 la tincién de Giemsa previa hidratacién de los
frotis en suero fisiol6gico. En las muestras positi-
vas se observé la presencia de cuerpos de inclusidn,
los que aparecen tefiidos de color azul oscuro en el
citoplasma de la célula parasitada (Wills & Gaske-
11, 1990; Clerc & LaForge, 1995).

Los mismos frotis tefiidos para la deteccion de
cuerpos de inclusién se utilizaron para hacer el
el andlisis citolégico del componente inflamato-
rio presente en la mucosa conjuntival, efectudn-
dose recuento leucocitario diferencial, utilizando
microscopia de luz, determinando porcentaje de
distribucién de polimorfonucleares (neutréfilos,
linfocitos, macréfagos, baséfilos y eosinédfilos)
de un total de 200 células por frotis (Hoover,
1987).

Los restantes 40 frotis mantenidos para su con-
servacion a —70° C fueron hidratados y bloqueados
en PBS mis 0,1% de B.S.A (albtimina sérica bovi-
na, producto Sigma, més 0.05% de tween 20 Sig-
ma USA) los que se incubaron en una dilucion de
1:1000 en anticuerpos monoclonales anti-Chla-
mydia psittaci de rata por 45 minutos a temperatu-
ra ambiente, para luego ser lavados en solucién PBS
tres veces consecutivas con la finalidad de retirar
los anticuerpos no reaccionantes.

Posteriormente los frotis fueron incubados en
una dilucién de 1:150 de anticuerpos anti Ig de rata,
conjugado con F:I:'T:C por 30 minutos a tempera-
tura ambiente. Mds adelante fueron lavados en P.B.S
tres veces consecutivas, para luego ser montados
con una gota de P.B.S 10% glicerol.

Finalmente los frotis fueron conservados en
oscuridad y refrigeracién. La observacion de seac-
tividad inmunofluorescente se realizé bajo micros-
copia de luz ultravioleta. La reaccién positiva fue
medida por la aparicién de fluorescencia de espec-
tro verde.
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Complementariamente a la prueba de inmunoflu-
rescencia indirecta se realiz6 la técnica de inmuno-
fosfatasa alcalina en frotis seleccionados y que eran
positivos a Chlamydia psittaci segtn el método de
inmunofluorescencia indirecta.

Para detectar los antigenos clamidiales se utili-
z6 el anticuerpo monoclonal de rata anti-Chlamydia
psittaci (ANAWA de procedencia suiza) en frotis
conjuntivales fijados en acetona fria por 5 minutos.
Estos se lavaron dos veces durante 10 minutos cada
vez, en buffer tris salino y una vez por 10 minutos
en buffer bloqueador para fosfatasa alcalina.

Mais adelante los frotis se incubaron en 50 ul con
el anticuerpo monoclonal primario por una hora a
temperatura ambiente. Se usaron controles negati-
vos para la reaccién inmunohistoquimica mediante
la incubaci6n de los frotis con suero normal de rata
en lugar del anticuerpo monoclonal.

En seguida los frotis se lavaron tres veces por
cinco minutos cada vez con solucién buffer tris/ sa-
lino, para posteriormente incubar por 30 minutos
con 50 uL. de IgG de burro anti IgG de rata conju-
gada con fosfatasa alcalina en dilucién 1:200, en so-
lucién salina. Las muestras fueron lavadas y se les
agregé 100 uL de solucidn sustrato para fosfatasa
alcalina y fueron alejadas de la luz por 5 minutos
para permitir la reaccién. Para detener este proce-
so se lavé con solucidn tris/ salina por 2 minutos y
luego con agua destilada por otros dos minutos y
se contratifieron los nicleos con Verde de Metilo al
0,5% en solucién acuosa, por 30 segundos.

Finalmente se montaron los frotis con gelatina
en fase liquida a 60° C y se dej6 solidificar a tem-
peratura ambiente. Por dltimo se procedié a anali-
zar las preparaciones en microscopio de luz. La
reaccion positiva se visualizé por la aparicion de un
color rojo oscuro.

Para el examen bacteriolégico las muestras cli-
nicas se suspendieron en suero fisiolégico y se sem-
braron en medios enriquecidos como agar sangre
ovina desfibrinada; luego de la identificacién de co-
lonias y tincién de gram se traspasaron las colonias
a medios selectivos y finalmente diferenciales donde
se observaron las reacciones bioquimicas caracteris-
ticas para el género, complementindose con prucbas
enziméticas y reacciones sobre una amplia bateria de
azticares, incubando siempre una placa control.

Para asegurar las condiciones de esterilidad esta
etapa del trabajo se realiz6 bajo camara de flujo la-
minar.

Al analizar los resultados se determiné que 17
muestras de un total de 40 resultaron positivas a

cuerpos de inclusién de origen clamidial, repre-
sentando un 42,5% de la poblacién felina estu-
diada.

Utilizando, en cambio, la técnica de inmunofluo-
rescencia indirecta, se determiné un 50% de posi-
tividad, lo que equivale a un total de 20 muestras
con inmunorreactividad positiva.

Comparando ambas técnicas entre si se observa
una diferencia de un 7,5% atribuyéndose dicha dife-
rencia a una subestimacién de tres muestras informa-
das como negativas a la prueba de determinacién
de cuerpos de inclusién. Con lo anterior se conclu-
ye un mayor grado de sensibilidad para la deteccién
de este patégeno a través de la prueba de inmu-
nofluorescencia indirecta. La menor sensibilidad de
la primera prueba puede atribuirse a que los cuer-
pos de inclusién intracitoplasmaticos disminuyen
considerablemente en cuadros tendientes a la cro-
nicidad.

En la prueba confirmatoria de la Fosfatasa alca-
lina los resultados son semejantes a los de la inmu-
nofluorescencia, con la ventaja que esta dltima
técnica permite observar las muestras mediante tin-
ciones diferenciales que pueden ser observadas a
microscopia de luz corriente.

En relacién a la flora bacteriana asociada a la in-
feccion clamidial se observa un alto predominio de
microorganismos gram positivos, que representan el
78% de las muestras analizadas, seguidas por las
infecciones mixtas, constituidas por ambos tipos
celulares (12%) y finalmente las infecciones provo-
cadas por bacterias gram negativas representando
s6lo un 10% del universo estudiado.

En orden de importancia los géneros bacterianos
mas frecuentemente aislados fueron: Staphylococcus,
Streptococcus, Pseudomonas, Micrococcus, Coryne-
bacterium, Moraxella y Proteus, destacdandose den-
tro de los Staphylococcus la especie epidermitis
como la més frecuente. Esta bacteria se caracteriza
por ser un microorganismo sapréfito, comensalista,
cuyo hébitat normal es piel y mucosas.

Las conclusiones mds importantes que se pue-
den resumir a partir del presente estudio son:

El microorganismo Chlamydia psittaci es un
agente primario causante de conjuntivitis felina. El
50% de los animales con conjuntivitis, muestreados
en el presente estudio, resultaron ser positivos a in-
feccién clamidial.

De las técnicas diagndsticas utilizadas para de-
terminar presencia de Chlamydia psittaci, la inmu-
nofluorescencia indirecta demostré ser la més
sensible.
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Tanto en animales positivos como negativos a
infeccidn clamidial los géneros bacterianos mas fre-
cuentemente aislados correspondieron a Staphylo-
coccus, Streptococcus,y Pseudomonas en orden
decreciente de importancia. Sin embargo en los dos
casos en que se aisl6 Moraxella sp, es probable que
éste haya sido el agente etiolégico primario de la
infeccién, ya que no se observo presencia de Chla-
mydia en estos casos.

El anilisis citolégico mostré un predominio de
neutréfilos, y un aumento en el nimero de linfoci-
tos y monocitos, sin existir diferencias significati-
vas entre los casos positivos y negativos, de manera
que esta técnica no tendria mayor relevancia en el
diagnéstico de este microorganismo.

Finalmente resulta importante destacar que Chla-
mydia psittaci es un agente zoondtico presente en
algunos animales domésticos muy cercanos al hom-
bre, y por lo tanto representa siempre un riesgo po-
tencial de salud publica, por lo que se sugiere
mayores estudios en el tema, como asimismo valo-
rar la posibilidad de importacién de la vacuna para
ser incorporada en el calendario de inmunizaciones
rutinarias de la especie felina.
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