ANEXO |

Requisitos para solicitar permiso de acceso a los recursos genéticos y a los

conocimientos tradicionales asociados:

l. Datos del Solicitante *

Apellido y Nombre del Investigador Responsable/ Representante:

Javier A. Origlia

DNI:

23668138

Titulo y profesion:

Médico Veterinario

Correo electronico:

javieroriglia@yahoo.com

Direccion particular:

Presidente Peron 486 (CP1900) Ensenada, Buenos Aires.
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Teléfono particular:

0221154088116

Institucion que presenta el proyecto:

Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata

Direccion laboral:

Calle 60 y 118 S/N (CP1900) La Plata, Buenos Aires.

Teléfono laboral:

0221 423-6663

(Con la presente se debe adjuntar copia de titulo habilitante de grado, DNIy copia

certificada del poder en el caso que asi amerite)

*Los mismos datos deben completados para cada integrante del proyecto

gue intervenga en el muestreo.
Colaborador:
Apellido y Nombre del Colaborador: Gabriela Gorritti

DNI: 23481886

Titulo y profesion: Licenciada en Biologia

Correo electrénico: gabrielagorritti@yahoo.com

Direccion particular: Presidente Perén 486 (CP1900) Ensenada, Buenos Aires.
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Teléfono particular: 0221154883296
Institucién que presenta el proyecto: ---

Direccion laboral: Presidente Perdn 486 (CP1900) Ensenada, Buenos Aires.

Teléfono laboral: 0221154883296
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Titulo del proyecto: Chlamydia psittaci en palomas. situacion actual en palomas cautivas y
silvestres en la region noreste de la provincia de buenos aires y su relacion epidemioldgica en
humanos.

Objetivos:

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la presencia de Chlamydia psittaci (Cp) en aves de la familia Columbidae en cautiverio y de vida libre,

de la region noreste de la provincia de Buenos Aires (La Plata y partidos vecinos), determinar qué genotipo/os

circulan en las poblaciones estudiadas, y realizar la caracterizacion epidemiolégica para determinar posibles

vinculos entre las Cp halladas en palomas, humanos y otras especies de aves.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1)

2)
3)

4)
5)

6)

7)

8)
9)

Determinar por métodos moleculares la presencia de clamidia en palomas de palomares de
competicién y de humanos que se encuentren en estrecho contacto con ellas.

Determinar por métodos moleculares la presencia de clamidia en palomas de vida libre de la region.
Aislar e identificar clamidias a partir de muestras provenientes de palomas de palomares de
competicién y de humanos que se encuentren en estrecho contacto con ellas.

Aislar e identificar clamidias a partir de muestras provenientes de palomas de vida libre de la region.
Determinar por métodos moleculares la presencia de clamidia en muestras provenientes de
distintas especies de aves remitidas para diagnostico al Ladeap.

Aislar e identificar clamidias a partir de muestras provenientes de distintas especies de aves
remitidas para diagnostico al Ladeap.

Estimar la prevalencia de Cp en palomas de vida libre y palomas de competicion con un 95 % de
confianza (métodos estadisticos) y un 10 % de error de acuerdo al nimero de muestras obtenidas.
Realizar la genotipificacion de los aislamientos o materiales genéticos obtenidos.

Realizar la tipificacion molecular de los aislamientos o materiales genéticos obtenidos.

10) Realizar la genatipificacién y tipificacion molecular de aislamientos o materiales genéticos

obtenidos de casos de psitacosis humana.

11) Determinar la vinculacion epidemiolégica entre las cepas o materiales gendmicos obtenidos de

palomas con los encontrados en humanos y otras aves.

Descripcion de actividades:
METODOS PROPUESTOS.

Toma de muestras: |F-2021-27589171-GDEBA-DFY FMDAGP
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Se realizara el muestreo de animales cautivos en 35 palomares del partido de La Plata y partidos vecinos. Se
tomaran muestras por duplicado de materia fecal, hisopados de conjuntiva y coanas de 10 ejemplares por
palomar considerando las condiciones propias de cada establecimiento para obtener un total de 350 muestras

(http://epitools.ausvet.com.au/ fecha de acceso 3/11/14). Una parte de la muestra sera destinada a su analisis

por métodos moleculares, y la otra acondicionada y conservada para, posteriormente, destinarla al
aislamiento.

Se realizara la captura de al menos 350 aves de la familia Columbidae (Columba livia, Zenaida auriculata y
Patagioenas picazuro) de vida silvestre en distintos puntos del area de estudio para realizar la toma de
muestra en forma similar a la descrita para las cautivas. Las capturas se llevaran a cabo con jaula trampa,
siguiendo los lineamientos del CICUAL para garantizar el bienestar de las aves, las cuales una vez obtenida
la muestra, seran liberadas.

Se realizaran los muestreos en dos épocas del afio: otofio y primavera (pudiendo extenderse segun la
eficiencia de muestreo) con un nimero aproximado de 87 muestras de cada poblacién (silvestres y cautivas)
en cada periodo de muestreo. En el momento de la extraccion se relevaran los datos de geoposicionamiento,
rango etario (juvenil, adulto) y sexo de cada ejemplar.

En los palomares se muestreara a los propietarios y aquellas personas que se encuentren en estrecho
contacto con las aves (empleados) a las que se les realizara hisopados de fauces y nariz.

Las muestras provenientes de otras especies de aves seran obtenidas de aquellas que son remitidas para
diagnéstico al Ladeap, en el caso de tratarse de aves vivas la toma de muestras se realizara de la misma
forma que en palomas, si el ave se encuentra muerta se realizara la necropsia y se tomaran muestras de
diversos Grganos (sacos aéreos, pulmaén, higado y bazo).

Las muestras para estudios moleculares se colectaran en contenedores adecuados en el caso de la materia
fecal y 6rganos, las de conjuntiva ocular y coanas con hisopos de rayon o dacrdn estériles. Las muestras

destinadas a cultivo se conservaran en buffer SPG a -80°C hasta su utilizacion (28).
Biologia molecular:

Las muestras obtenidas de palomas, humanos y otras especies de aves se procesaran para la extraccion y
purificacion del ADN, mediante el uso de equipos comerciales (QIAamp DNA Stool Mini Kit, QIAGEN) de
acuerdo al protocolo del fabricante. Las muestras seran analizadas mediante una reaccién en cadena de la
polimerasa cuantitativa en tiempo real (QPCR) para determinar la presencia de beta-actina como control de
una adecuada extraccion y purificacion del ADN. Luego se realizard una reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa en tiempo real (QPCR) especifica para la identificacion de familia Chlamydiaceae (blanco
molecular: gen 23 s rARN). A las muestras que resultasen positivas para la gPCR de familia se les realizara
una reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tlempo real (qQPCR) especifica Igara Cp blanco

|F-2021-27589171-GDEBA-DFYFMD
molecular: gen ompA). Se utilizaran diferentes reactivos comerciales y primers adecuados para cada qPCR
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(9, 21).

La amplificacién parcial de gen ompA y su posterior secuenciacion se realizara de aguellas muestras positivas.
Las secuencias obtenidas seran alineadas y comparadas con las preexistentes en la base de datos GenBank.
Las muestras y aislamientos positivos a Cp seran analizadas mediante la técnica de MLST (multi locus
sequence tiping) basada en la amplificacion y posterior secuenciacion de los fragmentos variables de siete
genes previamente seleccionados (enoA, fumC, gatA, gidA, hemN, hifX, oppA), y la posterior alineacion de
los tipos de secuencias obtenidas con las ya existentes en una base de datos centralizada
(http://pubmist.org/chlamydiales/) para determinar clones o lineas clonales. (22)

Cultivo y asilamiento:

Las muestras conservadas en buffer SPG se procesaran para realizar el aislamiento del agente en un
laboratorio de tipo P3. Para este fin se utilizardn huevos embrionados de entre 6 a 8 dias de edad, los cuales
se inocularan por yema, también se realizara el aislamiento en cultivos celulares (BGMK, Vero, HeLa, McCoy,
LLCMK2, L929). Para confirmar la presencia del agente se utilizara la microinmunofluorescencia directa y

técnicas de hiologia molecular.

Analisis estadistico:

Se realizard un andlisis para datos categdricos por medio de regresion logistica, considerando como variable
de respuesta el resultado del diagnéstico de la prueba patron seleccionada, respecto de posibles variables

predictoras tales como época de muestreo, rango etario, sexo y localizacion.
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Antecedentes del grupo de trabajo vinculados al trabajo de tesis:

1- Gornatti Churria, C; Uriarte, J; Origlia, J; Spinsanti, E; Unzaga, F; Lépez, N; Cerd4, R; Marcantoni, H; Marino,
F; Herrero Loyola; M; Piscopo, My Petruccelli, M. Diagnéstico de Chlamydophila psittaci mediante la técnica
de real-time PCR: estudios preliminares. Prersentado en el 2do. Congreso Argentino sobre Cria de Psitacidos.
Fundacion Temaiken, Escobar, Buenos Aires, Argentina. 7 y 8 de agosto de 2009.

2- Origlia J., Lopez N., Cadario M. E., Arias N., Netri C., Unzaga M. F., Herrero Loyola M., Piscopo M.,
Petruccelli M.. “Deteccion de Chlamydia psittaci en aves mascotas y de produccion durante marzo de 2013 a
marzo de 2014.” I1I° Congreso Panamericano de Zoonosis y VIII° Congreso Argentino de Zoonosis. Facultad de
Ciencias Medicas, UNLP, La Plata, Buenos Aires, Argentina. 4 al 6 de junio de 2014.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES:

Ao 1 Afo 2 Afio 3 Afo 4

Revision bibliogréfica

Realizacion de
actividades de

posgrado

Toma de muestras
Pruebas de PCR en

tiempo real

Cultivo y aislamiento

Amplificacion y
secuenciacion gen 89171-GDEBA-DIFY FMDAGP
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MLST

Estudios estadisticos

Analisis y discusion
de resultados

Redaccion del trabajo

final

Publicacion de los

resultados

Defensa de la tesis
doctoral

MEDIOS DISPONIBLES PARA SU REALIZACION:

El presente plan se desarrollara en la Catedra de Patologia de de Aves y Piliferos, Ladeap (Facultad
de Ciencias Veterinarias, UNLP) y en el Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas del ANLIS
“Dr. Carlos G. Malbran”.

La Catedra de Patologia de Aves y Piliferos posee la infraestructura y equipamientos necesarios para
la concrecion de parte del presente plan de trabajo de tesis, en lo que respecta a la toma y
acondicionamiento de muestras y la realizacion de las pruebas de biologia molecular destacandose
para ello la utilizacion de equipos e insumos necesarios:

e Bacteriologia: camara de seguridad biolégica VECO Clean Plus, estufa de bacteriologia
StableTemp Cole Parmer, agitadores Orbital Shaker Cole Parmer y minishaker MS1 IKA,
tanque de nitrégeno liquido, freezers y heladeras.

e Biologia molecular: PCR en tiempo real IQ™5 Multicolor Real-Time PCR Detection System
BIO-RAD Laboratories, cAmaras PCR Chamber PLAS LABS y PCR Prep station MISONIX,
espectofotometro Genova JENWAY, centrifuga HERMLE Z36HK, bafio maria seco Block
Heater SBH130D Stuart, heladeras y freezers.

En el Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas del ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran” se llevara a
cabo el asilamiento del agente para lo cual dicho instituto cuenta con un laboratorio de seguridad
bioldgica tipo Il (UOCCB e INEI, Bacteriologia Clinica).

La secuenciacion se realizara en un laboratorio privado especializado.

IF-2021-27589171-GDEBA-DFY FMDAGP
Destino final del material
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La biocustodia de los aislamientos se realizara en el INEI-ANLIS “Carlos Malbran”.
La biocustodia de los materiales genéticos se realizara en la Facultad de Ciencias
Veterinarias de La Plata y en el INEI-ANLIS “Carlos Malbran”.

Fuente de financiamiento:
Propia

Socios del proyecto (Indicar las instituciones, organismos e investigadores

participantes):
Mg. Maria Estela Cadario

INEI-ANLIS “Carlos Malbran”

(Con la presente se debe adjuntar el proyecto de investigacion especifico impreso,
donde conste: introduccién con la justificacién que defina el proyecto, objetivos,

metodologia, resultados esperados y bibliografia)
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