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INTROOUCr:ION 

El género r,hlemydie comprende dos especies de organis -

mos intracelulares obligados que son agentes etiológicas de 
enfermedades humanas r,, trac;homatis y r,, psittagi. Las infec;. 

ciones clamidiales san transmitidas al hambre directa a indl 
rectamente par pájaros o mamíferos¡ las transmitidas direct~ 

mente, pueden ser localizadas en el ojo (tracoma, conjuntivl 

tis de inelusidn), el tracto uragenital (sobre todo uretri -

tis), o sistema respiratorio, La transmisión indirecta de iQ. 
fer.cianea clemidisles rerem~nte afecta al hombre, con excep­

cidn de la psitacosis, (l,l0,12,17,23) 

El tracoma es una infección que ataca a los núcleos de 
población de bajo nivel sacioeconómico cama consecuencia de 

las deficiencias higiénicas, Es producida por r,, trachomatis 
generalmente serotipoa A, 8, Be y C; se encuentra distribui­
da en casi todos las países y se le considere la mayor cause 

de c•guerai. (l,JLl,12,1,í,26,31) 

El método clásico para diagnosticar la infección elami­
dial (en tracoma), es demostrando las inclusiones intracelu• 

lares patognomónicas en muestras de conjuntiva mediante tin­
cidn de Giemsa, merhiavella o Gimenez, La reacción directa 

can anticuerpos monoclonales fluorescentes conjugados aspe -

cie esper.ífir.as a rhlamydip traehomatis, es un nuevo método 

para diagnos ticer tracoma, (24 ,33) 

En vista de que no hay reportes elaros en la literatura 
que evaluen la especificidad y sensibilidad de estos métodos• 

Se tomaron muestras de 100 paeientes (ambas ojoa) qua mostrq_ 

ron sintomatología sugestiva de infe~cidn por ~hlamydia: ar­
dor, enrojecimiento, fotofobia, sensseidn da cuerpos extra­

ños¡ y muestras de 55 pacientes sin sintoma~ología da ningu­
na e11peeie (controles), Las muestras so tii.eron por las t1fe­

nicas de Giemsa, ~achiavello, Gimenez y por la técnica de 

reaccidn directa de anticuerpoe monoclonales f luarescentes 
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(tlcnica comercial Kallastad Pathfindar merck), detectandose 
un 10% de poeitiuidad en la población con sintomstolog!a por 

tlcnica de anticuerpos monoclonales fluorescentes, lo cual 
mostró que este método es el más eapec!f ico y sensible pare 

al diagnóstico de ~hlamydia trachomatis, según el análisis 
qua ss realiza en este trabajo. 



I. t:..!J!lºAMENTA~ION DEL TEMA 

A. Antepedentes ciP.ntífico~. 

Las clamidias suelen agruparse de la manera siouiente 
según el manual Oergey 

Orden: ~hlamydiales 
familia: r.hlamydiacene 
Género: r,hlamydia 
Especie: r.. trachomatis 

r:. psi~taci 

3 

~hlamydia trachomatis es el organismo causante del tre­
coma (serotipos A, B, Be y r.), conjuntivitis do in~lusi6n 

(serotipos D, E, f, G, H, I, J y K), linfouranuloma venére~ 

(serotipos D y K) y otras inf.eccionea de transmisidn sexual, 
as! r.omo algunos casos do neumonia en roedores. 

rhlamydia psittpci se ronsidera agente inferr.ioso de e~ 
peeies animales y sdlo ocasionalmente afer.ta al hombre (psi­
tacosis). (1,11,14,25) 

Durante mur.ha tiempo so considard a las elamidias como 
virus debido a que poseen aluunas prnpiedacies eoml1nes o sem~ 

jantes a ellos, como el ser parásitos intracelulares obliga­
dos y no desarrollarse en medios de cultivo tradicionales. 
Las elamidias son tan pequenas (300nm), como las rir.kottsia• 
(300nm) y los mieoplasmas (150-300nm); se reproducen por di­
visi6n binaria al igual que estas. Se diferencian de los vi­
rus en que las elamidias tienen capacidad de s!ntesis protel 
ea independiente y poseen DNA y RNA, además de ser sueepti -
bles a los antibióticos, tener paredes relulares y ribosomas. 
(7,14,23,24) 

Les r.lamidies inhiben la s!ntesis de DNA del huésped y 
son además par~sitos energéticos, ya que utilizan la anerg!a 
metabdlica del huésped, empleando algunas substancias ricas 



en energía "omo el ATP. (7,14,31} 

l. r.araetar!sticas generales d~l ciclo de vidn 

En las células parasitadas se producen corpúsculos de 
incluaidn grandes, que son mi,,rocolonias resultantes de l a 
"condensacidn" de los cuerpos reticulares (formas metab6lie~ 
manta activas y de réplica del organismo)¡ estas estructura• 
reciben el nombre de cuerpos elementales y son esféricos con 
une poreidn central más densa, siendo altamente infe,,eiosas 
y resistentes al estado extraceluler. r.uando penetran en la 
célula huéeped, aumentan de tamafio para convertirse en cuer­
pos reticulares sin eapaeidad infe,,tiva y cuya evolucidn du­

·ra aproximadamente 24 horas. í-os ter iormente se dividen estos 
cuer~os reticulares por fisidn binaria y dan lugar a los 
cuerpos elementales infer.eioeos. El cuerpo elemental esta 
compuesto de material nuclei-,o, tanto tJNA como R!lA, estruct!L 
ras ribosomales, envueltos en paredes celulares con glucolí­
pidos y protelnea que confieren las eoroeter!sticas antigénL 
ces de familia y tipo respectivamente. Asimismo, la formacidn 

de cuerpos elementales so acompeha de una matriz, substaa. 
cia que contiene gluc6geno y que se encuentra en el interior 
de la inclusitSn¡ dichos cuer¡,os ele,.entales presentan estrui:. 
tura cocoide de 30Dnm de di~metro, mientras que el cuerpo rii. 
ticular, que puede ser esférica o irregular presenta un tema 
ho de haste lOOOnm. (l,7,10) 



r:Ir:LD H'fEr:r;IDSD: 

D-6 hra el cuerpo elemental invade 

la c6lula huésped y se direrencia, 
produciendo un cuerpo reticular no 
infe~eioso de gran tamaílo, sin au-
mentar en número. 

~ • 1 
• 

1 
• e> • • 
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12-3Dhra. Las c6lulas hijas 

se diferencian de nuevo, prg 

duciendo cuerpos elementales 

infer.cioaoa; la e6lula se 
rampe, liberando part!eulas 
que infe~tarin a otras r.6lu­

las del huésped y se repite 

el ciclo. 

6-12hrs el cuerpo reticu­

lar se divide consecutiva 
mente por fisión binaria. 

(7) 
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Les clemidies son fácilmente observables el microscdpio 
dptico. El tamafio de su genoma es de alrededor de un tercio 
del genoma de ~· Les células huésped presentan inelu­
eiones carecter!sticas en su citoplasma; cuando la célula mJ::. 
dura, tales inclusiones se hallen cerca del nJcleo formando 
una estructura en casco. (7,14) 

2, Epidemiolog!a 

Le apericidn del tracoma en méxico, se observa en 
el primer tercio del siglo XIX en la zona sur y se relaciona 
con la llegada de barcos con trabajadores sudaneses y su in§. 
telecidn en los estados de <:hiepas y Tabasco. (1) 

En lugares industrializados, le conjuntivitis causada 
por r.hlamydia trachomatis es más prevaleciente en adultos de 
alrededor de los 20 ahos, En el caso de tracoma clásico en 
lugares desarrollados, la mayor incidencia de la enfermedad 
activa ocurre en niños entre 2 y 5 años de edad. La conjunti 
vitis de inclusión en adultos es usualmente une infeccidn 
clemidial genital. En contraste, en el tracoma endémico, le 
infaccidn se extiende del ojo de persona infectada e ojo de 
persone •ene; basta con 20 part!culas infectivas para produ­
cir la enfermedad en individuos sensibles, La conjuntivitie 
da inclusión solo raramente puede tener una transmisidn no 
genital, (3,13,16,22,25) 

La conjuntivitis neonatal suele considerarse enfermedad 
de transmisión sexual. Y aunque la etiolo~!a de la oftalmia 
neonatal es compleja, hay 2 agentes causales que se conocen 
pLrfectemente y son Neisseria gonorrhoeae y r,, trachomatis, 
el primero es causa del 24% al 49~ de los casos de oftalmia 
neonatal en Africa y recientemente el segundo agente causal 
futf aislado del 34~ de los casos en Gambia y el 19~:; de los 
casos en Rep. de Africa ~entral, Tentativamente la inciden• 
cia de las enfermedades clamidiales es mucho mayor que lo i~ 
dicado por estudios anteriores. Y suele verse aumentada la 
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incidencia de infección conjuntiva! por r,,trachomatis en zo­
nas de países en las que las condiciones de higiene son def~ 
cientes. (5,35) 

3, Patogénosis 

Las enfermedades producidas por las clamidias en gene­
ral presentan un curso crónico y recurrente. 

Tracoma.- Es una infección que atece fundamentalmente a 
los núcleos de población de bajo nivel socioeconómico como 
consecuencia de les deficiencias higiénicas, Ea producida 
por Chlamydia trachometis, se encuentra distribuida en casi 
todos loa pe!sea y se le considera la mayor causa de ~egua­

ra. En condiciones naturales sólo ataca al hombre y puede 
transmitirse direr.tamente del ojo del enfermo al ojo de otro 
individuo suceptible por los dedos u objetos contaminados, 
(1,11,31) 

El tracoma puede dividirse e~idemilógicamente en la en­
fermedad que produce ceguera y la enfermedad que no r.ausa c~ 
guare, El tracoma que no causa ceguera es común y endé~ico, 
ueualmente no produce complicaciones. El tracoma que causa 
ceguera se acompaña generalmente de rinitis, otitis media, 
infecciones del tracto respiratorio y linfoadenopatia preau­
ricular. 

La meyor!a de los pacientes que sufren de tracoma son !!. 

aintomiticos, r,uando se dan manifestaciones clínicos, la siu 
tomatolog!a puede ser leve (como eucede principalmente en n~ 
ñas, los que presentan ptoais ligera del párpado superior e 
hipertrofia folicular de la conjuntiva tarsal superior e hi­
pertrofia folicular tarsal inferior). En el caso da qua al 
principio seo agudo, habré una mercada infiltracidn con hi­
pertrofie pepilar, inflemneión conjuntiva! palpebral y bul­
ber, opacidadr.s de la cornee y foliculos en la conjuntiva BQ. 

tre otras. (14,25) 

Para tracoma o conjuntivitis de inclusión es el t1frmino 
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empleado para describir la infeccidn transmitido por agentes 

genitales (sorotipos D, E, f, G, H, I, J, K), ocurre genera!_ 
ment~ entre los 18 y 30 anos¡ el ojo del enfermo presenta s~ 
crecidn mucoide o l!quida por les mañanas, hipertermie de la 
conjuntiva, sensar.idn do cuerpo extrafio y enrojeeiwiento de 

los ojos. También puedan contagiarse los infantes en el mo­

mento del parto, presentando manifestaciones cl!ni~as ocula­
res semejantes a los adultos. (13) 

Al progresar al tracoma pasa por diversos estadías clí­
nicos de acuerdo a la clasifir.acidn de rr. Callan: 

TRI. Indica el primer estadía del tracoma. En este caso 
se observan los folículos inmaduros en conjuntiva tarsal y 

en zone central¡ puede haber alteración corneal Frocoz. 

TRII. Segundo estad!o del trar.oma, se observan los foli. 
r.ulos bien desarrollados, hiporplaeia papilar, pannus, con 
infiltracidn que se extiende del limbo superior. 

TRIII. Este es un periodo cicatricial del tracoma con 

necrosis folicular. En nlgunos casos pueden observarse cara~ 
ter!sti~as del estad!o 11. 

TRIV. En este periodo se pierde totalmente la infecti • 

vided, aqu! el tejido cicatricial del estad!o Ill es substi­
tu!do totalmente por tejido f ibrótico y puedo evaluarse éste 

seg~n el greda de efectnción en triquiasis, entropión y opa­
cidades corneales. (1) 

Estudios sobre la petogenicidad del tracoma indi~an que 
es une enfermedad inmvnopatolo,ica an la que el prngresar, 

le mayor severidad so relaciona con pannus y formación de c~ 

catriz, lo cunl ocurre solo después de la reinfección. Este 
hipótesis es supuesta por un •studio da 10 afias realizado a 

32 familias que fueron seguidas con repetidas observaciones 
cl!nicas y de laboratorio. (12) 

El tracomn activo es caracterizado por inflamación cró­
nica de la conjuntiva, y los episodios repetidos de reinfec• 
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ción se piensa que son necesarios para mantener la inflame -
ción. r.línicamente no es posible establer.er el diagnóstico 
de las infecciones conjuntivales por ~. trachomatis, por lo 
que se han buscado métodos d~ laboratorio ideales y aplica -
bles a un gran grupo de población. (l,12,29) 

4. Caracterlstisas inmunológicas 

Pera r.hlamydia se han identificado 2 tipos de ant!genos: 
Los antígenos esper.!ficos de familia qua se hallan en el so• 
brenadante de lisados de estos microorganismos y los antíge­
nos específicos de tipo relacionados con la pared celular. 

El antígeno dn familia es estable al calor, soluble en 
éter, resistente e la tripsina y es inar.tivado por el peryo­
deto; muy probablemente se treta de un glucol!pido. l·or f ij~ 
ci6n de complemento o por inmunofluorescencia, resulta posi­
ble detectar la presencie de anticuerpos frente a este antí­
geno. 

El antígeno de tipo confiere a las cepas diferencies en 
virulencia y en sensibilidad frente a los antibióticos. Al 
parecer tal antígeno es una proteína, ya que su actividad 
es reducida por acción de le tripsina o por extracción con 
fenal. 

El tracoma se considera una enfermedad de hipersensibi­
lidad y con una expnsici6n repetida de ant!geno clamidial. 
Algunos estudias establecen que los antígenos clamidiales i~ 
cluyen un antígeno prote!co de 57-kilodaltons, que favorece 
la reacción ocular de hipersensibilidad. 

~uando las células r.onjuntivales infer.tadas llegan a su 

estado celular final, hay un recambio natural y la lisis de 
algunas de estas r.~lulas da por resultado la exposicidn ant~ 
g~nica. Esto puede explicar las reacciones de hipersensibilL 
dad y hace posible detectar clamidias viables en el ojo. 
(4,26) 
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s. métodos de detecr.ión 

El diagndstico se puede reelizar mediente exémen por in. 
munofluorescencie, o diversas tinciones con eolorentes bási­
cos que se dirigen fundamentalmente a les inclueionee cito­
plaemétiees de las células epiteliales obtenidas por raspado 
conjuntivel. 

Le observar.ido direrte de los frotis conjuntiveles teñl 
doa es un procedimiento útil aunque requiere de experiencia 
le buequede de las inclusiones y existen limitaciones en su 
interpretacidn, pues con fecilided se confunden con otros e­
le~entos eomo son: ber.teries, corpúsculos de moco, r~stos ~@.. 
luleres, grenuleciones de leucocitos, grenulaciones de r.álu­
le cebade, pigmento exdgeno (cosméticos), partículas de car­
bdn cuendo se flamea el frotia o procedentes del esa cuando 
éste es sometida el fuego. (l,2,17) 

El método de eleceidn en el diagnóstico de infección 
clemidiel, se considere que es el aislamiento en cultivo ce­
lular¡ esta técnica requiere laboratorios especializados y 
peraonal entrenado, facilidades qua no se presenten en la m~ 
yor!a de las éreas tracomatosas-endámicas. La reciente intr2_ 
durción de métodos no de cultivo, ofrecen la posibilidad de 
realizar el diegndstico en los laboratorios de dichas éreee. 
(20, 31) 

La reercidn inmunofluorescente de citología conjuntival 
con enticuarpos monoclonelea es un nuevo método pera la de­
tección de infección ocular clamidial. Recientemente ae ha 
preconizado el empleo de anticuerpos monoclonales de hibrida 
ma mercados con epinefrina para técnica de inmunofluorescen­
cie. Este método utiliza anticuerpos monoclonales conjugados 
eepecie-espec!ficoa e r.hlemvdia trechometis pera de­
tecta~ .cuerpos elementales de clemidia en muestras de la con. 
juntiva. La técnica de inmunofluoreseenr.ia directa fué comp~ 
rede con el cultivo r.elular convencional, resultando la pri­
mare 100% sensible y eon especificidad del 97.5%. De 178 pe-
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cientes, 19 (11%) fueron positivos por técnica de inmunoflu~ 
rescencia y 15 (B,4%) por cultivo celular. (21) 

En un estudio realizado en 1988 por Patricia m, Roblin 
et al., (30) 473 muestras conjuntivales (entre hombres y mu­
jere•) fueron analizadas por dos técnicos comerciales de an• 
ticuerpos monoclonales fluorescentes: Kallestad Pathfinder y 
Syva microtrack, comparando con técnicas de cultivo. Los re­
sultados indican que no hay diferencia significativa entre 
la sensibilidad y la especificidad de las dos pruebas comer­
c.iales. La sensibilidad de dichaa pruebas con respecto al 
cultivo celular, fué del 90,6%. Asimiamo, el estudio muestra 
que la técnica citol6gica de tincidn con antieuerpos monoel~ 
nales ee un método rápido y eficiente de diagndstico para la 
infeceidn ocular clemidiel. 

Ultieamente han surgido otree técnicas para realizar 
el diagndetico de r.hlamydia \rachoe•tia en infe,eidn r.onjun­
tivel J teles como la tincidn con azul de toluidina para de­
tectar inclusione• tanto en células me r.oy como en r.~lulas 
Hale¡ el inmunoenseyo enzimatico (elemidia-enzime) y la hi­
bridizacidn de DNA pare r,, trechomati•• Recientemente se es­
tudiaron en Egipto, cinco diferentes pruebas pera el diagnd!!_ 
tico de infar.cidn clamidiel, las t'cnicas fueron tinción de 
Giemee, eielemiento en cultivo celular, anticuerpos monoclg 
nalea fluorescentes, inmunoenaeyo enzimetico y prueba de DNA. 
La tinción de Giemsa presentd la menor sensibilidad (2S%), 
Les otrea pruebas fueron equivalentes entre o! en su funcio­
namiento, con un rango de sensibilidad del 73% el 84% y esp~ 
cificided del 93% el 100%, (26) 
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ll, PLAtJTrntrIEMTO DEL ~ílOOLEn'A 

Se celrule que el tracoma y las inf.ecciones asocie -
das afectan en el mu,,do " unos 400 o 500 millones de perso­

nas, de las cuales 2 millones pacieren ceguera. El tracoma si 
gua siendo endlfmico en la mayor parte del ~arte de Afrir.e y 

del ffiediterraneo Oriental, as! como en ciertos lugares de 
Asia,' Africa Oriental y Latinoamérica; dentrn de estas zonas 

endlmices se observan grandes diferencias en cuento a le pr'l. 
Valecencia y le gravedad do la infeccidn, diferencies corre• 
lacionadas con fartores ecológicos y socioecondmicos, (31) 

En el campo de la Oftalmolog!e, tiene especial importar:i. 
cia el tracoma y las conjuntivitis foliculares, El tracoma 

es una entidad bien conocida en nuestrn pa!s y las zonas en­
d&micas están bien identificadas en r:hiepas y Tabasro, No 
abstente que en algunos pe!ses se considera que el tracoma 

se ha erradicado, la Organizacidn mundial de le Salud se~e­

la 1 "El tracoma y las infecciones relacionadas de les tdni -

ces externas del ojo, contindan siendo las principales cau­
sas de ceguera en el mundo", ~ar su parte, les conjuntivitis 

foliculares producidas por otros germanes o agentes etioldgi 

cos eoniparten msnifestaeinnes r:línir:as con el trar:oma, por 

lo que en las zonas no tracomatosas, urbanas y suburbanas no 

se reconocen con facilidad. (11) 

Por tanto, dadas las bajas condiciones econdmicas e hi­

gilfnicas en algunos sectores de le pobleci6n moxicana, es de 
inter6e1 1) demostrar mediante t6cnicas confiables de labor~ 

torio, la presencia de infeccidn conjuntival por 

r.blamvdia trachomatis. 2) Evaluar le sensibilidad y especif~ 

dad de les tlfr.nicas ~radicioneles de tineidn pera cuerpos de 

inclusidn en c&lulas epiteliales conjuntivales. 



OBJETIVOS 

- Demostrar la eficacia de la toma de muestra 

de seco conjuntival en el diagnóstico de 
rhlamvdia trachomatis, 

- Detectar la presenr.ia de r, trar.homatis 

(agente causal de tracoma y conjuntivitis 

de inclusión), mediante t6r.nicas comercia­
les de anticuerpos ~onoelonales f luorescen­
tas. 

- Analizar el mismo tiem~o estas muestras por 

t6cnicas tradicionales de tinción tales 

como ~achiavello, Gimenez y Gie~sa. 

- Evaluar la sensibilidad y especificidad de 
las t6cnir,es tr~dicinnnles de tinci6n res­

pecto a le t'cnica por anticuerpos mono­

clonales i'luoreucentos. 

13 



14 

H l~DTES IS 

Oeda le elte rapacidad de uni6n de loa anticuerpo9 
monoclonales fluoresr.entes espee!ficos de los ant!genoa de 
superfieill de ~mydia trarhomatis, ¡.reaentes en los cuer­
pos elementales y reticulares que s& encuentran en rélules 
conjuntiveles, se espera deter.terloa de manera más esper,!fi­
ce que con técnicas de colorecidn clásices 0 en pacientes 
con sintometolo~!e sugestiva. 



III. MATERIAL Y METODOS (METOOOLOGIA) 

MATERIAL: 

- His6pos estériles 
- Portaobjetos (nuevos preferentemente) 
- r:ubreobjetos 
- ~ajas de Fetri (para cámaras húmedas) 
- Pipetas F'asteur 
- rrsrcadores 
- Equipo comer~iel pare el diagn6stico 

in vitro de r;hlemvdie trec;hometh. 
(Kallestad Pathfinder íl'Eílr.K) 

- microsc6pio de fluorescencia. 
- metanol 
- Soluciones pera cada una de la• técnicas 

de coloracidn 

Gimenez: (14) 

- fucsina básica al 10~ (P/V). Sol. Stock 

en etanol al 95% •••••••••••••••••lOOml 
renol acuoso al 4~ (P/V) ••••••••• 250ml 
Agua destilada •••••••••••••••••••650ml 

- Solucidn buffer de fosfatos de sodio 
(o.1m.) a pH de 7.45 (mezclar 3,5ml de 

NaH2PD4 o.2m, 15,5ml da Na2HP04 o.2m y 
19ml de ague destilada) 

- Solucidn de oxalato de verde de malaqu! 
ta acuoso o.e~~ 

Preparar una solucidn de carbal-fucsina 
mezclando 4ml de la solución stock con 
lDml de buffer (pH 7.45) y filtrar inme­
diatamente en papel Jatman # l. La solu­

ci6n es adecuada para usarse alrededor de 
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las 40 hrs. siguientes. 

l!lachilluello 1 (14) 

- fucsina básica. 0,25g en lOOml de agua 
bidestileda. 

- Acido cítrico. O,Sg en 200ml de ague 

bidestileda. Es im~ortante usar une so­
lución recien preparada, 

- Azul de metilano. l,Og en lOOml de egue 
bidestileda. 

Gierr.se: (14) 

- Solución stock: 

~iemsa ••••••••••••••••••••••••••••·º·Sg 
~etanol absoluto libre de acetona,,,33,0ml 

rezclar, dejar a temperatura ambiente y 

eliminar el sedimento. 
- Boffer pH 7.2: 

Solución l. ~reparar •Ja2H~o4 0,067m adi­
cionando 9,Sg de sel anhidra para l litro 

de egue destilada. 

Solución 2. rreparer Na H[04 0,067rr. di­
solviendo 9.2g de ~ar1 en 1 litro de agua 
destilada. 

mezclar 72ml do la sol•Jt:idn l con 2Bml de 
la solución 2 y 900ml de agua destilada, 

- Solución para trebejar: 
Una parte de sol11cidn stock y 40 a 50 

par tes de boffer pH 7 .2. 
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mATERIAL BIOLOGir.01 
- Se tomaron muestres de 100 peeisntes que 

clinieemente presentaban s!ntomas suges­
tivos de infe~r.idn por ~. trachomatis : 

enrojecimiento do la conjuntiva, fotofo­

bia, comezón, ardor. Les muestras se to­
maron de ambos ojos y se analizaron de 

acuerdo al instructivo de le t~cnica co­
mercial para anticuerpos fluorABcsntes y 

seyún la metodolog!a descrita por Lenne-
tte y colaboradores 

lnraci6n, 
para m~todos de c~ 

- Los pacientes muestreados fueron de le 

consulta externa de la r.l!nica Oftalmdl~ 

gos Asociados S.A. 

- Asimismo, se tomaron muestras de 55 per­

sonas que no presentaban sintomatolc~!a 

de ningúna especie (controles), Las mue~ 
tras se tomaron de ambos ojos. 

- Todas las mu~stras se obtuvieron entre 
los meses do Noviembre de 1989 y febrero 
de 1990, 

- La tJr.nica de anticuerpos monoclonales 
fluorascentes se correlacionó con las 
t6cnicas dr colorttcidn de fi'achievello, 

Gimenez y Giemsa, 

rl'ETODOLOGIA: 

Toma do muestra : 

- La toma de muestra conjuntival se real! 

z6 con ayuda del hisdpo est6ril, frotan­

do cuidadosamente la superficie interna 

del parpado inferior. 
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- Para praparar las laninillas, se hace ru 
dar el his6po sobre ol r.!rr.uln (previa -
mente trazado en al portaobjetos), apo­
yando firmemente, 

De acuerdo a la tdrnica de anticuerpos mo-
noclonales fluorescentes {34) 

- Dejar que la muestra se seque completa -
mente al aire. 

• r.olocar la laminilla horizontalmente y 
cubrir con metanol dejando que se evapo-
re. 

- Añadir 30 J'.L del reactivo que contiene 
los anticuerpos fluorescentes esper.!f i • 
eos a cada prepareci6n (controles y 

muestras) fijadas previe~onte, aseguran• 
dose que se r.ubra el drea del c!rr.ulo. 

- Dejar la preparación 30 minutos en c~ma­
ra húmeda, a temperatura ambiente, 

r.spirar el exr.aso de rear.tivo con pipe­
ta Fasteur. 

- Enjuagar con agua destilada durante 10 
segundos y dejar secar al aire, 

- Añadir flu!do de montaje, colocar un cu­
breobjetos y leer las preparar.iones con 
microscopio de fluorescencia, utilizar 
un objetiva de inmersidn con aumento de 
63x pera confirmar la morfolog!a, 

Las muestras positivas presantan cuerpos ~ 
lementales extraeelulares que son visibles 
a un aumento de 400-SDOx, apareciendo como 
pequeílos puntos de luz, A un aumento de 
630x esos cuerpos elementales son redo~dos 
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con una fluorescencia de eolor verde manz~ 
ne sobre fondo rojo. 

Les mues tres negativas no presentan la m!­
nima fluoresr.encia espe~!fica, solo se ob­
servan las cil'lulas teií!das de rojo, 

Para la til'cnica de Gimenez; (14) 
- Dejar secar la preparaei6n el aire. 
- ~ubrir can la solucidn de fuesina y de-

jar durante l a 2 minutos. 

- Lavar con egua, cubrir co~ la solución 
de verde de malaquita por 6 a ~ segundos 
y l&ver ~on ague. 

Los cuerpos elementales aparecen rojos so­
bre un fondo verde. 

Pera la til'cnica de rnachiavello: (14) 

- Despuil's de secar el aire, fijar las pre­
paraciones por calor, 

- ~ubrir con solución de fur.sina básica d~ 
rente 5 minutos, lavar con aaua, a~adir 
eolucidn de ácido c!trico por unos seouo. 
dos, lavar con egua, cubrir r.on azul de 
metilena dura~te 20 a 30 segundos, enju~ 
gar y secar. 

Cuando se realiza la tinci6n de manera ad!!. 
cuada, los cuerpos elementales aparecen rg 
jos y el resto azul-obscuro, 

Pere la til'r.nica de Giemsa: (14) 

- Despuil's de secar al aire, se fijan les 
preparaciones con metanol. 

- l'.ubrir co~ solución de Giemsa durante 
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una hora, cuidar que no se seque el colo -
rente y si es necesario, añadir unas gotas 

más. 

- Enjuagar sumer~iendo le preparación en al­
cohol al 96% hasta que desaparezca el ex­

ceso de colorante, dejar secar y observar. 

- Los cuerpos elementales aparar.en de color 

rrinrf'do. 

20 

El ~riterio de pnsitividad utilizado para la tlcnica de 

anticuerpos ~onuclonales sea~n el fobri~ante, son aquellas 

~uestras en las que so nncuentra" por lo menos B cuerpos el~ 
mentales (nú~r.rn establecido para ostc estudio, dado que so 

indica que la presonr.ia de r.uerpos elementales redu~e al sor 

tomada le muestra con his6po). El r.riterio de ~asitividad p~ 
re las t~r.nicas de SiAmso, ~aehiavello y Girrenez es de 5 

cuerpos elementales por lo menos (14). Asimismo, se desear -
ten aquellas mues tres quo presentan menos de 10 células del 

epitelio conjuntival (lo que demuestra la eficacia en le to­
me de muestra del saco conjuntival pare dieyn6stico da 
r.. trechomatis.) 
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IV, RESULTADOS 

Los resultados obtenidos en el presente estudio son pr~ 

sentados a continuación par medio de gráficas y tablas bina­
rias simples en las que puede visualizarse la funcionalidad 

da las distintas t~r.nicas de tinción tradicionales, as! co­
mo de la técnica direr.ta de anticuerpos monoclonales fluore~ 

eentes. 

La gráfica I muestr& los resultados obtenidos en las 

pruebas realizadas a la población control (55 personas que 
no mostraban sintomatolog!a de ninguna especie), 

La gráfica 11 muestra los resultados obtenidos en las 
distintas pruebas realizadas a los par.ientes con sintomatol~ 
g!a sugestiva de infeer.ión eonjuntival por ~. trachometis, 

La tabla l muestra la evaluación de las téenir.as de ti~ 
ción tradicionales usando como referer.eia, la tér.niea de de­
tección de ~hlamydia traehomatia por anticuerpos monoclona­
les fluorescentes, 



22 

El endlisie de resultados pare evaluar la especifidad, 
••neibilidad y prediccidn de valores, se realizd empleando 
el endlilh de tablee binarias simple• (tabl• de "2 por 2"), 
de acuerdo a Griner et el (36), y los parámetros se evalua­
ron seglln el modelo siguiente: 

PRUEBA 
POSITIVA 

NEGATIVA 

TOTAL 

(l\f"ERmEDAO 

PRESENTAN NO PRESENTAN 

A 1- 8 -, l :__ __ - . ._! 

A C 8 o 

A• pacientes realmente positivo• 
8= individuos falsos positivos 
C• pacientes falsos negativos 
D• individuos realmente negativos 

(grupo control) 

TOTAL 

A 8 

e o 

A 8 r. D~N 

S•neibilided = Probabilidad de que la pruebe sea poeitl 
va cuando la enfermedad esta presente 
A/(A r:), 

[specif icidad • Probabilidad de que la prueba aes nega­
tiva cuando la enfermedad no sets preee~ 
te D/(8 O), 

íeleoe po1itivoe • Probabilidad de que le pruebe sea P2. 
sitiva cuando la enfermedad no esta pre­
sente B/(B O), 

íaleoe negativoe = Probabilidad de que la pruebe sea n!!,. 
gativa cuando la enfermedad este Pr•••n­
te e/ (A r:). 
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Predir.ción de valores positivos a ~robabilidad de que 

le enfermedad este presente cuando el en­
sayo resulta positivo A/(A~a), 

Predi~ción de valores negativos a Probabilidad de que 

la enfermedad no este presente cuando el 

ensayo es negativo D/(r:+D). 

Sensibilidad 

Especificidad 

Porcentaje 
falsos negts. 

Porcentaje 

falsos posta. 

Predir.ción de 
valores posts. 

Predic~ión de 

valores negts, 

Resultados positivos-verdaderos 
Totel de ojos eon enfermedad 

Resultados negativos-verdaderos 
Total de ojos en el yrupo control 

Resultados falsos negativos 
Total de ojoa eon ~nfermedad 

Resultados falsos positivos 
Total de ajas en el yrupo control 

Pacientes positivos 

pacientes positivas -t- falsos posta. 

Pacientes ne gotivos 
pacientes negativos "f*falsos negts. 

X 100 

X 100 



,'/ OJOS 

TE<:NI<:A 

i/ OJOS 

~qAfI~~ I, r.uestr~ los resultados obtenidos en las pru~ 
bes realizadas a la poblacidn control (SS persones que no 
mostrebon sintomatolog!a de ninguna eepecie). 

110 

100 

60 

60 

40 

20 
10 

!SI Poet. 
ll!A~H. 

81 ensayo 

COIJTROLES 

GllrEllZ. GIEl!l. A.m.r. 
l!!Ar:H.• ~•chievello GIEI!:.• Ghmea 

o Negt. A.rr.r •• Anticuerpo• 
monoelon•lea 
tluorHeantaa 

GRAfl~A ll. ~ueetre los reaultedo• obtenido• en l•• di~ 
tintas pruebas reeÚzadas a los pecientH con Unto11etolog!a 
sugeetiva de infer.cidn conj•.1ntivel por ,... treshometJ.1. 

al eneayo Gln"E:IJZ •• Gbenez 

160 

165 

135 

105 

75 

45 

15 

PACIENTES 
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Dado que en el presente estudio no se cue~ta con una 
tlcnica tal qua asegura verdaderamente la presencia o ausen­

cia da le enfermedad, como podría ser la detección del agen­

te causal por un m~todo de cultivo. Presupcnemos que los 55 
individuos controlas esta~ senos, lo ~ual nos da un totsl de 
110 ojos y puede realizarse el siuuiente análisis: 

Especif idad 
Resultados ne~ativoa an grupo control 

Total do ojos en el iJr11po control 

Anticuerpos 
rronoelonülcs 

r·ar.hiavello 

Gimenez 

llO 

lTIJ 

__lliL 

110 

106 
--ff¡j--

100 

~ 

0.93 

0.96 

0.90 

/~ do falsos 

positivos. 

íle•ultado• poaitivoa an grupo control 

Total de ojos en el gr11po r.ontrol 

A~ti,,uerpos o 
--X 100 o-· 

mnnnr.lonales llO 
,, 

7 
n·achiavollo ---uox 100 6.JS 

4 
Gimenez --X 100 a 

110 
3.6,; 

2 
Gierrisa 110x 100 1.a¡; 

X 100 
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~omo se observa, la tórnica da anticuorpos monoclonales 

presenta la mayor espocifidod y el renor porcentaje dn fal­

sos-positivas. Por tanto, su~Joniendo que es la tdcniea r~s 

adncuada y confiable (entre las tdcnicas empleadas), se tom~ 

r~ como referencia pora evaluar las tér.nieas restantes. 

Far la td~nica do anticuerpos monnclor1ales f luorcs~on -

tes, result6 positivo un 10~ de la poblaci6n estudiada. Es 

decir, qua de un total da 200 ojos (muestras cnnjuntivnles 

de estos) analizados, 20 resultaron positivos a ~.trar~~ 

y 180 fueran negativos. l~rtiendo de estos datas, se realiz6 
el análisis siguiente: 



JHITI":l/Efl~ OS r ONU":LOl'.\LES fLUOílCSr;H:TES (prueba de referencia). 

'L de pacientes con sintoma tol og!a muestread os = 100 ;r 

= 200 ojos. 

¡'f de pacientes con o ns ayo positivo 10 20 ojos. 

// de pacientes con ensayo negativo 90 180 ojos. 

positivos a 

r:.trechomatis. 

negativos a 

r;.trachomatis. 

FOSITIVO 

AL E~JSA YO 

tJEGATIVO 

AL E 'IS1i YO 8 -l-o 

-
TOTAL 20 

Se ns ibil id ad 

Esper.if icidad 

Porcentaje 

falsos post. 

Porr.e ntaje 

falsos negt, 

flredi~r-ión 

valor ¡.ost. 

Predicei6n 

valor negt. 

ieo 

20 

20 

180 

180 

o 
laO 

o 
20 

20 

20 

180 

180 

X 100 

X 100 

X 100 

X 100 

X 100 

X 100 

ioo;: 

o.ot: 

o.o;.~ 

100% 

ioo;~ 

200 



GIE:í'SA: 

de pnr.ientes muestreados = 100 = 200 ojos 

(20 ojos positivos a r., trachomatis) 

# de pacientes con ensayo ~ositivo 

/f de pacientes r.on ensa~·o negativo 

negativos e 

80 ojos, 

= 120 ojos. 

Positivos a 
r.. trach oma tis, !;_. trerhnmatis. 

POSITIVO 

AL OJSAYO 

NEGATIVO 

AL ENSAYO 

TOTAL 20 

Sensibilidad 

Especificidad 

Porr.entaje 

falsos post, 

Porcentaje 

falsos negt. 

Predir.cidn 

valor post. 

Predir.r.idn 

valor negt. 

180 200 

lg 

20 X 100 95 .o;; 

119 

180 X 100 66.11;: 

61 

180 X 100 33,ao,; 

l 

20 X 100 s,o¡; 

19 

-w X 100 23. 1s,.; 

119 
l2iJ X 100 99.16.~ 
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''A~IHAVELLO: 

# de par.ientes ~uestreados = 100 = 200 ojos. 

(20 ojos positivos a ~.trnchomatis) 

# de pacientes ~on ensayo positivo 113 ojos. 

1/ de par.ientes con ensayo negativo = 87 ojos. 

POSITIVO 

AL ENSAYO 

NEGATIVO 

AL D!SAYO 

TOTAL 

Positivos a 

r;.trachomatis. 

18 

2 

20 

Sensibilidad 

Espccifir.idnd 

~orcentaje 

falsos post. 

Porcentaje 

falsos nnut. 

rrndi~~i6n 

valor post. 

Predir:~ic'ln 

valor negt. 

Negativos a 
r;.tra,..homatis. 

95 

85 

180 

18 

----w- X 100 

85 

160 X 100 

95 
lSDX 100 

2 
~X 100 

18 

200 

90.0,'.~ 

47.22% 

52. 77/~ 

--lD X 100 = 15.92;-; 

85 
------e7 X 1 O O 
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Gill'ENEZ: 

# de par.ientes muestreados = 100 = 200 ojos 

(20 positivos a r:. trarhomatis) 
ú de pacientes con ensayo positivo 
íf de pacientes con ensayo nei;¡otivo 

~legativos a 

103 ojos. 
97 ojos. 

~os itivos e 

~.traehomatis. r. traehomatis. 

Pns ITIVO 

AL EMSAVO 

NEGATIVO 

AL E 'ISA YO 
rt-~:-:--
-------------------

TOTFiL 20 

Sensibilidad 

Especificidad 

Porcentaje 

falsos post. 

Porcentaje 
falsos negt. 

Prediccidn 
Valor posit. 

Predicrión 
valor negat. 

" 

100 200 

15 
__ 2_0_ X 100 = 75. 0,1~ 

92 

~ X 100 " s1.11,:: 

88 

180 X 100 48. º~~ 

5 __ 2_0_ X 100 25. O~í: 

15 
-¡03- X 100 " 14.56;; 

92 
--9- 7-x 100" 94.84;~ 
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TABLA I. Evaluacidn de las técnicas de tincidn tradicionales 
usando como referencia la técnica de dete~cidn de 
r. trerhomatie por anticuerpos monoclonales fluore~ 
eentaa. 

31 

SHJSIBI• ESPEr.I- % fALSOS ;¡(, fALSOS PREDir:r.ION PREOir:r. ID] 

LIDAD f Ir. !DAD POS IT !VOS rL'GA T !VOS VALORES 

N~~~~;~;-~ POSITIVOS 
----·--- -----------·--- ---·-·-··------ ·--·----.··------

ANTir.UER· 

1 
POS MONO• 100% 100% o.o% o.o% 100% 100% 

r:LONALES. 1 ------ ------- ----·-· ·-- - - 1 
MAr.HIAVE· 

LLO 90.0% 47.22% 52. 77% 10.0% 15.92% 87.62% 

·---·-- ------ --··--------- --------- --------....: 
GIEMSA 

GimENEZ 

95.0% 66.11% 33.88% 5.o% 23.75% 

75.0% 51.11% 48.8;¡{, 25.0% 14.56% 

Sensibilidad = Probabilidad de que la prueba sea positiva 

cuando la enfermedad esta presente. 
Esperifieidad • Probabilidad de que la pruebe sea negati­

va ruando la enfermedad no esta presente. 
falsos positivos = Probabilidad de que la prueba sea pos! 

tiva cuando la enfermedad no este presente. 
falsos negativos • Probabilidad de que la prueba sea neg~ 

tive cuando 111 enfermedad este presente. 
Prediceidn de valores poei tivoa = Probabilidad de que 111 

enfermedad aste prasante cuando el ensayo 
resulta positivo. 

Prediccidn de valores negativo• • Probabilidad de que la 
enfermedad no este presente cuando el en­
sayo resulte negativo. 

99.16% 

94.84% 
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La sintomatalog!a quo presentan los par.iPntes, suuestiva 

de infe~rirSn par "hlan"vdia trH~~ puade Eln mur.has casns 

confundirse ~~n la presentada por otrns microarganis~os, ta-

les comr1 r<:eisseria ll.2.!'orrhocae 1 Stha¡.;hylor.o.!:G.!!.~ rn~• 

t!.!!.2.mnphil~ ~~~, ~~reptoroc-c;us pnau~rinia~, et~., lo cual 

dificulta seriamente el diagn6stira específico de la enferme­

dad, tal comn lo e~~resan diferenteo autores. (16) 

Uno de los objetivos del trc1bojo eru domostrar la efica­

cia de la toma de muestra da sar.o cn~juntivul con his~pn de 

algad~n, para lo clial so a~e~.td el ~ritcrin estri~to de que 

solamente serían v~lidas aquellas muestras en las que hubiera 

mds de 10 cdlulas opitolialos en las lorinill~s de lc~tura. 

De las 310 muestras obtonidan en este estudio, ninguna fuo r~ 

chazada, lo cuol confirma quo el nltodo do his6po de algodón 

es aeoptable según hab!n sido re¡.ortado anteriormente. (35) 

En vista de que las tér.nir.as de eultivo de ~.tr~rh~.!.§. 

no rnsultan o~re$ibles a la mayoría de los labnratnrios do 

diagnóstico rl!nicn, el an•lisis de datos que nqu! se utilize 

~onlleva lo su;nsir.idn (bcs¡1de en los rnsultodo5 nbtr~idos en 

nl yru~n rontrol) de que la tlrnir.a de deterei~n por anticLIBL 
pos monoelonoles f}110resr.entes P.5 100;~ r.onfioblR y en base a 

esto se evaluen las t&cnir.os da tineidn trudi~ionalns ~on re~ 

pecto a la t&cnico de anticuerpos monoclonolcs flunreseentes, 

ya que no se r.uenta en la litertttura cnn datos prer.isos que 

se~alen sensibilidad y especificidad de rstas tér.nicas do ti~ 

ción. 

Algunos autores (Lennette, ~its~hel H, ~otts EJ), reco -

miendan la técnica de. tinci6n de Giemsa coma la més confiable 

para el diagn6stico de lo infeeci6n conjuntiva! causado por 

~. trachometis; sin embargo, nuostrns d¡\toa demuestran una b~ 

ja especificidad (66.11~) y conjuntame~te un alto ~orcentaje 
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de falsos positivos (33,BB; .. :) en comparación r.on la t6'r.nir.a de 

deter.ci6n esper.ie-~spcc!fiea para r.uor~os elementales y cuer­
pos retir:tileres de ~t"':homatis por nnticuBrs:;os manar.lona -

les fluorescentes. 

Analizando los resultados de sensibilidad y espccifici -
dad que presentnn las tl~nicas de re~hiav~llo y ~i~enez, pod~ 

mos concluir que estos ~étodos son definitivamente inadecua -
dos para el diagn6stico de ~. trashomatis, dado el ndmero tan 

elevado de falsos positivos y falsos negativos, as! como la 
poca credibilidad de los volares prPdi~tivos positivos, 

En 48 de los pacientes estudiados se pudo obtener infor­
meeidn respecto al trat~l'liento sintott<átir.o estoblecido previo 

al estudio de laboratorio y los resultados olitoniúos, En 39 

de ellos (01;:) se observ6 una ~ojor!a considerable al aplicar 
gentamicina por vía oftáln>ica, el resto 9 (191.) fueron trata­

dos con kanamicina por vía of tálm~ca y también curaron, Es i~ 

teresante hacer notar que a ninguno de estas 4S pacientes se 
les detect~ infor.ci6n por ~. trachomatis por el método de an­

ticuerpos monoclonales fluoresr.rntes, aunque touos ellos die­
ron resultados falsos positivos por los métodos de tinri6n 
tradir.ional, lo cual apoya las afirmaciones hechas por otros 
autores de que en estas pacientes se presentan pseudoinclusie., 

nes que se colorean por estos mátodos y qus se confunden '' -
cilmente r.on los r.uerpos elementales y cuerpos roti~ulares de 
r;, trarhometis, Tales pscudainclusiones parar.en ser estructu­

ras nucleares, r.élulas calciformes, gránulos eosinofilos, gr! 
nulos de pi~mc~to o bar ter ias, (1) 
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r:DN".LLISIO~!ES 

La espo~ificidad de las tár.nieas de tin~i6n trttdir.iona­
les es baja, quizd por la prescn~ia de pseudoinclusiones, 

les cuales llegan a snr ~onfundibles ~on los ~L1er~ns elemen­

tales de r. trachomatis. 

La toma de n•uestra mediente raspadn do saco ~nnjuntival 

inferior con his6po estdril, es adecuada poro el dia~ndstico 

de ~. trec!:tllw.!!• ya ri•rn de 310 ojos muestreados ninvúno se 

reehezd por taner menor ndmero de r.dlulas epiteliales que el 
criterio de salo~~i6n vstablecido. 

La sintomota!o9ía s11uestiva de infer:ei6n conjuntiva! 

por !:.&_ trachomatis puede en algunas orasiones confundirse 

eon infeeeidn conjuntiva! de tipo ber.teriano. 

~uendo hay infección conjuntiva! barteriana par agentes 

etiol6gir.os no totalmente identificados que responden al tr~ 

temiente oftálmico de antibióticos (Gentamicina, t;anamicina) 

tiende a presentarse un in~remonto de falsos positivos. 

Segón los datos obtenidos en este estudio, se observa 

que las tdr.nicas de tinci6n tradicionales aqu! evaluadas pr~ 

senten·de manera "eneralizada un elevado porr.cntaje de fal­

sos positivos y ne!Jetivos. Las tór.nicas de ffar.hiavello y de 

Gimenez resultaron tener valores de esper.ifir.idad muy bajas 
y eonsiguiente~ente un namero de falsos positivos muy eleva­

do, por lo eual no se recoffiienda su utilizaeidn en el diaa -

n6stir.o oftalmol6gico de r. trar.homatis. La tdr.nica de Llie~­

se. tiene una sensibilidad más o rnenos elevada aunque su esp::_ 

eifieidad es baja y su valor predietivo ~ositivo ~uy defi­

r.iente¡ el namero de falsos negativas es ar.eµtable y podrie­

mas eonsiderarla una tár.ni~a de diaundstico alternativa sis!!!. 
pre que no se r.uente con otros rrfftodos rrás ronfiablas. 

La td~nica de anticuerpos monor.lonales flu0rescentos e~ 
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altamente espec!fi~a y sensible para el antígeno lipopoliaa­

cerido de superficie de los cuerpos elementales y cuerpos r~ 

ticuleres de r;hlemvdia trochometis, lo que hace de esta la 
tér.nice hasta hoy ~és adecuada y confiable (después del cul­
tivo) pera el diaunóstieo de infe•ción clamidiel conjuntival, 
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