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INTRODUCT ION

£l generc rhlamydia comprende dos eSpecies de organis -
mos intracelularss abligados que son agentes etioldgicos de
enfermedades humanas [, trechomatis y n., psittaci. Las infeg
ciones clamidiales son transmitidas al hombre direete o indi
reetamente por pijaros o mam{feros; las transmitidas direeta
mente, pueden ser localizesdas en el cjo (tracoms, conjuntivi
tis de inclusidn), el tranto urogenital (sobre tode uretri =
tis), o sistems respiratorio. La transmisidn indirecta de in
fecciones clemidiales raremente afacta al hombre, con excep-
cidn de la psitecosis. (1,10,12,17,23)

El tracoma es una infeccidn que ataca & los ndeleos ds
poblacidén de bajo nivel socioecondmico como consecuencia de
las deficiencias higiénicas. Es producida por [, trachomatis
generalmente serotipos A, 8, Ba y C; se encuentra distribui-
da en casi todos los pafses y se le conzidera la mayor ecausa
de ceguera:. (1,iu,12,14,26,31)

El método pldsico para diagnosticar la infegcridn slami-
dial (en tragoma), es demostrando las inelusiones intracelu-
lares patognomdnicas en musstras de conjuntiva mediante tin-
cidn de Giemsa, Marhievello o Gimenez, La reaccidn directa
con anticuarpos moncrlonales fluorescentes conjugados espe -
clie esperificos a Thlamydis t homatis, es un nuevo método
para disgnosticer tracoma. (24,33)

En viata de que no hay reportes claros en la litereture
qua evaluesn la especificidad y sensibilidad de sstos metodos:
Se tomaron muestras de 100 pacientes (arbos o0jos) que mostra
ron sintomatologis sugestiva de infercidn por thlamydia: ar-
dor, enrojeecimiento, fotofobia, sensagidn de cuerpos extra=-
fos; y muestras de 55 pacientes 3in sintomatologfa de ningu=-
na especie (controles). Las muestras se tiieron por las tée-
hicas de Giemsa, Machiavello, Gimenez y por la técnica de
reaccidn directa de anticusrpos monoglonales fluorescentes



{téenica comercial Kallestad Pathfinder Mereck), detectandose
un 10% de positivided en la poblacidn con sintomatologfa por
técnica de anticuerpos monoclonales fluorescentes, lo cusl
mostré que este mdtodo es el mds especifico y sensible pare
el diagndstico de Chlamydia trachomatis, segudn el andlisis
que se realiza en este trabajo.



I. FUNDAMENTARION DEL TEMA

A. Antecedentes cientfficos.

Las clamidias suelen agruparse de le manera siguiente

segln el manual Dergey

Orden: fhlamydiales

Familia: Chlamydiaceae

Género: fhlamydia

Especie: £, traghomatis

L. psittaci

chlamydia trachomatis es el organismo causante del tre-
coma (serotipos A, 8, Ba y ), econjuntivitis de in~lusidn
(serotipos D, £, F, G, H, I, 3 vy K), linfoyranuloma vendrenr
(serotipos D y K) y otras infecciones de transmisidn sexual,
as{ nomn algunos casos de neumonia en roedores.

Chlamydia psittapi se ronsidera agente infercioso de eg
pocies animales y sdlo orasionalmente afecta al hombre (psi-
tacosis). (1,11,14,25)

Durante murho tiempo se considerd a las clamidias romo
virus debido 2 que poseen algunas propiedades comunes o seme
jantes a ellos, como 8l ser pardsitos intracelulares obliga-
dos y no desarrollarse on medios de cultivo tradicionales.
Las eclamidias son tan pequeiies (300am)}, como las rirkettsias
(300nm) y los micoplasmas (150-300nm); se reproducen por di-
visidn binaria al igual que estas. Se diferencien de los vi-
rus en que las clamidias tienen capacidad de sintesis protel
ca independiaente y poseen DNA y RNA, ademds de ser sucepti -
bles & los antibidticos, tener paredes relulares y ribosomas.
(7,14,23,24)

Las plamidias inhiben la s{ntesis de DNA del hudspad vy
son ademds pardsitos energdticos, ya que utilizan la energfa
metabdlica del huésped, empleando algunas Substancias ricas



sn energfa ecomo el ATP. (7,14,31)

1. Caragterfsticas generales del piglo ds vids

En las célules parasitadss se producen carpisculos de
inclunidn grandes, que son mirrocolonias resultantes de 1 a
"eondensacidn® de los cuerpos reticulsres (formes metabdliea
mante srtivas y de rdplics del organismo); estas estrueturas
reciben a8l norbre de cuerpos elementsles y san esfdricos eon
una poreidn central mds densa, sierdo altamente infaocciosas
y resistentes al estado extracelular, Cuando penetran sn la
cdlula hudsped, aumentan de tamafio pera convertirse en puer-~
pos reticulares sin capagidad infantiva v cuya evolucidn du-~
'ra aproximadamente 24 horas. fostariorments se dividen estos
cuerpos retieulares por Tisidn binaria vy dan lugar a los
cuarpos elementales infecpicaos. E1 cuerpo elemental esta
compuesta de material pueclel~o, tanto UNA como RNA, estrusty
ras ribosomales, envusltos en paredes relulares con glucolf-
pidos y proteinas que confieren iass cararterfsticas antigdni
cas de familia y tipo respectivamente. Asimismo, la formacidn

de cuerpos slementales se acompaile de una matriz, substanp
cis que econtiene gluedgenc y gque se ennuantra en el interior
de la inclusidn; dichos cuerpos elementales presentan estrug
turs cocoide de 300nm de didmetro, mientras que el guerpo rg
tieular, que puede ser esfdrico o irregulsr presenta un tamp
fo de hasts 1000nm. (1,7,10)



cItlD IFFECCIOSO:

0-8 hrs el cusrpo elemental invade
la ¢élula hudsped y se direrencia,
produeiendo un euerpo retieular no
infercioso de gran tamafio, sin au-
mentar en ndmero.

12-30hra. Las células hijas 8-12hrs el cuerpo reticu-
se diferencian de nuevo, prg lar se divide consecutiva
duciendo cuerpos elementaleos mante por fisidn binaria.

infercionsos; la célula se
rompe, liberando partfrulas
que infeestardn a otras nrélu-
las del hudsped y se repite
el ciclo.

()



Las clamidias son fdeilmente observables al microscépio
dptico. E1 tamafio de su genome es de alrededor de un tercio
del genoma de E. coli. Las e¢dlulas hudsped presentan ineclu-
siones carecterfstices en su citoplasma; cuendo la célula ma
dura, tales inclusiones se hallan cerca del ndclea formando
uns eatructura en casco. (7,14)

2, Epidemiologfa
La aparicidn del tracoma en Mdxieco, se observa en
el primer tercio del siglo XIX en lz zona sur y ss releciona
con la llegada de barecos con trabajadores sudaneses y su ing
telzcidn en los estados de fhiepas y Tabaseo., (1)

En lugares industrializades, ls conjuntivitis causada
por fhlamydia trachomatis es mds prevaleciente en adultos de
alrededor de los 20 afios. En el caso de tracoma clasieo en
lugares desarrollados, la mayor incidencia de la enfermedad
activa ocurre en nifos entre 2 y S5 aifios de edad. La conjunti
vitis de inclusidn en adultos es usualmente una infececidn
clamidiel genitel. En contraste, en el tracoma endémino, la
infeceidn se extiende del ojo de persona infectzda a ojo de
parscona sana; basta con 20 particules infectivas para produ=
elr la enfermedad en individuos sensibles. La conjuntivitis
de inclusidn sclo raramente puede tener una transmisidn no
genital, (3,13,16,22,25)

La conjuntivitis nponatsl susle considerarse enfermedad
de transmisidn sexual. Y aunque la eticloyfa de la oftalmia
neonatal es compleja, hay 2 agentes causales que se c¢onacen
pbrfectamente vy son Neisseria gonorrhoeae y f. trachomatis,
el primero es causa del 24% al 49% de los casos de oftalmia
neonatal en Afriea y recientemente el ssgundo agente causal
fué eislado del 34 de los casoS en Gambia y el 19% de 1los
casos en Rep. de APrica fentral. Tentativamente la inciden-
cia de las enfermedades clamidiales es mucho meyor que lo in
dicado por estudios anteriores. Y suele verse aumentada la



ineideneia de infeceidn eonjuntival por G.traghomatis en zo-
nas de pafses en las que las condiciones de higiene son defi
cientes. (5,35)

3. Patogénesis

Las enfermedades producidas por las clamidias en gene-
ral pressentan un cursoc cronico y reeurrente.

Tracoma.- £3 una infececidn que etace fundamentalments 8
los nicleas de poblacidn de bajo nivel socioecendmico  como
consecuencia ds las deficiencias higiédnicas. Es produeida
por Chlamydia trachomatis, se encuentra distribufda en casi
todos los pafses y se le considera la mayor causs de reoQue-
ra., En condiginones neturales sélo atace al hombre y puede
transmitirse direntamente del ojo del enfermo al ojo de otro
individuo sueeptible por los dedos u objetos econtaminados,
(x,12,31)

El traeoma puede dividirse eridemildgicements en la en=
fermadad que produce ceguera y la enfermedad que no rausa ce
guera. £E1 tracoma gue no eceusa ceguera es comdin y endérico,
usualmente no produce complicaciones. El tracoma que causa
ceguera se acompafia generalmenta de rinitis, otitis media,
infeccionea del tracto respiratorio y linfoadenopstia preau-

ricular.

La mayorfa de los pacientes que sufren de tracoma son a
sintomfticos. fuando se dan manifestaciones cifnicas, la sip
tomatologfa puede ser leve (como sucede principalmente en ni
flos, los que presentan ptosis ligera del pdrpado superior e
hipertrofia folicular de la conjuntiva tarsal superior e hi=-
pertrofia folicular tarsal inferior). En el caso de que el
principlo sea agudo, habrd una marcada infiltracidn con hi-
pertrofia pepilar, inflamneidn conjuntival palpebral y bul-
bar, opacidades de la cornea y foliculos en la conjuntive en
tre otras. (14,25)

Paratracoma o conjuntivitis de inclusidn es el tdrmino



empleado peras describir la infeecidn transmitida por agentes
genitales (serotipos D, E, F, G, H, I, I, K}, ocurre general
mentz entre los 18 y 30 efios; el ojo del enfermo presenta sg
crecidén mucoide o liquida por las meflanas, hipertermis de la
conjuntiva, senseridn de cuerpo extraiio v enrojecimiento de
los ojos. Tambidn npuaden eontagiarse los infantes en el mo-
mento del parto, presentendo manifestaciones ¢lfniras ocula-
res semejantes 8 los adultos. (13)

Al progresar el tracoma pasa por diversos estadios elf-
nicos de acuerdo a la clasifinracidén de f'n fallan:

TRI. Indica el primer estadfo del tracoma. Cn este ceso
se abservan los folfcules inmaduros en conjuntive tarsal y
en zona central} puede haber alteracidn corneal frecoz.

TRII. Segundo estad{o del trarcoma, se obasrvan los foll
sulos bien desarrollados, hiperplasia papilar, pannus, con
infiltracidn que se extisnde del limbo superior.

TRIIl1., Este es un periodo cicatricial del tracoma con
necrosis folicular. En algunos cesos pueden observarse carag
terfstines del aestadfo II.

TRIV. En este periodo se pierde totalmente la infeecti =~
vidad, aquf el tejido cicatricial del estadin IIl es substi-
tuldo totalmente por tejido fibrdtico y puede evaluerse éste
segin el gredo de sfectacidn en triquiasis, entropidn y opa-
cidades corneales. (1)

Estudios sobre la patogenicidad del tracoma indiecan que
es una enfermedad inmynopatolo;ica en la Que al progresar,
la maybr severidad se relaciona con pannus y formacidn de ci
catriz, lo cual ocurre solo despu€s de la reinfeccidn. Esta
hipdtesis es supuesta por un estudio de 10 afios realizado a
32 familias que fueron seguidas con repetidas observaciones
elfnices y de laboratorio. {12}

El tracoma activo es caraeterizade por inflamaecidn eré-
nica de la conjuntive, y los episodios repgtidos de reinfecs



cibn se piensa que son nocesarjos para mantenar la inflama ~
cidns Nlinicamente ne es posible establecer el diagndstico
de las infecciones conjuntivales por 7, trachomatis, por lo
que se han buscado mftodos de laboratorio ideales y aplice -
bles a un gran grupo de poblaeidn. (1,12,29)

4. Carpoterfsticas inmunoldégipas

Para fhlamydia se han identificedo 2 tipos des antigenos:
Los antigenos espernfficos de familia que se hallan en el so=-
brenadante de lisados de estos microorganismos y los antige=-
nos especificos de tipo relacionados eon la pared celular.

El antfgeno dn familia es estable al calor, soluble en
dter, resistente & la tripsine y es inastivado por el peryo=
dato; muy probablemants se treta de un glueolfpido. fior fija
cidn de complemento o por inmunofluoresrcencia, resulta posi=-
ble detectar la presencia de anticuerpos frente a este antf-
geno.

€l antfigeno de tipo confiere a las cepas diferencias en
virulencia y en sensibilidad frente a los antibidticos. Al
parecer tal antigeno es una protefna, ya que su actividad
es redugida por aeceidn de la tripsina o por extraecidn con
fenol.

E1 tracoma se considera una enfermedad de hipersensibi-
lidad y con una expnsicidn repetida de antfgenus  elamidial.
Algunos estudios establecen que los antfgeros clamidiales in
cluyen un antlgeno protefeo de 57-kilndaltons, que favoreee
la reaccidn ocular de hipersensibilidad.

ruando las eélulas ronjuntivales infertadas llegan a su
estado eslular final, hay un recambio natural y la lisis de
algunas de estas rcdélulas da por resultado la exposircidn anti
génica. Esto puede explicer las reacciones de higersensibili
dad y hace posible detectar clamidias viables en el ojo.
(4,26)
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5. Mdtodos de detecridn

El diagnéstico se puede realizar msdiante exdmen por in
munofluorescencia, o diversas tineiones con colorantes bdai-
co8 gue se dirigen fundementalmente a las inclusionss cito-
plasméticas de las células epitelisles obtenidas por raspado
eonjuntival.

La observaridn dire~te de los frotis eonjuntivales tefii
dos e= un procedimiento dtil aunque requiere de experiencia
la busqueda de las inclusione® y existen limitaciones en su
interpretscidn, puss con facilidad se confunden con otros e-
lementos como son: banrterias, corpidsculos de moro, Tes tos dg
lulares, granulaciones de leucoritos, granulaciones de rélu-
1a ecebeda, pigmento exdgeno (cosmdticos), partfeculas de car-
bén cuando se flamea el frotis o procedentes del asa cuando
dsta es sometida al fusgo. (1,2,17)

El médtodo de elecridn en el diagndstico de infeceidn
elamidial, se considera que es el aislamiento en pultivo ce~
lular; esta tdenice requiere laboratorios especializados y
personal entrenado, fecilidades que no se presentan en la ma
yoria de las dreas tracomatoses-endémicas. La reclentes intrg
durcidn de mdtodos no de cultivo, ofrecen lea posibilidad de
realizar el diagndstico en los laboratorios de dichas dreas.
(20, 31)

La reareidn inmunofluorescente de pitologfa eopjuntival
eon snticuerpos monoglonales es un nuevo médtodo para la de~-
teoccidn de infeccidn ocular clamidial, Reeientsmente se ha
preconizado el empleo de anticuerpos monoclonales de hibrido
me marcados con epinefrina para tdenica de inmunofluoresgen-
cia. Este mftodo uytiliza anticuerpos monorlonales ronjugados
especie-especificos a cChlamydia trachometis para de-
ttcta{‘cuerpos elementales de clamidia en muestras de la con
juntiva. La tdéeniega de inmunofluorescennia direrta fud compa
rtada con el nultivo eelular convenciocnal, resultando la pri-
mere 100% sensible y con especificided del 97.5%. Ds 178 pa-
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cientes, 19 (11¥) fueron positivos por térniea de inmunoflug
rescencia y 15 (8.4%) por cultivo eelular. (21)

En yn sstudio reelizado en 1988 por Patricia M, Roblin
et al., (30) 473 muestras conjuntivales (entre hombres y mu-
jeres) fueron analizadas por dos técnices romerciales ds an-
ticuerpos monoclonales fluoresgentes: Kallestad Pathfinder y
Syvas Microtrack, comparande con téonicas de cultivo. Los re-
sultados indican que no hay diferencia significativas entre
la sensibilidad y la especificidad de las dos pruebas comer-
ciales, La sensibilidad de dichas pruebas con reapecto al
cultivo celular, Pué del 90.6%. Asimismo, @1 estudio mussira
que la tdcnica citoldgies de tincidn eon antisuerpos monoeclo
nales es un método rdpido y eficiente de diagndstieon para la
inferrién ogular rlamidiel, :

Ultisamente han surgido otres técnicas pesra realizar
el disgndatico de Chlamydis trachomatis en infercidn conjun-
tivel; teless como la tincidn eon azul de toluidina pars de-
tectar inclusionsa tanto en celulas Me oy como an rdlulas
Heta; el inmunomnsayo enzimatico {clemidim-enzima) y la hi-
bridizacidn de DNA pars [, trachomatis. Reclentemente se es-
tudieron sn Egipte, cineo diferentes pruebas para el diagnés,
tico de infarcidén clamidial, las tdenicas fueron tincidn de
Giemsn, nislamiento en cultivo relular, anticuerpos monoclo
nales fluareacentes, inmunoenaayo enzimatico y prueba de DNA.
La tincidn de Giemsa presentd 1la menor sensibilidad (239%).
Las otras prusbas fueron squivalentes entre s{ en su funcio-
namientd, con un rango de sensibilidad del 73% al 84% y espe
cificided del 93% a1 100%. (26)
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I1. PLANTEADIENTO OEL EROBLENA

Se calrule que 8l tracoma y las infecciones asocia -
das afectan en el mundo a unos 400 o 500 millones de perso-
nas, de las cuales 2 millones paderen ceguera. £1 tracoma si
gue siendo endémiceo en la mayor parte del Norte de Afrire vy
del Fediterranec Oriental, as{ como en eiertos lugares de
Asia,'Africa Oriental y Latinoam€riea; dentro de estas zanes
endémicas se observen grandes diferencias en cuanto a la pra
valecencla y la gravedad de la infeccidn, diferencias corre-
lacionadas con fartores ecoldgicos y socioecondmicos. (31)

En el ecampo de la Oftalmologfa, tiene especial importan
cla el tracoma y las conjuntivitis foliculares. E1 tracoma
es una entidad blen ¢onocida en nuestro pals y las zonas en-
démicas estdn bien identifiecadas en rhiapas y Tabasro. No
obstente que en algunos pafses se considera que el tragome
se ha erradieado, la Organizaecidn Nundial de la Salud sefia=
la: "El tracoma y les inferciones relacionadas de las tdni -
cas externas del ojo, contindan siendo las principales cau=
sas de ceguera en el mundo", For au parte, las conjuntivitis
foliculares producidas por otros germenes o agentes etioldgi
cos comparten manifestacinnes esliniras con el traroma, por
1o que en las zonas no tracomatosas, urbanas y suburbanas no
se reconocen e¢on facilidad. (11) ’

Por tanto, dadas las bajas condiciones gcondmigas e hi-
gidnicas en slgunos sectores de la poblacidn mexigana, es de
interés: 1) demostrar mediante tdeniecas confiables de laborg
‘torio, la presencia de infercidn conjuntival por
Chlamydia trachomatis. 2) Evaluar le sensibilidad y espeeify
ded de las técnicas tradicionsles de tincién para cuerpos de
ineclusidn en céflulas epiteliales conjuntivales.



0BJETIVOS

Demostrar la efiecacia de le toma de muestira
de sBeo econjuntival en el diagndstigo de
thlampydin traghomatis.

Detectar la presenria de £, _trarchomatis
(agente causal de tracoma y conjuntivitis
de inclusidn), mediante técnicas comercia-
les de anticuerpos monoclonales fluorescen=-
tes,

Analizar 21 mismo tiempo esltas mueStiras por
tdcnicas tradicionales de tingidn  tales
como (lachiavello, Gimenez y Giemsa.

Evaluar la sensibilidad y especifircidad de
las tdenicas tradigionales de tincidén res-
pecto a la téeniga por anticuerpos mono-
clonales f'lucrescentos.

13
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HIKOTESIS

Dada la alta rapacidad de unidn de los anticuerpos
monoclonales fluorescentes espec{ficos de los antfgenos de
superficie de Thlamydia trarhomatis, ;.resentes en los cuer=-

pos elementales y reticulsres que se encuentran en ~4lulas
conjuntivales, se espera detectarlos de manera mds espec{fi-
ca que con téenicas de coloracidn eldsicas,’ en paclentes
con sintomatologfa sugestiva.
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III, MATERIAL Y METODOS ‘NETDDDLGGIA)

MATERIAL ¢
= Hisépos estériles
- Fortaobjetos (nuevos prefaerentemente)
= Nubreobjetos
- rajas de Fetri {para cémaras hdmedas)
- Pipetas Fasteur
= arcadores
~ Equipo comerciel para el diagnédstico

in vitro de Chlamydia trachomatis.
{Kallestad Pathfinder MERMK)

- Ificroacépio de fluorescencia.

- Retanol

= So0lucionas para cada una de las tédrcnicas
de coloracidn

Gimenez:  {(14)

~ Fuesina bfsica al 104 (P/V), Sol. Stock
en etanol 8l 957 ceiceecrccsersaeallOml
Fonol acuoso al 4% (P/V) eeceoseee250ml
Agus destiladd esescecessccccnccaeb50ML

- Solugldn buffer de fosfatos de sodio
(0.1m) a pH de 7.45 (Mezclar 3.5ml de
NaH, PO, 0.2, 15.5m) de NazHPU4 0.2Mm y
19m) de agus destilada)

= Solucidn de oxalato de verde de malaqui
ta scuoso 0,8%

Preperar una solucidn de parbol-fuesina

mezclando 4ml de la solueidn stoek eon
10ml de buffer (pH 7.45) y filtrar inme-
diatamente en papel Jatman # 1. La solu-
cidn es adecuada para usarse alradedor de



las 40 hrs. siguientes.

NMachiavello: (14)

= Fucsina bdsica. 0.25g en 100ml de agua
bidestilada.

~ Aeido cftrieo. 0.5g en 200ml de agua
bidestilada. £s importante usar une so-
lueidn recien preparada.

-~ Azul de metileno, 1.0g en 100ml de agua
bidestilada.

Giemsa : (14)
- Solupidn stock:

Giemsa ..---.-.....--.--.-..........0.59

Petannl absoluto libre de acetons.s.33.0ml

Fezeclar, dejar a temperatura ambiente y
eliminar el sedimento.
- Boffer pH 7.2:
S50luecibn 1, freparar I‘JazHPD4 0.067M adi~
cionando 9.5g de sal anhidra para 1 litro
de agua destiladas
Solugidn 2. Freparar Ma HED, 0,067 di-
solviendo 9.2g de Ma”l en 1 litro de agus
destilada.
Mezelar 72ml de la solucidn 1 con 28ml de
la solueifn 2 y 300ml de agua destilada.
= Solucién para trabajar:
Una parte de solugcidn stoek y 40 a S0
partes de boffer pH 7.2.

16
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MATERIAL BICLOGIRD:

- 5@ tomaron muestras de 100 pacientes que
clinicemente presentaban sfntomas suges-
tivos de infe~cidn por 0. trachomatis :
enrojecimiento dr la conjuntiva, fotofo-
bia, eomezdn, ardor. Las muestras se to=~
maron de ambos o0jos y se analizaron de
acuerdo al instructivo de la técnica co-
mercial para anticuerpos fluorescentes y
saydn la metodnlogfa doscrita por Lenne-
tte v cnlaboradores para métados de co
loracién,

- Los paeientes muestreados fueron de la
consulta externe de la rlfnica Oftalmdlo
gos Asociados 5.A,

- Asimismo, se tomaron muestras de 55 per-
sonas que no presentaban sintomatoloufa
de ninglna espeeie (controles). Las mues
tras se tomaron de ambos ojos,

= Todas las mucstras se obtuvieron entre
los meses de Noviembre de 1989 y Febrern
de 1990, '

« La tfrnica de anticuerpos monoelenales
fluorescentes se correlaciond con las
téenicas de colorecién de Nachiasvello,
Gimenez y Giemsa.

METODOLOGIA:

Toma de muestra:

- La toma de muestra conjuntival se reali
26 cor eyuda del hisépo estéril, frotan-
do cuidadosamente la superficie interna
dal parpado inferior,



flara preparar las laminillas, se hace rn
dar el hisépo sobre el ecfrpula (previa -~
mente trazado en el portaobjetos), apo=
yando firmemente.

De scuerdo a la tdrnica de anticuerpos mo-
noclonales fluorescentss (34}

Dejar que la musstra se seque complota -~
mente al aire.

folocar la laminilla horizontalmente v
cubrir econ metanal dejando que se evapo-
re.

Afiadir 30 i del reactivo que contiene
los anticuerpas fluorescentes esperifi -
<05 a ecada preparacidén (eontrnles y
muestras ) fijadas previaments, oseguran~
dose que se eubra el 4drea del efreulo.

Dejar la preparacidn 30 minutos en cédma-
ra humeda, a temperatura ambiente,

fispirar el exreso de reartivea econ pipsee
ta Fasteur.

£njuagar con agua destilada durants 10
segundos y dejar sscar al aire,

Affadir fluido de montaje, colocar un pu-
breobjetos v leer las preparaciones con
mirroscopin de fluoreseencia, utilizar
un objetive de inmersidn con sumento ds
63x para confirmar la morfologia.

Las muestras positivas presentan cuerpos e

lementales extraselulares que son visibles

un sumento de 400-500x, apareciendo coma

pegueiias puntos de luz, A un gumsnto de

630x esos suerpos elementales son redondas

18



can una fluorescencia de color varde manzg
na sobre fondo rojo.

Las muestras negativas no presentan la m{-
nima fluorescencia especi{fica, solo se ob-
servan las cdlulas teiildas de rojo.

Pare la tdenics de Gimenez; (14)

= Dcjar Secar la preparacidn al aire.

= fubrir con la solucidn de fucsina vy do=-
jar durante 1 a 2 minutas.

- Levar can agua, cubrir e¢on la solueidn
de verde de malaguita por 6 a 9 segundos
y lsvar ron agus.

Los cuerpos elementalss apareesen rojos so-
bre un fondo verde.

Para la tdcnics do Machiavello: (14)

- Despuds de sccer al aire, fijar las pre-
pasraciones por palor,

= fubrir con selucidn de fursina bdsica du
rante S5 minutas, lavar con agua, afadir
solucidn de deida eftrigco por unos sequn
dos, lavar con eagua, subrir con azul de
metileno durerte 20 a 30 segundos, enjua
gar y secale.

Cuando se reeliza la tineidn de manera adpg
cuada, los cuorpos elementales aparecen rg
Jjos y el resto azul-abscuro,

Para la tdrnica de Glemsa: (14)

-~ Despuds de segcar al aire, se fijan las
praparaciones con metenol,

= Fubrir con solucibn de Giemsa durante

19
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una hora, cuidar que no se seque el golo -
rante y si es necesario, afladir unas gotas
md.

= Enjuagar sumergiende la preparacién en al=-
cohol al 96% hasta que desaparezea el ex=-
ceso de eolorante, dejar seear y ohservar,

~ Los cuerpos elementales aparecen de color

morado.

El rriterin de positividad utilizado para la tégnica de
anticuerpos monuclonales segdn el fabricante, son aguellas
muestras en las que sa encuentran por lo menos 8 cuerpos aele
mentales (ndrcro cstablecido para este estudio, dado que se
indica que la presenria de ruerpos elementales redume al ser
tomada la muestra con hisépo). £1 rriterio de positividad pa
ra las térnicas de Siemsa, Napghiavello y Uirenez es de 5
cuerpos elementales por lo menos (14). Asimismo, se despar =
tan aquellas muestras gue presentan menos de 10 edlulas del
epitelio conjuntival (lo que demuestra la eficacia en la to-
ma de muestra del saco conjuntivel para diagndstico de

Cs tganhomatis.)
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IV. RESULTADOS

Los resultedos obtenidos en el presente estudio son pre
sentados a continuacidn por medio de grdficas y tablas bina-
rias simples en las que pusde visualizarse la funcionalidad
de las distintas térnicas de tincidn tradicionales, as{ eo-
mo de 18 téecnica direrta de anticuerpos monoclonales fluores

centes,

La grdfica I muestre los resultados obtenidos en las
pruebas realizadas a la poblacidn control (55 personas que
no mostraban sintomatnlogfa de ninguna especie).

La grdfice II muestra los resultados obtenidos sn 1las
distintas pruebas realizedes a los parientes con sintomatoln
gfa sugestive de infeceidn conjuntival por f. traghomatis.

Le tabla I muestra la eveluacidn de las técnices de tin

cién tradicionales usando gomo referercia, la térnice de de-
teceidn de "hlamydia trachomatis por antigcuerpos monoclone-

les fluorescentes.
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El andlisis de resultados para evaluar 1la eapecifidad,
sansibilidad y prediecidn de valores, ss realizd empleando
el sndlisis de tablas binarias simples (tabla de "2 por 2"),
de acuerdsc a Griner et al (36), y los pardmetros e evalua=-
ron seglin el modelo siguiente:

£ NFERMEDAD
PRESENTAN  NO PRESENTAN TOTAL
FOSITIVA A B A
PRUE BA
NEGATIVA r D | tD
L R
TOTAL AR B D A B £ D=N

Ax pacientes realmentes positivos

B= individuos falsos positivos

f= pacianteu falsos negativos

Dw» individuos reslmenta negativos
{grupo control)

Senaibilidad = Probabilidad de que la prueba sea positf
va cuando la enfermedad esta presente
R/(a r).

Especificidad = Probabilidad de que la pruesba sea nega-
tive cusndo la snfermedad no esta pressp
te D/(B D).

Falsos poaitivos = Probabilidad de que la prueba sea pgp

sitiva cuando la enfermedad no esta pre=-
"sente B/(B D).

Falsos negativos = Probabilidad de que la pruebs sea ne
gativa cuando la enfermedad este presen-
te c/(A ).
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Prediccidén de valores positivos = brobabilidad de que
la enfermedad este presente cuando el en-
sayo resulta positivo A/(AtD).

Predireidn de valores negativos = Probabilidad de que
la enfermedad no eate presents cuando el
ensayo es negativo D/("+D).

Resultados positivos-verdederos

Sensibilided * "Total de ojos ron enfermedad

Resultados negativos-verdaderos

Especificidad = Total de ojo® en el yrupn rontrol

Porcentaje Resultados falsos negativos X 0
falsos negts. ~ Total de  ojos eon enfermedad 10
Parcentaje Resultados falsos positivos

= X 100

falsoa posts. Total de ojos en el yrupo rontrol

Predineidn de Paclentes positivos
valores posts, 2 pacientes positivos+ falsos posts.

Predicridén de Pacientes negetivos

valores negts. pacientes negativos +falsos negts,



SRAFINA I. Fuestra los resultados obtenidos en las prug
ba® realizadas s la poblacidn gontrol {55 peraonas que no
mostraban aintomatolog{a de ninguna especis)}.

# DJ0s CONTROLES
J
110 . — —_—
100 4 -
.
80 <
60 -
40
4
20 o
Pl
TERNINA MACH., GINEMZ. GIEM. AN,
Post, el snsayo MACH .= Machlavello GIEM.s Giemss
3 Negt. al snsayo GINENZ .a Gimenez A.T.F.x Anticusrpos
monoclionales
fluorescentes

GRAFICA II, Muestre los roaultados obtenidos en las dis
tintas prusbas reaslizadas a los pecientes con sintomatologfa
sugestiva dea infercidn conjuntivel por [, trachomoptis.

180 ™
165 1

1

# 0J0S
PACIENTES

135 ]

105 1

75 1

45

15 1

TERNIRA NARH, GIDENZ. GIER. AJTF,
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Dado que en el presente estudic mro se cuenta con una
téecnica tsl que asegure verdaderamente la presencia o ausen=-
ria da la enfermedad, como podria ser la deteccidn del agen~
te rausal por un método de cultivo. Presupcnemos que loa 55
individuos rontroles estan sanos, lo rual nos da un total de
110 ojos y puede realizarse el sijulente andlisis:

Resultados npyativos en grupo eontrol

fepecifidad = Total do ojoes en el ,rupo eonntrol

Anticuerpos 110
monoelonales = 110 = 1
Iachiavello SR 11X EE . 0.93
110
106
Gimenez = g™ = 0.96
) 108
Giemsa = W = 0,980
7 de falsos Resultados positives en grupo eontrol
positivos. = Total de njos en el grupo rontrol X 100
Anticuerpos [1]
ruere e  ——X 100 = o0
monorlonales 110 4
7 -
Vachiavello = 170X 100 = 635
= 0 y
Gimenez 110 X 100 = 13,5,
2

1.8,

Giemsa = ’EETFX 100
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romo se observa, la tdrniega dn anticuerpos monoelonales
presenta la mayor especifided y el rmenor porrentzje de fal-
sos~positivos. For tanto, suponiendo que es la téenica rds
adecuada y ronfiable (ontre las térnicas empleadas), se tomp
rd como referencia para evaluar las tdenicas restantes.

for la térnica de anticuerpos monoglonales fluoresrmen -
tes, resultd positivo un 105 de la poblapidn estudiada. Es
decir, que de up total de 200 ojos (muestras rmonjuntivales
dc estos) analizados, 20 resultaron positivos a f.traghaomatis
y 180 fusron negstivos. Hartiendo de estos datos, se realizd

el andlisis siguiente:



ANTICHEREQS [ONOTLOBALES FLUORCSTTLTES (prueba de referencia).

4 de pacientes gon sintomatologfa muestreados = 100
= 200 ojos.

# de pacientes gon ensayo positivo

# de pacientes con ensayo negativo

10 = 20 ojos.
99 = 180 ojos.

n
n

positivos a negativos a
C.trachomatis. Co.trachomatis.
FOSITIVO
AL ENSAYO 20 0
MNEGATIVO 0 180
AL E'SAYD |
TO0TAL 20 180 200
20
Sensibilidad = 20~ X 100 = 1005
180
Esperificidad —EEE—' X 100 = 100;}
Poreenta je Q

talsos post, - 1ap X 100 = 0.0%

Porcentaje 0 .
felsos negt. = 20 A 100 = 0.0
Predinridn 20

- . ~ -
valor jost. = 20 X 100 = 1003
Prediceién 180

_ ot
valor negt. 180 X 100 = 1007



GIEMSA:

2 de pacientes muestreados = 100 = 200 ojos
(20 ojos positivos a G, traghomatis)

# de pacientes pon ensayo positivo = 80 ajos,

# de pacientes rcon ensayoc negativo = 120 ojos.

Positivos a

C.trachomatis.

negativos a

Ce._trachomatis.

POSITIVO
AL ENSAYD 19 61
NEGATIVOD 1 119
AL ENSAYO
TOTAL 20 180 200
Sensibilidad = “—EE- X 100 = 95.0;
s ] » llg .
Espaeificidad = 180 A 100 = 6641175
Porrentaje 61

falsos post,.

Forcentaje
falsos nogt.

Frediecidn
valor post.

Predinnidn

valor negt.

-—EB= X 100 = 33.88,

1

1

55— X 100 = 5,0

19 ]

25~ X 100 = 23,75:
—135- X 100 = 99.163

28



MARHIAVELLO : 29

# de pacientes muestreados = 100 = 200 ojos.
(20 ojos positivos a T.traghomatis)
# de pacientes ron ensayo positivo = 113 ojos.

# de pacientes con ensayo negativa = 87 ojos.
Positivos a Negativos a

Cetrachomatis. Cetrachomatis,

POSITIVO
AL ENSAYD 18 95
NEGATIVO -
AL ENSAYO 2 85
TOTAL 20 180 200
18
Sensibilidad = —5— X 100 = 90.0;:
as
Especifipidad = o X 100 = 47,224
Forcentaje 95 .
falsos post. = T80 X 100 = 52,77
Forecentaje 2
falsos mogt. = ~zo % 100 = 10 o,, “:.S\S ul “EBE
o ‘BRATIECA
frodiesridn 18 Sm.\
valor post., =~ 113 X 100 = 15,923
Predieridn 85

valor negt. = g7 X 100 = B7.62%



GINENEZ ¢

# de pacientes muestreados = 100
(20 positives a ., trachomatis)

e e e e e

/i de pacientes gon ensayo positive
# de pacientes gnn ensayo negativo

tositivos a
C.trarhomatis.

e et ———_r—

Mggativos a
L. trachomatis.

PNSITIVO
AL emsava | 15 88
NEGATIVO
AL EVSAYO 5 2
TOTAL 20 180
15
Sensibilidad = Ty X 100
92
Especificidad = YT X 100
Poreentaje 88 )
falsos post. = 180 X 100
Porcentaje 5
falsos negt. 2 20 X 100
Prediceidn 18
valor posit. 103 X 100
Predigridn 92

valor negat.

—"Eﬁr“x 100

2

00 ojos

103 njos.
97 ojos.

200

7540/

51.113

48,45

25,04

14,56,

54,845,

30
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TABLA I. Evaluacidn de las tdnnicas de tincidn tradicionales

usando como referencis la

técnica de detaseidn

de

L. trarhomatis por anticusrpos monoeloneles fluores

centes,
SENSIBI- | ESPERI-| % FALSOS | % FaLsos| PREDICTION) PREDICEION
LIDAD FIRIDAD | POSITIVOS | nEGATIVOS| YALORES | VALORES
POSITIVOS | NEGATIVOS
ANT IRUER=
POS MONO= 100% 100% 0.0% 0,0% 100% 100%
RLONALES.,
MA ~HIA VE = ,
LLO 90.0% 47.22%|  52.77% 10.0% 15.92% 87.62% |
GIENSA 95.0% | 66.11%| 33.88% 5.0 | 23.75% | 99.16% 1
GIMENEZ 75.0% 51.11% 48,8% 25,0% 14.56% 94,84% J

Sensibilidad = Probabilidad de que 1le pruebe sea positive
cuando la enfermedad esta presenta.
Esperifiridad a Probabilidad de que la pruebe sea negati-
va cuando la enfermedad noc esta presente.
Falsos positivos = Probabilidad de que la prueba sea posi
tiva ruando la enfermedad no &sta presente.
Falsos negativos = Probabilidad de que la prusba sea nega
tiva cuando la enfermedad ssta presents.

Predieridn de valores poaitivos =z Probabilidad de
enfermedad este presents cuando

resulta positivo.

Predicecidn de valores negativoes = Probabilidad de
enfermedad no este presentes cuando

aayo resulta negativo,

que 1a
sl ensayo

que la
el en-
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Le sintomatnlogfa que presentan los pacientes, suyestiva
de infemridn por "hlamydia trechomatis puede en muchos casos

confundirse gon la presentada por otros mieroorganismos, te-
les egomn Neisseria gonorrhocae, Sthaphylocacrus aureus,

Heemophilus seyyidys, Streptoroccus pnaurnniae, etr., lo  cual
difimulta seriamente el diagndstira espec{fico de la enferme-

dad, tal romo lo expressn difsrentes autores. (16)

ino de los objetivos del trabojo era demostrar la efica-
cia de la tomz de musstra de saro enpjuntival con hisdpn de
algod4n, para lc cual sc arentd el rriterin estriesto de yue
solamente serfan v&lidas aguellas muestras enm las que hubiera
mds de 10 mdlulas epitcliales en los lorinilles de lentura.
De 1as 310 muestras obtenidas en este estudio, ninguna fuea re
chazada, lo cusl confirma que el método de hisdpo de algoddn
es aceptable segdn habfa sido reportado anteriormente. (35)

En vista de que las térniras de erultivo de S.trachomatis

no rasultan ocresibles & la mayorfa de los labnratorios de
diagnfstico ~1fnirn, el andlisis de da%os que aguf se utiliza
~onlleva la su;onsieidn {(bcsads en los resultados nbtepidas en
el yruro control) de que la térnira de detercidn por anticuer
pos monoelonales fluoreseentes es 1000 ronfiabla y en base a
estoc se evaluan las técnicas de tincidn tradirionales econ reg
pecto a 1la tfenica de anticuerpos monoclonales fluorescentes,
ya que no se cuenta en la literatura con datos prerisos que
sefialen sensibilidad y rspecificidad de rstas tdrpices de tip
ridn,

Algunos autores (Lennette, ditsshel H, Fotts KJ), reco -
miendan la téecnica de tineidn de Giemsa como la mds confiable
para el diagndstico de la infereidn conjuntival causada  por
Gs trachomatis; sin embargo, muestros dotos demuestran una ba
ja espeecificidad (66.11!) y sonjuntamente un alto porrentaje
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de falsos positivos (33.88.) en comparacidn con la térnica de
deteccidn especie-rspeci{fica para ruerpos elementales y cuer-
pos reticuleres de 7. trachomatis por anticuerpos monoclona -

les fluorescentes.

Analizondo los resultados de sensibilidad v espeedifici -
dad que presentan las tdenicas de fzr~hiavello y Gimenez, pode
mos gonecluir que estos mdtodos son definitivamente inadecua -
dos para el diagndstico de . trachomatis, dado el ndmerc tan
elevado de falsos positivos y falsos negativos, as{ come la
poca credibilidad de los velores prediectivos positivos,

En 48 de los pacientes estudiados se pudo obtener infor-
macidn respecto al tratamiento sintordtino establecido previo
al estudin de laboratorio y los resultados olLtenidoss En 39
de ellos (817) se observd una mejorfa considerable al aplicar
gentemicina por vfa noftdlmica, el resto 9 (197) fueron trata~-
dos can kanamicina por vfa oftdlmica y tambidn curerom. Es in
teresante bacer notar que a ninguno de estos 48 pacientes se
les detect® infercidn por . trachomatis por el mdtodo de an-
ticuerpos monnclonales fluoresecntes, aunque todos ellos die-
ron resultedos foisos positivos por los métodos de tinridn
tradicional, lo cual apoya las afirmaciones hechas por otros
autores de que en estos pacientes Se presentan pseudoinclusio
nes que se colorean por estos métodos y que se ronfunden fd -
cilmente con los ruerpos elementales y cuerpos roticulares de
Ca trachomstis. Tales pseudoinclusiones paresen ser estructu=-
ras nucleares, rélulas calciformes, grdnulos eosinofilos, grg
nulos de pigmento o ba~terias, (1)
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fONCLUSIONES

La esperificidad de las tdrnicas de tineidn tradiriona-
les es baja, quizd por la presennia de pseudoinclusiones,
las cuales llegan & ser rnonfundibles ron los ruerpns elemen-
teles de ", tragchomatis,.

La toma de muestra mediante raspadn de saco ennjuntival
inferior ron hisépo estédril, es adecuada para el diaindstico
de . trechomatis, ya nue de 310 ojos muestreados ninydno se

reehsz§ por tener menoy nimero de rélulas epiteliales que el
eriterio de selecrnidn vstablecidn.

La sintnmatoicygfa sugestiva de infereidn eonjuntival
por Cs trachomatis puede en algunas orasiones confundirse
ron infeceidn conjuntival de tipo baesterianoc.

nuvando hay infercidn eonjuntival barteriana por agentes
etinldgicos no totalmente identificados que responden al tra
tamiento oftdlmico de antibidticos (Gentamicina, Kanamieine )}
tiende a presentarse un in-~remonto de falsos positivos.

Segdn los datos obtenidos en este estudio, se observa
que las tdrnicas de tincidn tradicionales aqui svaluadas pre,
sentan de manera yeneralizada un elevado poreentaje de fal-
808 positivos y negatives, Las tdérnnicas de Fachiavello y de
Gimenez resultarnn tener valores de espenmifimidad muy bajos
y eonsiguientenente un nimero de falsos pasitivos muy eleva-
do, por lo ecual no se reeomienda su utilizagidn en el diag -
ndatiro oftalmolégico de ©, trachometis. lLa térnica de Liem-
sa tiene una sensibilidad mds o menos elevada aunque su espr
cificidad es baja y su volor predietivo gpositivo rmuy defi-
riente; el nimero de falsos negativos es areptable y podris-
mos considerarls una tdenira de diagnfdstico altermative siem
pre que no se cuente con otros rdtodos rds eronfiables.

La térnica de anticuerpos moncorlonales fluoreseentes ec
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altamente especifira y sensible para el antfgeno lipopolisa-
carido de superficie de 1os ruerpos elementales y cuerpos re
ticulares de Chlanmydia traghomatis, lo que hace de esta la
téenica hasta hoy rds aderuada y confiable (despuds del pul-
tivo) para el diagndstico de infe-ecidn elamidial eonjuntival.
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