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RES UMEN

Se evalué la sensibilidad y la especificidad del método de GIEMSA-
ELISA, tomando como referencia el de Inmunofluorescencia para la detec---
¢ién de 1a Chlamydia trachomatis como agente causal de 1a conjuntivitis-
folicular cronica de acuerdo a los criterios de Mc, Callan.

Se encontrd como hallazgo clinico principal el de foliculos con---
Jjuntivales a nivel del tarso superior (OD: 43,3% 0I:47,.5%) detectando-
se como casos positivos para el método de Giemsa 48.33%, positivos por -
ELISA 40%, positivos por Inmunofluorescencia 61.67%,

Se obtuvo una incidencia en cada 1000 pacientes por afio con conjun-
tivitis detectada por Giemsa de 22, por ELISA de 18 y por Inmunofluo--
rescencia de 28,
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08JETI VDO

Tratar de seleccionar un método de rutina de los ya establecidos ===
{Giemsa, " ELISA, Inmunofluorescencia) para la deteccidn de la Chlamydia -
trachomatis en 1a conjuntivitis folicular, para determinar la sensibili--
dad y la especificidad de cada uno de estos métodos.
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I NTRODUTCTCTI ON

ESTRUCTURA DEL FOLICULO,
DEFINICION.- E1 foliculo es una densa infiltracién de linfocitos mononu---
cleares localizados en el tejido subepitelial (1)

Hlo existe una cdpsula verdadera en los folfculos iniciales, pero en -
la etapa ‘avanzada del tracoma, una excesiva formacidn de tejido conective
precede a los cambios cicatriziales. Mientras existe ausencia de vasos-
sanguineos en los foliculos iniciales, en la conjuntivitis folicular cré--
nica, una malla vascular rodea a los mismos en forma de una delgada red, y
cuyos vasos desaparecen en el centro del foifculo.

GENERALIDADES.

Las CHLAMYDIACEAE son una familia de pardsitos bacterianos intra--
celulares obligados (2)

Las Chlamydias producen infeccién en algunos mamiferos en forma de-
queratoconjuntivitis, cuyos estudios fueron realizados por Storz y colabo-
radores en 1950-1951 (3) demostrando tambien que ocasionaban poliartritis-
en el ganado vacuno. .

Tambien en 1950-1951 Storz y asociados concluyeron que el grupo =----
Psitacosis, Lymphogranuloma Venereum, Trachoma (PL) utilizaban el tracto -
intestinal como un habitat natural, y cuya infeccidn se generalizaba ~---
atravesando la barrera liquido sinovial-sangre. (4)(5)(6)(7)

Los exelentes trabajos de Dickinson y Cooper (B) quienes notaron que-
las infecciones oculares pueden acompafiarse de poliartritis en las ovejas.

De acuerdo a los estudios realizadoes por Philip en perros {9) que ---
habjan ingerido saimon o trucha infestada con Metacercaria desarrollaban -’
fiebre, y se ais18 de las heces de estos animales Troglotrema Salmonicola-
el cual a su vez estaba infestado por microorganismos del grupo PL, y ---
concluyeron que el causante de la enfermedad en el perro en realidad era
ocasionada por este {ltimo microorganismo, y el.trematodo Troglotrema ---
Salmonicola funciona como un huesped intermediario obligado en'el ciclo -
de 1a enfermedad de los perros.
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Algunos trabajos de los dl1timos 36 afios han demostrado que 1os agen--
tes PL parasitan a 130 especies de pajaros {10), y en conexién con algu--
nas preguntas dentro de la epidemiologfa, por enfermedad en algunas aves -
y pavos, se descubrid que el excremento de estos {1timos utilizado como-
fertilizante, el cual se mantenfa a temperatura ambiente contenia agentes-
del grupo PL, y que varios artrSpodos que habitaban en estos desechos or-
ganicos se 1legaban a contaminar con dichos agentes PL. (3}

Tres especies de garrapatas, una suave {Ornithodoros Coriaceus) y dos
duras (Ixodes Pacificus y Dermacentor Occidentalis) portan agentes PL (3)

Los cuerpos elementales y los cuerpos iniciales, se pueden distinguir
a traves del microscopio electidnico, existiendo transicidn de formas. Los
cuerpos elementales son generalmente redondos o elipticos en su forma y --
con una medida de 200 a 300 m (131), los cuerpos iniciales son redondos --
U ovales en su forma y su medida es superior a 800 m  (12).

La Chlamydia utiliza mecanismos endociticos para producir infeccion,-
los mecanismos de fagocitosis y de pinocitosis fueron sometidos a filtros-
y en el caso de 1a Chlamydia T.1a fraccidn L2/434/bU y para la C. Psi -~
ttaci la fraccidn GPIC, demostraron que las propiedades intrinsecas son -
importantes para ocasionar infeccién (13) al igual que Tos mecanismos -~-
endociticos.

Se observan diferencias entre las Chlamydias Psittaci, Pneumeniae, y-
trachomatis, de acuerdo a Tas reacciones de las cadenas de polimerasas ---
(PCR). ~ Estas PCR contiene la regidn variable de los respectivos genes ---
ricos en 60 kilodaltons de cysteina (60-KDa CrP) (14)

Las chlamydias son destruidas por los leucocitos polimorfonucleares -
humanos (HPMN), pero las paredes celulares persisten en la degradacion ---
induciendo 1a produccién de radicales de oxigeno, los. cuales pueden ser --
demostrados induciendo una cadena de DNA en las células blanco Hela. Esto
puede indicar el mecanismo de 1a persistente infeccidn por chlamydia con-
la interaccidn de los microorganismos fagociticos (15).

Las chlamydias son bacterias intracelulares obligadas y son depen---
dientes de las células hudsped eukarioticas para el ribonucleoside de tri-
fosfato, pera no para el deoxyribonucieotido de trifosfato. La ribonucles
tido reductasa -es la dnica “enzima conocida para catalizar la conver--2
sién directa de un ribonucleotido reductasa por inactivacifn del radical -
libre de tirosina presente en las pequefias subunidades de las'enzimas(16)
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La concentracién de Tos 1ipopolisacaridos (LPS) de las membranas de--
las chlamydias son constantes durante su desarrollo, pero las cuales pue--
den cambiar de la parte superficial de 1a célula a la parte sub-superfi --
cial de las mismas. Esto fué@ comprobado por microscopia inmunoelectroni-
ca (17}

Estudios recientes pueden indicarnos que la Chlamydia trachomatis pue
de ser neutralizada por anticuerpos Fab lfonovalentes especificos hacia --
la proteina mayor de 1a membrana externa (18). Estos hallazgos excluyen -
la agregacidn de la Chlamydia como un mecanismo de neutralizacion de anti
MOMP y proporcionan evidencia adicional en el soporte’ de 1os MOMP como un-
mecanismo de adhesion a la chlamydia.

E1 codigo de DNA de la proteina mayor de la membrana externa de la-
Chlamydia trachomatis por medio del seguimiento de las secuencias de L3 y-
cuya amplificacidn se realizd por medio de la reaccifn de las cadenas de-
polimerasa, en comparacién con un aminocacido {aa) y cuya secuencia mostrg-
que el tipo L2 en comparacién con el L3, que éste Gltimo tuvo tres extra -
(aa) y con 55 substituciones de (aa) {19)

Se ha determinado que 1a mayor proteina de la membrana externa {(MOMP)
de Ta Chlamydia trachomatis es una glicoproteina, estudios basados en la -
susceptibilidad para 1a digestidn de la glycosidasa y la presencia de --
carbohidratos etiquetados con radio (20)

Existen datos sugestivos de que los antigenos clase II de los com---
plejos de histocompatibilidad pueden anteceder clinicamente a la enferme-~
dad activa que conducen a los cambios de la cicatrizacidn conjuntival y --
corneal en el trachoma, y &sta clase II persiste despues de que cesa la -
enfermedad (21)

Los cuerpos elementales de 1as Chlamydias trachomatis (EBs) tienen -
una proteina de 38 KDa, que une selectivamente los cultivos de las monaca-
pas de las células HeLa, Esta proteina es denominada cytoadhesina de ----
chlamydia (CCA)} y 1a cual se encuentra presente en la superficie de los -
€Bs, de tres tipos de C. Trachomatis {B,E, y L1). Dichos hallazgos indican
que la CCa es_termolabil, ya que por medio del calentamiento la CCa ---
pierde 1a habilidad de unirse a la célula huésped, en éste caso las célu-
las Hela preincubadas con CCa y que contenfan estractos de Chlamydia mos-
traron reduccidn de -la habilidad para unirse a los EBs etiquetados y por - B
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consiguiente para desarrollar inclusiones citoplasmiticas despues de la -~
infeccidn (22)

Las Chlamydias son pard@sitos intracelulares procarifticos obligados-
que sufren un ciclo de vida bifdsico comprometiendo procesos infecciosos,-
las formas extracelulares conocidas como cuerpos elementales y las formas-
de replicacidn 1lamadas cuerpos reticulares. Una proteina especifica de -~
Tos cuerpos elementales con una aparente masa molecular de 18 Kpa, determi
né la secuencia de la N-terminal de aminc dcidos, asi como los cddigos de-
genes de las clonas, presentan un alto contenido de lisina (29%), un homd-
_logo sememjante a la clase H1 de las histonas eukarioticas, asi como un --
anticuerpo monoclonal andloga a la histona de la chlamydia, con 1a exposi-
cion del inmuncblot y 1a especificidad antinuclear sugieren la reactividad
cruzada para las histonas H1. Llos genes se expresan silo durante las eta
pas tardias del ciclo de vida de la chlamydia, con la reorganizacidn de --
los cuerpos reticulares dentro de los cuerpos elementales, sugiriendo ---
que Tas proteinas HCL juegan un papel en la condensacifn de Ta cromatina
durante la diferenciacidn célular (23)

La reaccign de las cadenas de polimerasa amplian una parte del genoma
de 1a Chlamydia, asi como los cuatro dominios variables de 1a proteina ma-
yor de la membrana externa ~(MOMP) de 1os 15 serotipos de Chlamydia tracho
matis. La amplificacidn del DNA digerida con restriccién de 1a endonu---
cleasa Alul y del MsPI y los resultados de los fragmentos se separan so--
bre gel de polyacrilamida al 10%, y demuestran un total de 13 caracteristi
cos patrones de los 15 serotipos (24)

Por medio de la recombinacién de 1a Lambda gt11 de la chlamydia tra--
chomatis de los serotipos L2 del DNA cromosomico a traves de un 29 mer --
oligonucleotido sintético especifico para 1a N-terminal del amino dcido -~
de una proteina predominante la 18-1Da, y junto con Ta recombinacidn de --
una clona designada lambda gt11/L2/RKA10 - e hibridizandolas, e insertando
un 2,633bp; lo cual permite leer el armazon (ORF2), y en forma parcial --
otros dos ORFs (ORF1 'y ORF3), deduciendo 1a secuencia de amino dcidos -
del ORF2 con su N-terminal, asf el 375-bp ORF es capaz de codificar una-
proteina de 125 amino &cidos con una masa molecular de 13,6893 la cual es-
una secuencia compatible con el sitio de unidn del ribosoma Dalgarno, -~
unidos a los sitios del ribosoma se Tocalizaron 9bp de la iniciacion del
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codon, y la secuencia distal del ORF2 revela una terminacidn independiente
as? la proteina designada como CTH1, posee un Pl de 10.71 debido a Su ==~
gran contenido de lisina, Esta proteina bisica no contiene triptofano, ni-
fenilalanina, y existe homogenicidad entre 1a CTH1 y la Histona H1 (25)

La recombinacién del plasmidio codificé ORF2 el cual expresd un gen
de aproximadamente 18 KDa, semejante a la proteina nativa de la Chlamydia.
Esta proteina parece representar una de las pocas proteinas parecidas a --
las histonas de Tas células eucarioticas y descritos tambien en Tos proca-
rioticos (25)

La secuencia de los nucleotidos de los segmentos variables (VS) 1,--
2 y 4 para el mayor gen de la proteina de la membrana externa (ompl) se -
determinaron serologicamente definiéndose Jos subtipos D' , I'', y L2, La-
amplificacidn asimétrica del DNA se utilizé para producir un solo DNA -~
por secuencia directa. Las substitiuciones de los amino dcidos fueron --
detectadas en VS1, VS2, y vS4 para 1' ; En VS2 para L2' y en V54 para D .
La secuencia de las regiones variables ampl pueden ser un método impor--
tante para la evaluacién de 1a epidemiologia molecular de la Chlamydia(26)

La secuencia del DNA reveld una estructura genética semejante al ope-
ron, cadificando un 11.122 y una proteina 57, 956-Da, La traduccidn de la-
secuencia de Tos aminodcidos mostrd un alto grado de homogenicidad con --
las secuencias conocidas para el HSP-60 de varias especies de bacterias,-
as? como en las secuencias de los humanos y de las plantas, Usando las se-
cuencias de los nucledtidos, los fragmentos de los genes que fueron clona-
dos dentro del plasmidio pGEX para la expresion como la fusién de las ---
proteinas consistiendo de glutation S-transferasa y las porciones pepti--
dicas de 1a chlamydia HSP-60 de los antigenos identificados se confirmé -
por un inmunoblot con suero de -onejo anti HSP-60, y el suero de 1os pawe-
cientes que fueron previamente protegidos y no reactivos ‘para la chlamy--
dia nativa HSP-60 pero que tuvieron titulos altos de antichlamydia. Los-
reconocidos epitopes HSP-60 pueden proporcionar una proteccidn para ---
aquellos pacientes con infecciones de Chlamydia t., que pueden desarrellar
secuelas, y ésto tambien es una herramienta para el estudio de 105 me~-=
canismos inmunopatogénicos de las enfermedades inducidas por Chlamydia(27)
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HWATERTAL Y METODOS

MUESTRAS CLINICAS.- Se evaluaron 60 pacientes que presentaron conjunti---
vitis folicular, basados en la clasificacidn de Mc. Callan (28), de ambos-
sexos., Mayores de 15 afios, a los cuales se les tomd una muestra con isopo
para tincidn con Inmunofluorescencia, (29) (30) previo a haber anestesia-
do localmente con clorhidrato de proparacaina al 5% en forma de gotas ---
oftdlmicas, de 1a canjuntiva tarsal superior e inferior extendiéndose en -
una laminilla que se fijé con methanol 8.5 ml, y otra muestra que se tomd-
con hoja de bistur{ nimero 15 de la conjuntiva tarsal superior.e inferior-
y dicha muestra se colocd en una laminilla Ta cual solo se sometio para -
valoracidn de Giemsa (31) (32). Se tomb una muestra de sangre para detec
tar la presencia de Acs, anti chlamydia en sangre por metodo de ELISA -~
(33) (34) (35).

TECNICA DE TINCION PARA CHLAMYDIA SEGUN GIMENEZ.-

1.- Fijar con el color.

2,-  Tefiir con la solucidn de trabajo de Fuchsina por 1.5 min,

3.- lavado con agua de la 1lave,

4.~ Tincidn con la solucidn verde de Malagquita por 6 o 9 min.

5.- Lavar con agua.

6.~ Las Chlamydias y los cuerpos de inclusidn aparecen de color rojo en-
fondo .'verde, cuya presencia se considerd como positiva.

TECNICA DE LABORATORIO PARA LA DETECCION DE CHLAMYDIA TRACHOMATIS POR ME--
DIO DE INMUNOFLUORESCENCIA.- Se realizé mediante la toma de la conjunti-
va tarsal superior e inferior a traves - de un isopo y se colocd la muestra
sobre de una laminilla, fijandose con metanol, y se le agregaron anti----
cuerpos fluorosceinados que se incubaron a 35 grados C. durante 30 minutos
al cabo de Tos cuales se colocd un cubre objetos y se examing a 200 y 400-
de poder.por campo, con microscopio fluorescente, evaludndose 1a presencia
o ausencia de los cuerpos elementales, cada laminilla fué examinada consi-
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derandose como positivos por la presencia de cuerpos elementales y los -~
cuales tenfan un borde marcado en forma de disco verde fluorescente. (36)-
(37) (38).

TECHIA DE ELISA.- Se depositd 10 1 del suero de cada paciente dentro --
del pozo & compartimento A, colocando la tarjeta del inmunocomb desde el
compartimento A hasta el comaprtimento E.

En el compartimento A se 11levé a cabo la reaccién de Ag-Ac por espacio-
de 10 minutos.

En el compartimento B se efectud lavado por 2 minutos.

En el compartimento C dilucion de Acs. Anti 1gG conjugados con fosfatasa-
alcalina.

En el compartimento D y £ Tavado por dos minutos en cada uno,

En el compartimento F conteniendo nitro azul de tetrazolium (NBT) y 5-bro-
mo-4-cloro-3-indoli) fosfato (BCIP).

Se interpretaron como valores positivos los titulos arriba de 1:64 de ---
acuerdo a 1a lectura de la densidad del color de los spots obtenidos en la
tarjeta de! fnmunocomb (39} - (40).
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DI s¢cuUusi1oN

En el presente estudio se compararon difernetes métodos, con el obje-
to de evaluar un método mis idoneo para la identificacién de la Chlamydia-
trachomatis, la técnica de Giemsa tiene como ventaja su simplicidad del --
proceso, particularmente porque se utiliza un microscopio de luz y resulta
de bajo costo, su desventaja es la pobre sensibilidad por 1o que es de ---
poco valor diagndstico en 1a infeccidn por Chlamydia.

Con los métodos de ELISA y de Inmunofiuorescencia se requiere una ma
yor infraestructura y resultan de mayor costo, pero son de gran utilidad-
para ser aplicados en poblaciones de pacientes que acuden al servicio--
de consulta externa,

De los 60 pacientes que se estudiaron se encontrd que un 60% no ----
presentaban alteracidn -.genitourinaria, y que seguramente la via de “---
transmisidn era debida a fomites, que bien pudieron ser el empleo de cos--

méticos, d otras forma  tépicas de contaminacidn.
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CONCLUSTIONES

1.~ Podemos decir que es de gran utilidad el utilizar como método--
de diagndstico en la conjuntivitis folicula a la inmunofluorescencia, el -
cual es ficil de efectuar en su toma y en su procedimiento.

2.- De los pacientes que resultaron positivos por el métode de ----
inmunolfuorescencia y cuya ELISA fué negativa, -nos indicdé que su trans--
misidn fué por fomites,

3.- No todos los pacientes que presentaban conjuntivitis folicular --
tenian como agente causal a la Chlamydia trachomatis.

4,- Hacemos énfasis en que NO resulta de alto costo el procedimien---
to de Inmunolfuorescencia, y que a pesar de tener presente que existe el -
factor de erro humano en la lectura del procedimiento, es un método muy --
accesible para realizarse en un laboratorio adecuado.
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Se evaluaron 60 pacientes de los cuales 32 correspondieron al sexo --
femenino, con una edad media de 34.6 + - 10.3 y 28 del sexo masculino con-
una edad media de 31.6 + - ‘9.6 {Fig.1)

De Tos cuales se encontraron 37 pacientes positivos por inmunofluo--
rescencia a Chlamydia trachomatis, y los cuales se consideraron nuestro -
grupo de referencia, En 23 pacientes la causa de 1a conjuntivitis fué -~
debida a otros agentes (Fig. 2)

Por Giemsa se detectaron 29 pacientes positivos, que correspondieron-
al 48.33%, por el método de ELISA 24 pacientes positivos (40%) y por el -
método de Inmunoflucrescencia 37 pacientes (61.67%) (Fig 3)

Los hallazgos oftalmolégicos mds relevantes en la exploracién ----
fueron:  Secrecitn (0D:32.5% 0I:34.17%), Hiperemia bulbar (0D:36.7%-
01:30%), foliculos conjuntivales en el tarso superior {0D:43.3% 01:47.5% )
foliculos conjuntivales en el tarso inferior (0D:40.8% 0I:33.3%), pannus-
(0D:39.17% 01:35%) (Fig, 4)

La sensibilidad del método de Giemsa fué del 64.9% y la especificidad
fué del 78.3% considerando como método de referencia al de Inmunofluores--
cencia. '

La sensibilidad para el método de ELISA fué del 48.6% y la especifi-
cidad fue“del 73.9% tambien considerando como método de referencia el de -
Inmunofluorescencia.

Se obtuvo una incidencia de -los casos reportados en aproximadamente-
1 000 pacientes por afio que acuden con diagnostico de conjuntivitis y de-
estos que corresponden al tipo folicular de 22 para Giemsa, 18 por el -
método de ELISAy 28 por Inmunofiuorescencia.
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OTROS AGENTES CAUSALES EN LA
CONJUNTIVITIS FOLICULAR
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AGENTE

R cAsOS FOSITIVOS

- FIGURA 2 -



EXAMENES DE DIAGNOSTICO
COMPARACION DE RESULTADOS (+) VS (-)
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ELISA INMUNGFLUGRESCENCIA

DIAGNOSTICO

PROP. DE CASO3 (+) PROP. DE CAS0S (-)

AGENTE CAUSAL: CHLAMYDIA TRACHOMATIS

- FIGGRA3 -~



RESULTADOS DEL. EXAMEN CLINICO
SERVICIO DE OFTALMOLOGIA

EXAMEN CLINICO

0JO DERECHO  [Z7Z) 040 IZQUIERDO

DETECCION DE CHLAMYDIA TRACHOMATIS

- FIGIRA 4 -
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