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RESUMEN. 

Chlamydia trachomatis es el agente causal de diversos padecimientos a nivel 

ocular, genital y pulmonar. Para su diagnóstico se emplean diversos métodos 
entre los cuales se encuentran el cultivo de lineas celulares. la 

inmunofluorescencia dlfecta. la técnica de ELISA y recientemente la reacción 

en cadena de la polirnerasa (PCR)_ El método de referencia es el cultivo de 

células McCoy, sin embargo existe la ev1denc1a de que otras hneas celulares 

son susceptibles a la 1nfecc16n por Chlamyd1a trachomatls El ob1et1vo de este 

estudio fué evaluar la sens1b1hdad y la espec1fic1dad. de las células U-937 en el 

diagnóstico de 1nfecc1ones por clam1d1a. así como la utilidad que pueden tener 

estas células para futuras 1nvestigac1ones sobre la evasión de tos mecanismos 

de la fagoc1tos1s y bactenc1das por parte de Chlamyd1a trachomat1s Las células 

U-937 fueron inoculados con muestras de aspirado bronquial, raspado 

cervicovaginal y raspado uretral. así como con cepas tipo de Chlarnyd1a 

trachomat1s (ATCC) productoras de 1anfogranuloma venéreo y tracoma. Los 

resultados demostraron que las cepas tipo (ATCC) crecieron dentro de las 

células U-937. sin embargo et linfogranutoma venéro creció me,or que la cepa 

de tracoma. El empleo de muestras clin1cas de aspirado bronquial y raspado 

uretral sobre tas células U-937, mostró que estas células presentan una 

sensibilidad del 0°.ID para ambos tipos de muestra y una espec1f1c1dad del 100º.ID 

y 94.7°/o respectivamente Para el raspado cervicovag1nal la sensibilidad 

obtenida fuá del 25°/o y la especificidad fué del 92.0º.ID. En conclusión la linea 

celular maCf"ófago monocítica U-937 no es apropiada para el diagnóstico de 

Chlamydia trachomat1s Por lo que tas células McCoy siguen siendo el 

''estándar de oro.. para el d1agnóst1co de infecciones por Chlamyc:Jia 

trachomatis. 
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INTRODUCCION. 

Los miembros de la fam1ha Chlamyd1aceae son bacterias gram negativas, 

intracelulares obligadas. Chlamyd1a trachomat1s es un agente causal 

importante en las infecciones de transmisión sexual 

La prevalencia de Chlamydta trachornatis en México es del 4 a 10 ºAt (1) de 

los cuales se estima que el 4°AJ son pacientes asintomáticos. La detecc1on 

de estas 1nfecc1ones es importante para reducir las complicac1ones 

ginecológicas 

Las pruebas de laboratorio son necesanas para la detección de 
infecciones asintomáticas producidas por Chlamyd1a trachomatis y así poder 

dar un tratamiento rápido y adecuado 

El aislamiento de esta bacteria en cultivo celular está considerado como el 

método de laboratorio más sensible y especifico, en comparación con otros 

métodos como: la inmunofluorescenc1a directa y la reacción en cadena de la 

polímerasa (PCR), además de que el cultivo celular puede ser emplt!ado 

cualquier tipo de secresión sin que se d1sm1nuya de forma aparente la 

replicación del m1croorgarnsmo 

El cultivo en células McCoy, interpretado por anticuerpos monoclonales 

anti-clamidia marcados con fluoresceina es considerado como el ••estándar 

de oro•• (2>. pero para ello se requiere de ciertos tratamientos químicos 

(Oextran, poli-L-llsina) que promuevan la penetración de los cuerpos 

elementales (3), lo que motiva se sigan investigando lineas celulares que no 

requieran de un tratamiento especifico para la recuperación de cuerpos 

elementales. 

Existe evidencia de que Chlamydia trachomat1s puede infectar y crecer 

dentro de monocitos y macrófagos, estas células pueden actuar como 
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reservorios y vehiculos para la diseminación en el huésped infectado por lo 
que este tipo de células podrian ser utilizadas tanto en el diagnóstico, como 
en los mecanismos de evasión que presentan esta bacteria para poder 

sobrevivir en estas células 

La linea celular macrófago monocitica U-937 es susceptible a la infección 
por Chlamydia trachomatis y C. pneumon1ae (4) y por lo que es importante 

conocer la sensibilidad y especificidad de estas células a muestras clínicas, 

que comunmente son empleadas en el diagnóstico de infecciones genitales 
y en infección respiratoria del recién nacido. 

2 



MARCO TEOAICO. 

El género Chlarnydia se caracteriza por ser una bacteria Gram negativa 

intracelular obligada, que sobrevive tanto en células epiteliales como células 

fagociticas, consta de cuatro especies: 

1) Chlarnydia trachomat1s Es responsable de importantes enfermedades 

en el ser humano, su único hospedero natural. Entre las que destacan el 
tracoma, conjunt1v1t1s de inclusión en adulto y recién nacido; uretritis y 

cervicit1s no gonocóc1cas, neumonía 1nfant1I. l1nfogranuloma venéreo. <5> 

2) Chlarnyd1a ps1ttaci. Tiene como huésped natural a cerca de 130 

especies de aves. Apartir de estos reservonas, C. PSJttBCI puede causar 
infección en el hombre, la llamada psitacosis; es además responsable de 

varias enfermedades en mamiferos no humanos como neumonía, 
encefalitis. conjunt1v1t1s. enteritis, abortos y pol1oartntts (5) 

3) Chlamydia pneumoniae (TWAR) Se ha establecido como la causa más 
importante de infección respiratoria en humanos, se ha informado que el 

10ºh de los casos de neumonia en adultos es causada por esta cepa de 
clamid1a. (6) 

•> Chlamydia pecorum. Recientemente propuesta por Fukushi e Hirai Es 
una especie aislada de rumiantes m. a la cual aún no se le ha descrito el 

tipo de padecimiento que produce. 

El ciclo de replicación involucra dos formas d1st1ntas del microorganismo: 

a) Una forma infectante adaptada a la vida extracelular. llamada cuerpo 
elemental (CE) con un tamarao aproximado de 0.2 a 0.4 mm. Tiene una 

pared rígida, conferida por extensos enlaces disulfuro entrecruzados por la 

proteína mayor de membrana externa y por dos proteinas ricas en cisteina: 

la proteína de envoltura de 60 KDa y la lipoproteína de membrana exterior 
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de 12 KDa. La integridad estructural de los cuerpos elementaJes le confiere 
resistencia a los factores ambientales, lo que les permite sobrevivir después 
de la lisís de la célula huésped y durante el subsecuente tránsito de célula a 

célula como de huésped a huésped 

b) Un cuerpo inicial o ret1culado (CR) que constituye la forma intracelular y 

reproductora. mide de 0,6 a 1 O mm Es metabóhcamente activo. sintetiza 

ADN, ARN y proteínas. Son menos rig1dos.a comparación con el CE son 
formas altamente lábiles que no sobreviven fuera de la célula huésped (8) 

Las paredes celulares de las clam1d1as son muy análogas en estructura y 
composición a las paredes de las bactenas Gram negativas. están 

compuestas de fosfolipidos y proteína en un 70-75ºk. se componen además 
de un pol1sacándo ácido de alto peso molecular, el ácido 2-ceto-3-
desoxioctano1co, que corresponde al antigeno especifico de grupa. 
Contienen una hemaglut1rnna y la proteína mayor de membrana externa que 

mantiene la barrera de permeabilidad y la estabilidad osmótica de los 
cuerpos elementales La pared celular del cuerpo reticular d1f1ere del cuerpo 

elemental en que los pept1dogl1canos no están ligados por uniones 
peptidicas. esto puede permitir un aumento en la permeabilidad del cuerpo 
reticular, y por tanto el ATP puede atravesar. <S> 

Las clamldias no tienen colesterol en su pared celular. tienen cantidades 

grandes de lipidos, carboh1dratos y solo pequenas porciones de ácidos 
nucleicos Contienen ARN y ADN, este último en el cuerpo elemental se 

localiza en el nucleo1de, como un círculo doblemente trenzado y enrrollado 
<S>. El material nuclear es menos electrodenso en el cuerpo inicial que en el 

elemental. La relación guanina-c1tosina es aproximadamente de 45º.k para 

ChlamycJ1a trachomatis y de un 40°.k para C. ps1ttac1. El tamaño del genoma 
es cercano a 980000000 daltons. el cual equivale a una tercera parte del 
genoma de E. coh. (9) 
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Todas las clamidias poseen un antígeno polisacárido que es estable a 

1 OQD C por 30 minutos y es detectado mediante ta prueba de fijación del 

complemento. La porción inmunodominante de este antígeno es el ácido 1 -

ceto-3--desoxioctanoico, que es característico de la región ··core" del 

glicopolisacárido bactenano de Gram (-). (5) 

El sitio del antígeno género-especifico, espec1e-específ1co, subespecie­

específico es, aparentemente la proteína mayor de membrana externa. 

Estos antígenos tienen un peso molecular de aproximadamente 40,000 

daltons, y son el conslltuyente mayor de la membrana externa del cuerpo 

elemental. Se han demostrado vanos pohpépt1dos espec1e-especif1cos y 
subespecie-específicos con diferentes pesos moleculares en la superficie de 

las clamidias. 

La afinidad que demuestra Chlamyd1a trachomat1s hacia el ep1tel10 genital 

y ocular, y la que tienen Chlamyd1a ps1ttaci y C. pneumoniae hacia el epitelio 

respiratorio se debe a que la célula huésped eucanót1ca posee 

microfilamentos en su membrana que sirven de receptores para las 

clamidias. Este organismo. una vez que ha logrado la fusión con su 

receptor. penetra a la célula por un proceso de endoc1tos1s (fagoc1tos1s), no 

hay evidencias de que exista un sistema de transporte activo que utilice el 

ATP. Las clam1d1as de algún modo, aún desconocido. son capaces de 
inducir su propia endoc1tos1s. (5) 

La ingestión del cuerpo elemental se acompaña de la pérdida de su 

cubierta con el correspondiente reblandecimiento de la pared celular. 

Aproximadamente, 2.5 horas después de que la bacteria fuá fagocitada. el 

cuerpo elemental se reorganiza para dar lugar al cuerpo reticular entrando 

en una fase no infectiva. La presencia de la particula infectante dentro del 

fagosoma no se acompaña de fusión con los lisosomas como sucede en el 

proceso normal de fagocitosis. Este fenómeno es dirigido por la clam1dia 

como se ha demostrado con la ingestión de clam1d1as muertas por 

calentamiento en donde si ocurre la fusión de los lisosomas. Los cuerpos 
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e\ernenta\es pennanecen en una vacuo\a rodeada por una membrana 

derivada de ta célula huésped que los protege de \a acción de \a tisozima. 
Sin perder su individuahdad, los cuerpos e\ementa\es aumentan de tamaño 

para formar e\ cuerpo reticular que es metabóhcamente activo 

Durante esta fase existe una intensa producción de ARN por la particu\a 

El ARNm se produce en e\ AON c:romosómico usando una pohrnerasa de 
ARN que depende del AON contenido en el cuerpo elemental El ARNt y el 

ribosomal también están presentes en el cuerpo elemental. Este proceso 

toma de 7 a 10 horas. tiempo durante el cual el fagosoma se mueve en 
dirección centrípeta hacia el núcleo de la célula huésped. El cuerpo reticular 

ya fof"mado empieza a experimentar una hsión binaria para fonnar más 

corpúsculos. El tiempo de generación es de 2~3 horas A medida que se 

incrementa el número de corpúsculos, \as inclusiones aumentan de tamaf'lo 
para formar \a característica manta semilunar al rededor del núcleo de la 

célula húesped. 

En esta etapa Chlamydia trachomat1s deposita una matnz de glucógeno 
responsable de la tinción marrón de la inclusión cuando se aplica yodo. 

Doce horas después de que se estableció la infección, se pueden observar 
hasta 16 cuerpos reticulares dentro de la vacuola c1toplasmática: este 

proceso continúa hasta que la célula tiene una gran población de cuerpos 

reticulares. Después de 10-15 horas. et AON vuelve a S8f" detectable. Esto 

corresponde a la condensación de los corpúsculos iniciales de 800 nm 
hasta 300 nm paf"a producir \os cuerpos elementales. Asi gradualmente 

todos los cuerpos reticulares que son reemplazados por cuerpos 

e1ementa\es. A las 36 o 48 horas posteriores a \a infección, las inclusiones 

maduras pueden liberar a los cuerpos elementales infectantes. Se produce 
la rotura de la célula huésped después de un proceso secuencial de lesión 

de la membrana y se completa el ciclo de crecimiento de las clam1dias.<2l 

Los serotipos de Chlamydia trachomatis asociados con el tracoma 

endémico (A, B. Ba, y el compte¡o C.), infectan preferentemente las células 
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de la mucosa epitelial, en contraste con los serotipos del linfogranuloma 
venéreo (LGV) que infectan principalmente las células macr6fago­
monociticas de los nódulos linfáticos. causando infecciones sistémicas. (10) 

Entre los diversos efectos patológicos de las clamidias. hay ev1denc1a de 
que las infecciones producidas por clam1d1a ocurren en monoc1tos y 

macrófagos. Esto es, que probablemente los fagocitos mononucfeares 

juegan un papel importante en Ja persistencia de las infecciones crónicas 

producidas por clamidia y actúan como reservones y vehículos para la 

diseminación en el huésped infectado. 

La capacidad de los serotipos del LGV y la incapacidad de los serotipos 
de tracoma para sobrevivir en los fagocitos mononucieares puede ser un 

factor importante para las diversas patologías manifestadas por cada 
serotipo.(4) 

En 1978, Kuo (10) describe par primera vez un sistema de cultivo de 

Chlarnydia trachornat1s sobre macrófagos peritoneales de ratón, así como el 
análisis de varios factores que pueden afectar el crecimiento de este 

microorganismo; tales como el empleo de DEA-dextran, centrifugación, 

concanavalina A, citochalasina B, ciclofosfamida e hidrocortisona. 

Kuo expuso que los macrófagos activados con tioglicolato podian ser 

infectados por cepas oculogenitaJes de Chlamydia trachomatis productoras 

de tracoma (B/TW-5/0T). El observó que, la cepa de linfogranuloma 

venéreo (L2/434/Bu) crecía mejor que la cepa de tracoma. Sin embargo, el 
porcentaje de cuerpos de inclusión y de cuerpos elementales encontrados 

dentro Jos macrófagos era muy pobre. Esto sugiere, que posiblemente la 

mayoría de los cuerpos elementales fagocitados están imposibilitados para 

crecer y desarrollarse, lo que demuestra que algunos mecanismos 

bactericidas que poseen los macrófagos son capaces de eliminar un 
porcentaje alto de cuerpos elementales. En 1967 Register y cols. (11), 

demostraron que los leucocitos poltmorfonucleares de humanos al ser 
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inoculadas con cuerpos e1ementa\es de clam1d1a eran capaces de destn.Jir 

entre el 80 y et 95% en un lapso de 10 horas, lo cual pone de manifiesto que 

este microorganismo es susceptible a tos mecanismos bactencidas de tos 

leucocitos pohmortonucleares. Dentro de los sistemas bactenc1das que han 

sido descritos como los 1tm1tantes en el desarrollo de infecciones por 

clamid1a podemos citar e\ sistema de m1eloperoxidasa y a la hsoz1ma, sin 

embargo es importante mencionar que los macrófagos carecen del sistema 

de mieloperoxidasa, lo que lleva a la pregunta de que s1 este hecho fac1hta 

el crecimiento de tas clam1dias dentro del rnacrófago 

En 1992 Guerra y colaboradores (12) 1nvest1gan la sens1b1hdad y 

especificidad de los macrófagos pentoneales de ratón de la cepa NIH. para 

e\ diagnóstico de esta enfermedad, empleando muestras de aspirado 

bronquial y ceNicovag1nales. Los resultados mostraron que estas células 

tienen una sensibilidad del 55ªA> y una espec1fic1dad del 96ªk, concluyendo 

que posiblemente este microorganismo presenta diferentes factores de 

virulencia y la suscept1bihdad de infección los MPR dependen del tipo de la 

cepa de ratones que se emplee. 

Posteriormente, Numazaki y cols. en 1995 (.t) investigaron la capacidad de 

la linea de células macrófago-monocitica U-937. para infectarse asi como la 

expresión de antígenos de supeó1cie con cepas puras de Chlamyd1a 

trachomat1s y Chlamyd1a pneumon1ae. Los resultados sobre la expresión de 

antígenos de superficie tales como CD3, CD4, CDS, CD45RA. CD11 b, HLA­

DR y C033 en células infectadas con Chlamyd1a trachomat1s mostraron que 

7 días después de la infección había una disminución en el porcentaje de 

células que expresaran los marcadores CD4, CD45RA. C011 b y CD33. Otra 

observación interesante fué que en el dia cuatro después de la infección, 

hubo un aumento en el porcentaje de células con el marcador C04, en 

comparación con el grupo de células no infectadas, así como un 

restablecimiento en el porcentaje de células CD33 positivas. Sin embargo, 

estos autores desconocen si la inhibición en la expresión de estos 

marcadores está en función a la cantidad de microorganismo endoettado. Ya 
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que las células U-937 comparten varias funciones características de los 

monoblastos y monocitos inmaduros pueden ser inducidas para que se 

diferencien en células fagociticas. ellos exponen que es necesano cierto 

grado de diferenciación para que se produzca la infección por Chlamyd1a 

trachomatis. 

La linea celular monocitica humana U-937 fué establecida en 1976 por C. 
SundstrOm y K. N1lsson (13) de células malignas obtenidas de una efusión 

pleural de un hombre caucásico de 37 años de edad con linfoma h1st1ocitico 

difuso. 

Son células de tipo monocitoide, con un diámetro entre B.1 y 16.9 µ,de 

forma redonda ovoide, el núcleo es irregular, lobulado y grande en la 

mayoría de las células. El retículo endoplásmico es escaso y muestran 

pequet'\as mitocondrias hinchadas, el aparato de Golgi está bien 

desarrollado. Son células no adherentes que crecen como células únicas en 

suspensión sin necesidad de agitar. Requieren de un medio de cultivo 

completo como el F-10 o el RPMl-1640 suplementado con suero fetal de 
bovino_(13) 

Las células U-937 pueden ser un modelo útil para investigar los 

mecanismos por los cuales Chlamydia trachomatis penetra a la célula y los 

mecanismos para inhibir la fusión fagolisosoma, ya que estas células 

muestran una débil capacidad fagocitica que es de aproximadamente de un 

20%. Además de que son células inmaduras, sin embargo, estas células 

tienen la capacidad de producir lisozima, la cual puede ser sintetizada y 
secretada al exterior_ (13), lo que podría ser un mecanismo para inhibir el 

crecimiento de Chlam_vdia trachomatis. 

A pesar de todos estos datos se desconoce la susceptibilidad, sensibilidad 

y especificidad de las células U-937 a la infección por Chlamydia 
trachomatis, por lo que es necesario conocer estos parámetros para futuras 
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investigaciones sobre el papel que tienen los fagocitos mononucleares en la 
patogenia de infección por Chlamydia trachomatis. 

Por otro lado, es de importancia seguir buscando lineas celulares que 
sean más susceptibles a la infección por Ch/amydia trachomatis debido a 
que actualmente las lineas celulares que se emplean en el diagnóstico de 
esta enfermedad requieren ser tratadas pt""&viamente con sustancias 
químicas (Dextran, poli-L-hsina, etc) que permiten que las células sean 
susceptibles a la infección por esta bacteria. P>. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Ef estudio sobre Chlarnydia trachornat1s es relevante ya que esta bacteria 

es causante de enfermedades genitales y oculares de alta prevalencia a 

nivel mundial. Un alto porcentaje de pacientes con infertilidad o esterilidad 

se han asociado con la infección por C trachomatis. y de las cuales el 9 2% 

fueron pacientes as1ntomáticas.C14) 

Se ha sugerido que la infección por clam1d1a durante el embarazo puede 
producir endometrit1s post-parto y mortalidad perinataf 

Por otro lado, se ha observado que los hiJOS de madres infectadas pueden 

adquirir la infección al momento del parto debido al contacto con las 

secreciones cervicovaginales. Aunque no se ha demostrado totalmente, 
también se ha sugendo que ciamid1a puede atravesar las membranas 

fetales antes del parto, otra posibilidad es que exista una ruptura prematura 

de membranas fo que puede provocar que estos neonatos muestren alto 

riesgo de desarrollar conjuntiv1hs de •nclusión, neumonía, otitis media y 

bronquiolitis. 

La prevalencia por Chlarnydia trachornatis en muJeres que acuden a una 

clínica de enfermedades de transmisión sexual es de 9°4. mientras que en 

población abierta se ha descrito que fa prevalenc•a es del 4%.C1J 

Recientemente se detectó una prevalencia por Chlarnyd1a trachomatis del 
10% en pacientes embarazadas.C15) 

Debido a las infecciones que produce Chlamydia trachomatis provoca la 

necesidad de tener métodos de diagnóstico de mayor sensibilidad y 
especificidad. 

Actualmente los métodos de diagnóstico disponibles son caros. lentos y 
que requieren de técnicos especializados; estos factores pueden en un 
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momento dado restringir tanto a 1os laboratorios como al número de 

muestras que estos pueden procesar. 

En general tos métOdos se pueden d1vid1r en dos grupos· 

1) Aquellos que detectan el antígeno bacteriano. 

2) Los que detectan anticuerpos producidos en contra de la bacteria 

(sernlógicos). 

Hasta el momento. el método de elección considerado como el "estándar 

de oro .. es et cultivo en células McCoy, interpretado por ant1cuerpos 

monoclonales ant1-clamid1a marcados con fluorescetna. (2) 

La sensibilidad de técnicas directas como la citología, empleando la 

inmunofluorescencia se ha descrito que tiene una sensibilidad del 70º"- y 
una especificidad del 73°~ (16). 

Los métodos de biología molecular al parecer muestran una sensib1hdad y 
especificidad del 1 00% siempre y cuando se empleen muestras de orina y 

raspado uretral ya que cuando se emplea raspado cervicovag1nal la 

sensibilidad disminuye hasta un 95º"-· Sin embargo, se ha descnto que el 

grupo heme presente en este tipo de muestras puede producir inhibición de 

la prueba de PCR dando falsos negativos. y par tanto disminuye la 
sensibilidad.(17) 

Una ventaja del cultivo celular, es que se puede emplear cualquier tipo de 

secreción, sin que disminuya de forma aparente 1a replicación del 
microorganismo, por lo que aún se considera el ••estándar de oro•• para el 

diagnóstico de Chlamydia trachomatis. A pesar de esto. et cultivo de células 

requiere de ciertos tratamientos químicos que promuevan la penetración de 

los cuerpos elementales. Esto es complicado, teclioso e inespecífico. por lo 

que se han seguido investigando nuevas lineas celulares que permitan la 
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recuperación de una buena cantidad de cuerpos elementales sin que estas 
sean tratadas previamente con sustancias químicas. 

Los macrófagos pueden ser una linea celular adecuada debido a que son 
células fagociticas profesionales. Las células U-937 son susceptibles a la 
infección por Chlamyc:lia trachomatis y C. pneumoniae. es importante 
conocer la sensibilidad y la especificidad de estas células cuando se emplee 
en muestras clínicas_ 
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011.JETIVO GENERAL 

Evaluar Ja sensibilidad y especificidad de la linea macrofago monocitica 

U-937 para el diagnóstico de Chlamydia trachotnatis. 

OB.IETIVOS ESPECIFICOS. 

Establecer las condiciones de cultivo de la linea celular U-937 para el 

diagnóstico de Chlatnydia tracho111atis. 

Comprobar que las células U-937 tienen Ja capacidad de ser infectadas 

por las cepas tipo de Chlarnydia trachomatis productoras de Linfogranuloma 

venéreo y Tracoma. 

Evaluar la sensibilidad y espectficidad de la linea celular U-937 con 
respecto a las células McCoy para el diagnóstico de Chlamyclia trachomatis 
en muestras clínicas de recién nacidos con neumonía. mujeres con 
infecciones cervicovaginales y/o con esterilidad y de hombres con 
ínfecciones uretrales y/o con esterilidad. 



HIPOTESIS. 

La linea de macrófagos U-937 es susceptible a la infección por Chlarnydia 

trachomatis. por lo que deben presentar una sensibilidad y especificidad 

mayor del 85% con respecto a las células McCoy. 
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DtSEf(IO DE INVESTIGACIÓN. 

TIPO DE ESTUDtO. 

El tipo de estudio realizado es prospectivo, comparativo, transversal. 
observacional, en un perído de estudio de diez meses. 

POBLACION. 

Fueron analizadas 100 muestras en total: 21 muestras de aspit"ado 

bronquial provenientes de naonatos atendidos en la unidad de cuidados 
intensivos neonatales (UCIN); 58 muestras de raspado cervicovag1nal de las 
cuales 26 provenlan de pacientes atendidas en la clínica de enfermedades 
de transmisión sexual (ETS) (grupo 1) y 32 de pacientes con esterilidad 
(grupo U); 21 muestras de raspado uretral, 22 provenientes de la ciinica de 

ETS (grupo 1) y 19 de pacientes con estenlidad (grupo ti). Las muestras 

fueron colectadas de octubre de 1995 a julio de 1996. 

VARIABLES. 

VARIABLE DEPENDIENTE: Sensibilidad y especificidad de las células U· 
937 a la infección por Chlamydia trachomatis. 

VARIABLE INDEPENDIENTE: Células HeLa y McCoy. 
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CRITERIOS DE INCLUSION. 

A, Reci ... rMK:idos. 

Muestras de aspirado bronquial provenientes de naonatos atendidos en 
la unidad de cuidados intensivos neonatales (UCIN) de entre 1 y 72 días de 
nacidos los cuales en general fueron prematuros, con b&JO peso y 
diagnóstico de neumonía o sépsis. y en donde no se logró el aislamiento de 

agentes causales de infecciones respiratorias más frecuentes . 

.. , .. u ...... 

1. Las pacientes seleccionadas en este estudio fueron de la clínica de 

enfermedades de transmisión sexual que mostraban vida sexual activa, 

leucorrea de mal olor, prúrito, ardor vulvopenneal, disuria, dispareunia y 

signos como eritema, esconación, utcerac16n, edema vulvar y/o lesiones 
cervicales; y que además, no habían recibido tratamiento con antibióticos en 
forma sistémica o local. 

2. Las pacientes atendidas por esterilidad fueron mu1eres que no habían 

logrado el embarazo, en un periodo de tres ar'\os con relaciones sexuales 

intermitentes de por lo menos 24 meses y sin la utilización de 

anticonceptivos, además de que no mostraban leucorrea de mal olor, 

prúrito, ardor vulvoperineal, disuria, dispareunia y signos como eritema, 

escoriación, ulceración, edema vulvar y/o lesiones cervicales; y que 

además, no habían recibido tratamiento con antrbiót1cos en forma sistémica 
o local. 
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e,--. •. 
1. Las muestras de raspado uretral enviadas por la clínica de 

enfennedades de transmisión sexual provenían de pacientes con vida 
sexual activa con secreción uretral acuosa o mucopurulenta prunto uretral, 

sin síntomatologia de uretntis no gonococcica ni inflamación de ganglios 

linfáticos inguinales, además que no hubieran rec1b1do tratamiento con 

antibióticos en forma sistémica o local. 

2. Los pacientes atendidos por esterilidad eran hombres cuyas parejas 

no hablan logrado embarazo. con relaciónes sexuales intermitentes de por 
lo menos 24 meses y sin la utilización de anticonceptivos, ni datos en el 

número espermático. 

CRITERIOS DE EXCLUSION. 

Naonatos que estuvieran recibiendo antibióticos capaces de inhibir el 

desarrollo de Chlarnydia trachomatis. muestras contaminadas o con 
presencia de sangre, muestras que no hayan sido colocadas en el media de 

transporte 2SP, y que no hallan llegado al laboratDf'"iO 2 horas después de la 
toma del producto. 

a,Mu,leN9. 

Pacientes que estuvieran recibiendo tratamiento con antibióticos en forma 

sistémica a local, que se encontraran en periodo menstrual a la hora de la 

toma de muestra, muestras contaminadas, muestras que no hayan sido 
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colocadas en el medio de transporte 2SP. y que no hallan llegado al 
laboratorio 2 horas después de la toma del producto. 

Pacientes que estuvieran recibiendo tratamiento con antibióticos en forma 
sistémica o local. muestras contamidas, muestras que no hayan sido 

colocadas en el medio de transporte 2SP. y que no hallan llegado al 
laboratorio 2 horas después de la toma del producto. 
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MATERIAL. 

A) EQUIPO. 

-Campana de flujo laminar ........................................................ VECCO. 
-Centrifuga clínica ........................... INTERNATIONAL EOUIPMENT CO. 
-BombiÑSe vacío..... . ................................ VECCO. 
-Estufa de C02.... ....................................... . ........ LAB LINE. 
-Estufa de C02....... . ................................................. BELLCO. 
-Microscopio invertido para cultivo de tejidos................ . .. ZEIZZ. 

-Microscopio de epifluorescencia .......................................... IROSCOPE. 
-Vortex....... ... . . ........................ THERMOL YNE. 
-Mechero bunsen. 

-Botellas para cultivo de tejidos ele 25 cm2 ................................. COSTAR. 
-Cámara de Neubauer. 
-Cámara húmeda. 
-Cubreobjetos circulares de 13 mm del #1. 
-Gradilla. 

-Microplacas de 96 pozos fondo U para cultivo de tejidos ............ COSTAR. 
-Pipeta automática de 50-200 µI y de 200-1000 µl .................... FINIPIPETE. 
-Pipetas desechables de 1, 5 y 10 ml. ........................................... COSTAR. 
-Pipetas Pasteur de punta larga estériles. 

-Placas para cultivo de tejidos de 24 pozos ................................... FALCON. 
-Puntas para pipetas automáticas estériles................. .EPPENDORF. 

-Polizón desechable ..................................................................... COSTAR. 
-Portaobjetos. 

-Tubos para centrifuga de fondo cónico de 15 ml ........................ CORNING. 
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CJ REACTIVOS. 

-Agua biclest1lada. 

-Azul tripano. 
-Equipo de anticuerpos monoclonales anti-Chlamydia trachomatis dirigidos 

contra la proteína principal de membrana externa......... . ...... DAKO. 

-Medio cte cultivo MEM ....... ..GIBCO . 

-Medio de cultivo M-199 
-Medio de cultivo RPMl-1640 .. 

......... GIBCO. 

.. MICROLAB. 
-Medio de transpone para clamidia 2SP.(ver apéndice) 

-Metanol absoluto. 
-Solución salma balanceada de Hanks ... .GIBCO. 
-Suero fetal de bovino . ...... GIBCO. 
-Tripsina .................. . ................... GIBCO. 

DJ MATERIAL BIOLOGICO. 

-Cepa de Chlamydia trachomat1s serotipo Linfogranuloma venéreo 11 
(434) ..... ATCC. 

-Cepa de Chlamyd1a trachomatis serotipo Tracoma O (UW-3/Cx) .... ATCC. 
-Células HeLa-229 (CCL 2.1 ) ......................................... ATCC. 

-Células McCoy (CRL 1696)... . ................................. ATCC. 
-Células U-937 (CRL 1593).............. . ............ ATCC. 

-Muestras de aspirado bronquial de pacientes atendidos en el Instituto 

Nacional de Perinatologia, Hospital Infantil de Peralvilo y en er Hospital 

Infantil de México, además de raspado cervical y raspado uretral de 
pacientes atendidos en el INPer mantenidas en medio de transporte 2sp 
obtenidas por personal de estas instituciones. 
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METODOLOGIA GENERAL. 

1) TRIPSINIZACION DE CELULAS McCoy Y HeL•-229. 

A cultivos celulares confluentes que fueran mantenidos en botellas de 25 

an2.se les eliminó el mecho de cultivo, se lavaron dos veces con solución 

salina balanceada de Hanks y finalmente se adicionaron 3 mi de trips1na. 
Las botellas se incubaron a temperatura ambiente durante 60 segundos 
hasta que las células tomaran forma redonda (observación microscópica). 
en ese momento se eliminó la tnpsina y se agregaron 5 mi de medio de 
cultivo MEM (Medio Minimo Esencial) suplementado con 10% de suero fetal 

de bovino y antibióticos (ver apéndice). posteriormente a la botella se te d16 

un fuerte golpe en un costado para despegar a las células y formar una 
suspension celular que fué distribuida en botellas nuevas (pase 1 :2 o 1 :3), 

se adicionó medio de cultivo hasta completar un volumen final de 4 mi. Las 

botellas se incubaron a 37°C en atmósfera al 5% de C02 hasta obtener una 
monocapa celular confluente. 

Para la preparación de una microplaca de 24 pozos, una vez que fué 
eliminada la tripsina se adicionaron 13 mi de medio de cultivo y un mi de 

esta suspensión celular fué depositada en cada pozo de la microplaca a los 

cuales previamente se les había colocado un cubreobjetos del No. 1 de 13 

mm de diámetro. Posterionnente la microplaca se incubó durante 24 horas 

para la subsiguiente infección con muestras clínicas de los pacientes a 
estudiar. 

Cuando se emplearon células HeLa-229, se siguió el mismo procedimiento 
con el que se tripsinizan las células McCoy solo que se emplea medio 

M-199 en lugar de MEM. 
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•) INOCULACION DE MUEST-S CLINICAS Y DE Clt,.mydl• 
11'8Chom.tla SOBRE CULTIVOS DE CELULAS McCoy Y HeLa-229. 

Las muestras cllnicas y las cepas tipo de Chlamydia trachomatis fueron 
descongeladas y agitadas duf'"ante un minuto con ayuda de un vortex. 

A. una microplaca de 24 pozos ya preparada con células McCoy o HeLa, 
se te eliminó el medio de cultivo de los pozos y se adic1on6 a cada pozo 500 

µl de poh-L-lisina a una concentración de 10 µg/ml, postertonnente la 

microplaca se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente, pasado el 

tiempo de incubación se eliminó la poli-L-hs1na y se adicionaron 300 µI de la 

muestra clínica 6 100 µI de ta cepa tipo de Chlamyd1a trachomat1s por pozo, 

cada muestra fué colocada por duplicado, así como el control negativo. 

La microplaca fué centrifugada a 3000 rpm durante una hora a 

temperatura ambiente posteriormente, se eliminó el sobrenadante y se 

at\adi6 1 mi de medio M-199 suplementado con cicloheximida (1 µg/ml), 

SFB (10%) y antibióticos (ver apéndice). Se incubaron las microplacas a 

37oC en estufa de C02 durante 72 horas. 

Pasado el tiempo de incubación se eliminó el sobrenadante en 

condiciones asépticas y se fijaron las células adicionando 300 µI de metanol 

por pozo. Se recuperó el cubreobjetos y se realizó el diagnóstico mediante 

tinci6n con anticuerpos anti-clam1dia conjugados con fluoresceina. 
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111) INOCULACION DE CELULAS U-937 CON MUESTRAS CLINICAS 
PARA DETECTAR LA PRESENCIA DE Clll•"'Jfdla rr.cllomalls. 

Las muestras clinicas conservadas en medio de transporte 2sp se agitaron 

durante un minuto mediante un vortex. 

A una microp1aca de 96 pozos con fondo en U se le adicionaron 200 µI de 
cada una de las muestras, cada muestra se estudió por triplicado, se 
incluyeron como controles positivos las cepas tipo de Chlamydia trachomatis 
y como control negativo medio de cultivo. 

La microplaca fué centnfugada a 30CX> rpm durante 15 minutos, se eliminó 
el sobrenadante y se adicionaron 200 µl de una suspensión de células U-
937 a una concentrac16n de 5 x 1 o5 células/mi en medio de cultivo RPMl-

1640 suplementado con actinomicina O (1 1-1g/ml), SFB.(10º..b) y ant1bi6ticos 
(ver apéndice). Posteriormente la microplaca se centnfugó durante 8 
minutos a 1500 rpm. Por último, la microplaca se incubó durante 72 horas a 
37°C. en estufa con atmósfera de C02 al 5°~. 

Pasado el tiempo de incubación la microplaca se centnfugó a 1500 rµm 
durante 10 minutos, eliminando el sobrenadante. El botón celular se 
recuperó para realizar frotis, los cuales fuef'"on fijados con metanol para su 
posterior tinción eon anticuerpos monoclonales anti-Chlamydia trachomatis 
fluoresceinados. 



IV) DETECCIOl\I DE Clllamjfdla fT8r:ll<>nNlfi• POR INllUNOFLUOftESCENCIA.. 

Cada laminilla fué tet\ida con 25 µI de anticuerpos monoclonales anti­
Ch/amyclia trachomatis fluoresceinados_ Las laminillas fueron incubadas a 

teni.peratura ambiente en cámara húmeda durante 20 minutos. 
Posteriormente las preparaciones tueron lavadas durante un minuto 
empleando agua bidestilada, se eliminó el exceso de agua y antes de que 
secaran totalmente se at\adio una gota de liquido de montaje entre porta y 
cubreobietos.(11!1) 

Se examinó el área usando un microscopio de epif1uorescencia con 
objetivo de 1nmersi6n. 

Se consideró como muestra positiva cuando fueron observados al menos 
dos ClJerpos elementales o reticulares de color verde manzana brillante 

contrastado con el fondo por un color marrón-rojizo de las células en 
contratinci6n, (figura 1). 
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DIAGNOSTICO DE Cftl•nt-,dl• rr•c-,,..fl• POR CULTIVO EN CELULAS McCoy 
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DIAG-TICO DE Clt,_,,,,,,,,_ lr8C--fl• POR CULTIVO EN CELULAS U-1137 
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DISEj\jO ESTADISTICO. 

Se determinó la sensibilidad (S). la especificidad (E), el valor predictivo 

positivo (VPP) y negativo (VPN), potencia diagnóstica (PO). indice de falsos 

positivos (IFP) e indice de falsos negativos (IFN) de las células U-937 corno 

método de diagnóstico en comparación con ef 00estandar de oro ... 

L9 eenaibilict.d: corresponde a la capacidad de la prueba para identificar 
al microorganismo cuando esté presente en la muestra. 

La ...,.ciftcidlld: se define como la capacidad de la prueba para 
reconocer la ausencia del microorganismo cuando éste no está presente en 
la muestra. 

El v•lor predictivo positivo: es la posibifidad de que la muestra 
analizada sea positiva cuando el método de estudio la reporta COfTlO 

positiva. fa misma definición se aplica en el v.aor pnMtictivo nepttvo para 
muestras negativas.(19) 

La potenci• di-Unóatic•: es sinónimo de confiabilidad. 

La descripción matemática de estos parámetros se define como sigue: 



REFERENCIA 

POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL 

METODO POSITIVOS A B (A+B) 

APRUEBA NEGATIVOS e D (C + D) 

TOTAL (A+C) (B+D) (A+ B + C + D] 
, 

EN DONDE: 

A= TOTAL DE POSITIVOS POR AMBOS METODOS. 

B =FALSOS POSITIVOS POR EL METO DO A PRUEBA. 

C =FALSOS NEGATIVOS POR EL METO DO A PRUEBA. 

D =TOTAL DE NEGATIVOS POR AMBOS METO DOS. 



S = SENSIBILIDAD ~ S= (A/ (A+ C))s: 1ID 

E= ESPEClnCIDAD ~ E = (D I (B + D)) s: 111> 

VPP= VALOR PREDICTIVO POSITIVO VPP= (A/ (A+ 8)) x lllJ 

VPM =VALOR PREDICTIVO NEGATIVO VPN = (D I (C + O)) x lllJ 

PD = POTE"CIA DIAGNOSTICA PD= ((A+ D) I (A+ 8 +e+ D)xlllJ 



RESULTADOS. 

Se estudiaron 21 muestras de aspirado bronquial de recién nacídos que 
mostraron d1f1cultad respiratoria y sin aislamiento a los patógenos más 
frecuentes de neumonía en las células McCoy y HeLa para la búsqueda de 

Chlamydia trachomatis. 

Olez fueron de recién nacidos atendidos en el INPer, 9 del Hospital Infantil 
de Peralv1llo y 2 del Hospital Infantil de México. El porcentaje de muestras 
positivas fué 3 de 21 (14.3%) de las cuales una fué de Peralvillo y dos del 
INPer. la frecuencia de aislamiento fué del 0.11 y 0.2 respectivamente. 
(Tabla 1) 

Una transmisión vertical se evidenció en uno de los recién nacidos del 

INPer al demostrar que a ambos padres se les aisló Chlamydia trachomatis. 

La inoculación de estas muestras en células U·937, no detectó en ninguna 

muestra la presencia de infección por Chlamydia trachomatis. (Tabla 1) 
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DATOS CUNICOS Y DE LABORATORIO DE LAS MUESTRAS DE 

ASPIRADO BRONQUIAL 

DATOS CLINCOS - --- .. M 

MUESTRAS 10 9 2 

NEUlllONIA 3 

SEPSIS 

NEUllOMA-SEPSIS 8 5 

EDAD GESTAC10NAL (SEMANAS) 31 33.7 39 

-ECCIONES -TERNAS 5 6 

Cl..AMIDIA (CELUU.S llllcCoy) 2 o 
CLAlllOIA (CELULAS U-937) o o o 
'llo POSITNIDAD 20.0 11. 11 o.o 
FRECUENCIA DE AISLAMIENTO 0.2 0.11 o.o 

UAEAPLAS- negativo negativo negativo 

VSR negativo negativo negativo 

MICOPl...ASlllA negativo negativo negativo 
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B) ltAllPADO CERVICOVAGINAL. 

Se estudiaron 58 mueatras cervicovagina,es de las cuales 26 fueron de \a 
dinica eta enfermedades de transmisión sexual y 32 de ta de esterilidad. 
ht- fue<on inoculadas en c:61ulas McCoy, HeLa y U-937. 

Los resultados obtenidos en células McCoy y HeLa mostraron que 7 de 26 
muestras de pacientes de la cUnica de enfermedades de transmisión sexual 
fueron positivas. mientras que 1 de 32 pacientes con esterilidad fué positiva. 

k> que di6 un porcentaje de positividad del 27 y 3.1% respectivamente. 
(TM>la2) 

Al emplear las células U-937 se detectó la presencia de Chlamydia 
tnacnomatis en 3126 muestras de pacientes de la clínica de E.T.S. con una 
positividad del 11.5%; en tanto que en las muestras de pacientes de 

estenlidad se detectar-en 3 positivas (9.4%). (Tabla 2) 

TABl..A2 
PORCENTAJE DE AISLAMIENTO DE Clt#am)ldla lnlchom•fi• EN 
MUESTRAS CERVICOVAGINALES EN CELUl..AS McCoy Y U-937. 

~DECELULAS -Coy U-937 

PACIENTES E.T.S. ESTERILIDAD E.T.S. E.attRIUOAD 

No. llUE.STRAa 26 32 26 32 

No. MUESTRAS POS"1VA!a 3 3 

.. -.TNIDAD 27 3.1 i1.s 94 

FllE.CUENCIA DE Attll..AMIEHTO 027 0.03 0.11 009 
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C) RASPADO URETRAL. 

Se estudiaron 21 muestras de raspado uretral de pacientes varones que 
asistieron al INPer. 19 fueron pacientes de esterilidad y 2 de pacientes dtt la 
clinica de enfermedades de transmisión sexual. 

Los resultados empleando células McCoy y HeLa mostraron que 2119 

pacientes con esterilidad fueron positivos lo que representa el 10.52°.4 de 
positividad y una frecuencia de aislamiento de 0.1 O en pacientes con 

esterilidad, mientras que en pacientes de la clinica de E.T.S. en ninguno se 
aisló Chlamydia trachomatis. (Tabla 3) 

En las células U-937 solo se detectó la presencia de clamidia en una 

muestra de un paciente de esterilidad dando un porcentaje de positividad 

del5.3%. 

TABLA3 

PORCENTAJE DE AISLAMIENTO DE Ch,.mydl• rr.clrom.rla EN 
MUESTRAS URET-LES EN CELULAS McCoir Y U-937. 

Me Coy U-9:17 TIPO DE CELULAS 

PACIENTES E.T.S. ESTERILIDAD E.T.S. ESTERILIDAD 

19 2 19 

2 o 

.. POtalTNIDAD ºº 10 s 00 53 

FRECUENCIA DE AHILAMIENTO o.o 0.1 00 o.os 
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FIGURA t: Células MCCoy infectadas con diferentes serolipos de Ch/arnyc:Jla trachOmatls. 
•) Células McCoy no inoculadas (control negativo). b) Células MCCoy Inoculadas con 
Chlarnydia trachornatls productor de Linfogranuloma venéreo. e) Células McCoy inoculadas 
con Chlamydia tracholnalis productor de Tracoma. 
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SENSIBfLIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA LINEA CELULAR U-937 PA­
EL DIAGNOSTICO DE Chlemydlll ,,_,,_,, __ 

Para demostrar que la línea de células U-937 es susceptible a la infección 

por Chlamydia trachomatis. se emplearon dos set'"oripos de clam1dia 

(Linfogranuoma venéreo L2/434 y Tracoma 0/UW-3Cx). la capacidad 
infectiva de éstas dos cepas se evaluó mediante inmunofluorescencia 
directa con anticuerpos monoclonales contra la proteína principal de 

membrana extema. (Figura 2) 

Los resultados mostraron que las células inoculadas con el serotipo de 

tracoma presentaron una cantidad menor de cuerpos elementales e 
inclusiones en comparación con las células que fueron inoculadas con el 

serotipo productor de linfogranuloma venéreo, en este úlflmo serotipo se 

observó un mayor número de inclusiones y cuerpos elementales. Además la 

intensidad de la fluorescencia de las células U~937 infectadas con 

linfogranuloma venéreo fué mayor. en comparación con las infectadas con 
tracoma. (Fig. 2) 

En cuanto al empleo de muestras clínicas se observó que las células U-

937 fueron incapaces de detectar Chtamydia trachomatis en muestras de 
aspirado bronquial y de urerra (Tablas 4 y 6). mostrando una sens1b1fldad 
del 0%. mientra que fa especificidad fué del 100% y 94. 7% respectivamente. 
(Tabla 7) 

En el caso de muestras cervicovaginafes sólo 213 positivas correlacionaron 
dentro de las 8 muestras positivas por células McCoy (Tabla 5). lo que dió 
una sensibilidad del 25% y una especificidad del 92.0% (Tabla 7). 



FIGURA 2; Células U-937 mfeciadas con djferenles serotipos de Chlamydia trach0mat1s . 
• , Células U-937 no inoculadas (control negahvo). b) Células U-937 inoculadas con Chtamyc:lia 
trachomatis produdor de Ltnfogranuloma venéreo. e) Células U-937 inoculadas con Chtamydla 
lrachomatis PfOdudorde Tracoma. d) lnelusión de Chtamyd1a trachomat1s en célula U-937. 
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TABLA-• 

Ntma:RO Y PORCOfT A..fE DE MIJl:s'ntAS DI: ASPIRADO BRONQIJIAL QUE nJl:RON 
POSTnVAS Y/O NEGATIVAS PARA LA PRESn-ICIA. DE a..,._,._~ 
.... LEA.NDO INMIJl'CIOf1.,UORESCE'fCIA. SOBRE CU..VLAS u..n T -.e.y. 

C:U..IJLAS tJ..937' POR (+) 

INlill.INOfLUORESCE"llCIA (-) 

TOTAL 

• FALSOS Posrnvos 
••FALSOS NEGATIVOS 

MrC.1 POR llNllVNOn.UORESCl]'lllCIA .... , 
O(OJ)) O(OU)) • 

3(14.3).. 1•(95.7) 

3(14.ll) ••(85.7) 

TOTAL(,._) 

O(OD) 

21 (11111) 

21(1ml) 



TABLA-5 

~OYPORCE'CT~DElllJEST'RASDERASPADO~COVA.CINALQUEnJIR.ON 

POSl'nVAS YIO Pll:CA.TTVAS PARA LA PRESfl'llCIA DE ~ ~ 
~o ~Ol"LUOllEICEl'l'CIA. soeaa: CO..ULAS U-tt2'7 y .. c • .,. 

~C.y POR INMUPll01"1..UORISCE'llCJA 

.,_, -~) TOTAL~) 

CILULAS U-9'7 poa (+) 2(:11A) .. ~,,. 6(1•.3) 

11911.JNCH'LOORESCE"ICIA. (-) •(103)** 46 ('79.3) 92(119.65) 

TOTAL 8(13.8) -~.2) •(IDO) 

•FALSOS POmDVOS 
•• FALtlOS ftEGATIVOS 

39 



TABLA-6 

'NC1181t.O T POR.CINTA.JI: DE: llillJES"nlA.$ DE RA.SP ADO URE'l'ltAI. QUE IFU'Dt<>f'C 
POSITIVAS T/O NEGA.'TIVA.S PARA LA Pkt:sl:NCIA. DE OW~ ~_,.,. 
~LEANDO mMUNon..uoRESCE'llCIA SOBRE CU.tJLAS U-937 y .. CQ". 

MrC.,. POR INMIJNOFLUORl:sCl:J'tctA. 

+(-..r.) --) TOTAL(._,) 

CD.IJLAS U.93"7 POR (+) O(IUJ) 1 <••·· 1 ''ª> 
ll9Sll"Ol'LUOREICENCIA. (·) %el'.5) •• 18(95.7) 20(95.%) 

TOTAL 2(9.!0) ··-.!O) 21 (UID•) 

•W"ALSOS POSn'IVOS 
••wALsos .-:.GATIYDS 



VALOR PREDICTIVO POSITIVO Y VALOR PREDICTIVO NEGATIVO 

Se determinó el valor predictivo positivo y negativo de la linea celular U-
937 con cada uno de los diferentes tipos de muestras, los resultados 

revelaron que tanto para las muestras de aspirado bronquial como para las 
muestras de raspados uretrales el valOf' predictivo pos1t1vo fué de 0.0%, 

mientras que para las muestras de raspados cervicovaginales fué del 
33.33%. (Tabla 7) 

El valor predictivo negativo mostró para las muestras de aspirado 

bronquial y uretrales un valor de 85.71%, y 90.0% respectivamente, 
mientras que en muestras cervicovaginales se obtuvo un valor predictivo 
negativo del 88.46%. (Tabla 7). 

POTENCIA DIAGNOSTICA.. 

La potencia diagnóstica en las muestras de raspado cervicovaginal fué del 
83.0% en tanto que para las muestras de aspirado bronquial y raspado 
uretral fué del 86%. 
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SEllSIBILIDAD Y ESPEOFIODAO DE LA LIMEA CELULAR U..937 E.M EL DIAG•OSTICO 
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DISCUSION. 

La infección por Chlamydia trachomatis constituye uno de los problemas 

más frecuentes de enfermedades de transmisión sexual a nivel mundial. La 
importancia de realizar una detección temprana de la infección radica en 

evitar las serias secuelas reproductivas que puede produ~r este 

microorganismo. 

La neumonía causada por Chlamydia trachomat1s es una enfermedad 
hmitada pnncipatmente a infantes menores de 6 meses de edad. Datos 

epidemiológicos d1spon1bles sugieren que el tracto respiratorio de ninos 
mayores y adultos no es un ambiente apropiado para C trachomatis.(20) 

Palacios-Sauceda y cols. en 1989 (21) reportaron que los microorganismos 
aislados con mayor frecuencia como causantes de neumonía en naonatos 

atendidos en el INPer fueron Chlamydta trachomat1s (16.7%); 
Enterobacterias {11.9º.4); Staphylococcus sp. {11.9%t Estreptococos del 

grupo B {7.1°A,); Ureaplasma urealyticum (4 6%) y l...Jstena monocytogenes 
(2.4%). 

En este trabajo se encontró que los naonatos se hallaban con neumonía y 
sépsis po1imiCTC>biana, encontrándose como agentes causales más 

frecuentes a Staphylococcus aureus 50%. S. epidermtdis 40ºM, 

Pseudornonas spp. 20°k, Gandida spp. 20°.4, Chlamydia trachomat1s 14.3%, 

Micrococcus spp. 10ºJb, E. faecalls 10ºk, E. faecicurn 10°Jb, KJebsiella 
pneumoniae 10%, Enterobacter spp. 10º.4. 

Los resultados obtenidos en este estudio acerca del aislamiento de 
Chlamydia trachomatis en aspirados bronquiales de recién nacidos 

mediante et cultivo de células McCoy fué del 14.3%, de éstas et 20% eran 

del INPer y 11 ºJb del Hospital Infantil de Peralvillo. La frecuencia de 
aislamiento obtenida se encuentra por debajo de los datos reportados en la 



literatura, los cuales estiman que clamidia está presente entre el 20 y el 
30% de los casos de neumonía en recién nacidos. 

Un aspecto interesante fué et demostrar una transm1s16n vertical en un 

recién nacido al deteciar la presencia de Chlamydia trachomat1s en ambos 
padres, además la madre durante el embarazo presentó cervic..ovag.n1tis a 
infecciones en vias urinarias originando con esto diversas infecciones ''in 

útero" causadas por estafilococo. pseudomonas y clam1dia. 

En los recién nacidos de madres 1nfeciadas. se ha descnto que del 25 al 

50% de ellos desarrollan infecciones oculares y del 1 O al 20°.iE. presentan 
neumonia par clamidia.<22) 

El presente estudio reveló que las células U-937 es una linea celular no 

sensible para identif"1car a Chlamydia trachomatis en aspirado bronquial, 
debido a que no se logró aislar este microorganismo en ninguno de los 

casos. 

En términos generales el estudio de muestras procedentes de las vías 

respiratorias altas o bajas, presentan en la práciica un mayor grado de 
dificultad para establecer el diagnóstico por cultivo o por métodos directos, 

la literatura reporta una sensibilidad del 33°~ y una especificidad del 88. 7°.ib 
para la inmunofluorescencia apltcada en forma dlf"ecta sobre muestras de 

este tipo,C23l lo cual nos da una referencia del grado de dificultad que 

f"epresenta el manejo de este tipo de muestras, esto posiblemente se deba a 
una baja concentración de cuerpos elementales de clamidia en la muestra, 6 

a una alta carga microbiana y/o a la presencia de sustancias tóxicas para 
los cultivos celulares o para la clamidia. 

En cuanto a las infecciones cervicovaginales causadas por Chlamydia 
trachomatis se estima que del 15 al 40º4 de las mujeres desarrollarán 

enfermedad pélvica inflamatoria (EPI) y como consecuencia de este 

padecimiento se puede producir la cicatrización intratuminal y extraluminal, 



lo que provoca finalmente esterilidad. Por otro lado las mujeres con EPI 
confirmada pueden padecer de infertilidad (20%), dolor pélvico prolongado 
(18%), embarazos ectópicos (9ºM). Se ha descrito cierta asociación entre la 
infección por clam1d1a y el riesgo incrementado de endometnhs postparto, 

prematurez y bajo peso al nacer.<22> 

En el presente estudio se demostró que el 3 1 % de las pacientes con 

esterilidad y 27º..4 de las pacientes atendidas en la clintca de enfermedades 
de transmrsrón sexual fueron pos1t1vas para el a1slam1ento de Ch/amydia 

trachomabs. cuando se emplearon células McCoy, mientras que al emplear 
las células U-937 se encontró que el método presentó una ba1a sensibilidad 
ya que sólo detectó 2/8 muestras positivas por células McCoy, lo que pudo 
deberse a una baJa concentración de cuerpos elementales en la muestra, o 

que el desarrollo de la clamidia fuera inhibido por alguna sustancia 
secretada por los macrófagos como lisozima o TNF~. 

Narcio cols. (1989) C1) han descrito que la prevalencia de Ch/amydia 

trachomatis en mujeres con cervic1tis es del 9 BºA:., este porcentaje fué menor 
que el que se obtuvo en este estudio, sin embargo la sensrbilidad y la 

especificidad del método que utilizaron Narc10 y cols es del 70°4 y de 95% 
respectivamente (técnica inmunoenzimática). 

Bustos y cols. (1995) C24) detectaron C. trachomatis en mujeres con 

esterilidad con una frecuencia de 1 B.42%, mientras que en este estudio fué 
del 3.1 % a pesar que en ambos estudios se empleó cultivo en células 
McCoy, la diferencia radica posiblemente en el número de pacientes 
estudiadas. 

Aunque las complicaciones por la infección de Chlamydia trachomatis son 
menos importantes y comunes en hombres que en mujeres, C. trachomatis 
es la causa principal de epididímitis entre hombres menores de 35 anos, 
resultando esto en una morbilidad significativa en términos de sufrimiento 
humano y pérdida de salarios.(22) 
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Pocos estudios sobre 1a preva1encia de Chlamydia trachomatis en 

hombres han sido reportados. se describe que entre e\ 1 5 y el 20% de los 
pacientes de la clínica de E.T.S muestran la infección por este 
microorganismo y del 3 al 5°.ki son jóvenes asintomáticos.<22) 

En este estudio la prevalencia de mfecci6n por Chtamydia trachomatis de 

pacientes con esterilidad fué del 10.5% cuando se ut1l1zaron células McCoy. 

El empleo de células U-937 con muestras de raspado uretral comparado 

con et método de referencia, reveló que el método no es sensible para 
detectar la presencia de Chlamyd1a trachomatis en este tipo de muestra 

debido a que no detectó la presencia de clam1d1a en ninguna de las 

muestras analizadas 

Los macrófagos pentoneales de ratón (MPR) pueden ser un mecho de 
conservación y propagación de cepas de clam1d1a pnnc1palrnente la del 
linfogranuloma venéreo (10,12)_ Los resultados obtenidos en las células U-

937 infectadas con linfogranuloma venéreo y tracoma muestran que las 
células U-937 pueden ser infectadas por estos dos serot1pos 

Kuo demostró que los MPR tienen baja eficiencia para ta producción de 

inclusiones intracelulares (observadas por tinci6n de Giemsa) a diferencia 

de las células HeLa. lo cual sugiere que los mecanismos bactericidas que 

estas células poseen, son capaces de eliminar un a\to porcentaje de 
cuerpos elementales, este puede ser el caso cuando se emplea e\ serot1po 

de tracoma en tas células U-937, ya que un porcentaje bajo de inclusiones y 
cuerpos elementales son observados en estas células (figura 2) 

Register y cots en 1987 (25) demostraron que los teucocatos 

polimorfonucleares (LPMN) humanos a1 ser inoculadas con cuerpos 
elementales de c\amidia son capaces de destruir entre et BO y el 95% de tos 

cuerpos elementales en un lapso de 10 horas \o cual pone de manifiesto 

que este microorganismo es susceptible a los mecanismos bactericidas de 



estas células fagociticas. Aunque, los monocitos y macrófagos muestran 
una actividad bactericida similar a la de los LPMN, hay d1ferenc1as en 
cuanto al tiempo de respuesta, que es de horas para \os macr6fagos en 
comparación con unos pocos minutos para los LPMN.C26> Los monocitos 
poseen significatNamente menos m1eloperoxidasa (MPO) que los LPMN y 

\os macrófagos carecen por completo de esta enzima ya que dentro de los 

s\stemas bactericidas que han sido descntos como hm1tantes en el 
desan-o\\o de infecdones por clam1dia podemos citar al sistema de la MPO, 

esto nos neva a preguntamos s1 este hecho fac1hta la prohferac16n de \a 
clamidia dentro del macr6fago. ya que las fases tardias de la generac16n de 

oxidantes no tienen lugar en sus fagohsosomas. esto puede exphcar su 
actividad bactenc1da ligeramente menor para muchas especies bac\enanas 
y fúngicas. Según Sundstrom y N1lsson (1976)(13) las células U·937 no 
poseen peroxidasa \a cual se encuentra presente en monoc1tos normales 

mientras que \os monacatos malignos pierden \a acthfidad de \a peroxidasa, 
lo que pcdria favorecer el desarTo\lo de clam1d1a en este tipo de células 

Manor y Sarov (1986) (27) reportaron que tos mao-ófagos derivados de 

nionocitos de sangre penférica humana cultivados durante un periodo mayor 

de 7 dlas no fueron capaces de destruir e\ serotipo de hnfogranutoma: sin 
embargo. Yong y cols. en 1987 (215) demostraron que estas cé\ulas cuando 

son cultivadas de 8 a 21 dias eran capaces de matar el serotipo productor 

de tracoma. no así al serotipo productor de LGV. Los estudios 
u\traestructurales sobre \a interacción macrófago-clamidia sugiere que ta 

fusión fago1isosomal ocurre cuando la clamidia ha sido destruida, y fana 
cuando la clamid1a aún sobrevive. 

Recientemente Numazaki y cols (1995) (4) estudiaron la replicación de 

Chlamyd1a trachomabs y C. pneumoniae en ta \inea celular monocitica 
humana U-937, obsevando que los monocitos mononucieares son capaces 

de destruir a C. pneumoniae mientras que el serotipo L2 es capaz de 
producir una pen1oistente infección crónica en tas células U-937, to que nos 

l\eva a pensar que si son capaces de mantener a la clamidia viable y en 
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replicación. por lo que esta linea celular puede ut1hzarse en el método 

diagnóstico. 

El porcentaje tan elevado de falsos negativos en el culhvo de células U-

937 interpretado por inmunonuorescencia repercute en una l>aJ& 

sensibilidad de la técnica suginendO que la mayoría de los cuerpos 

elementales fagocatados por los macr6fagos fueron 1mpos1b1htados para 

desarrollarse dentro de estas células. en ninguno de los pacaentes se 
detectaron signos de linfogranutoma venéreo o tracoma 1nd1cando que la 
infección por Chlamydia trachomatis fué provocada por otro serot1po de 

ésta, el cual posiblemente sea menos resistente a los mecanismos 
bactericidas de las células U-937 por 10 tanto no hubo desarrollo ni 

detección de ta clamidia por éste método 

Varios factores pueden provocar que Chlamyd1a trachomatrs no crezca en 
tas células U-937 como es la presenc1a de c1tocinas, por eiemplo: Sheme­

Avni y c::ols. en 198B (29) uti1izaron Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-o:) 
humano recombinante y células Hep-2, encontrando que el Factor de 
Necrosis Tumoral alfa (TNF-a.) y el interfer6n gama (INF-y) pueden actuar 
sin6rgicamente para inhibir la replicación de C. trachomatis, sus estudios 

mostraron cierta bioactividad del TNF-a. contr-a la replicación de C. 
trachomatis aún a una concentración de 200 pg/ml particularmente si se 
ha11aba pr-esente el IFN-"t. En 1989 WiUiams y cols (30) demostraron que el 

TNF-a. en concentraciones de 10 Ufml o más es citotóx1co para las células 

infectadas por la clamidia, además proponen que el TNF~ podria actuar ya 

sea limitando la repHcaci6n de C. trachomatis en las células huésped o por 
tisis de las células infectadas. Las células U~937 poseen receptores de alta 

afinidad por el TNF-c:r. en su membrana (31l: en un estudio realiza<Jo 
..-.cientemente por Zamora Ruiz ( 1997) (32), se demostró que en presencia 

de lipopolisacár-ido bacteriano las células U-937 son capaces de producir 
TNF--a... totnando en cuenta los trabajos de los a1Jtores antes t'Tlencionados 

es probable que con la presencia del lipopolisacárido de la clamidia las 

células produjeran TNF-a. y este tuviera efecto bactericida evitando con esto -



et da...-rollo y la propagación de le clamk::l1a en 1as células y por 10 tanto su 

d9tecci6n. 

En cuanto • los falsos positivos pudiet"on deberse a que las células U-937 
muestran receptores para la región Fe de las 1nmunoglobuhnas por lo que 
los anticuerpos monoclonales anti-Chlamydia trachomatis pudieron unirse a 
este Uegandose a oonfunclir con las 1ncius1ones de la clamidia, por lo tanto 

.. suglere que previamente se bloqueen los receptores con un .. pool'º de 

sueros humanos antes de la adición de los antic:uerpos monocionales 

Los antecedentes mencionados asl corno nuestros resultados sugieren 
que la inocu\acrón de células U-937 con muestras clinicas COfTlO aspirado 

bronquial raspado cervicovag1nal y raspado uretral para detectar la 
presencia de Chlamydia trachomatrs es un sistema que tiende a presentar 

baja sensibihdad aphcado como método c:le diagnóstico. sin embargo el 

cultivo en macr6fagos (excepto macr6fagos alveolares maduros) ha sido 
descr1to como un sistema funcional para la conservación de cepas, asi como 

un modelo para el estudio de los mecanismos inespecificos de ta infección 
por Chlamydia trachomatis t•. 10. 12. 2e. 33. :w>. 
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CONCLUSIONES. 

En base a los resultados obtenidos en este estudio se concluye lo siguiente: 

. Se establecieron las condiciones de cultivo de ta linea celular U-937 para 

1ograr la infección con las cepas tipo de Chlamyd1a trachomatis . 

. Se comprobó que tas células U-937 son más susceptibles a la infección por 

et serotipo de Linfogranuloma venéreo que por el de Tracoma . 

. La linea celular macr6fago-monocit1ca U-937 no es Ut1\ para el diagnóstico 

de Chlamydia trachomat1s en muestras uretrales y aspirado bronquial. 

. La linea celular macrófago-monocítica U-937 no muestra una sensibilidad 

mayor del 26°.4 para detectar la presencia de clamidia en las muestras de 
raspado cervicovaginal por lo que no es üt1\ para et diagnóstico de Chlamyc:lia 
trachomatis en este tipo de muestras clínicas. 

Las células McCoy siguen siendo e\ "'estándar de oro" para el diagnóstico de 
infecciones por Chlamydia rrachomatis por su susceptib1tidad a este 
miCl'OOrganismo. 
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Debido al aumento de infecciones por clamid1a se debe seguir buscando 
rn6todos rápidos que nos permi1an identificar al microorganismo y que 

mues1ren gran sensibilidad y espec1fic1dad, y que ademas puedan ser utilizados 
con cualquier tipo de muestra. las lineas celulares son útiles para esto. aunque 

en este estudio las células U-937 no tuvieron la sens1bihdad y espec1fic1dad 

requerida, mostraron la capacidad para mantener el crecimiento de cepas tipo 
de ChlamycJ1a trachomat1s. lo que permitirá su uso para el estudio sobre los 
mecanismos bactericidas del macrófago, 1nteracc16n de c1toc1nas, asi como 

conocimiento de los mecanismos de evasión que presentan estas bacterias. 

Con todo esto se propone seguir investigando diferentes lineas celulares para 
el diagnóstico de Chlamydia trachomatis. así como emplear las células U-937 

para estudio sobre la respuesta inmune inespecifica contra Chlarnycl1a 
trachomatis. 
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APENDICEI 

RECOLECCION DE MUESTRA. 

La identificación confiable de Chlamyd•a trachomatis a partir de muestras 
obtenidas en la clínica, requiere una estrecha colaborac16n entre ésta y el 
labOratorio. Las muestras deben ser tomadas con cuidado, y transportadas en 
condiciones óptimas. La ineficacia en los proced1m1entos clínicos, o en los 
microbiológicos, puede propiciar resultados de laboratorio imprecisos. 

En términos ideales, et tiempo transcurrido entre la obtención de la muestra y 
la inoculación en el sistema de cultivo debe ser mínimo. 

En el sexo femenino, las zonas que con mayor frecuencia se muestran son el 
cérvix y el útero, el área de crecimíento de clamid1as es la unión 
escamocolumnar del canal endocervical. Es esencial una buena exposición del 

céfvix, por tanto la paciente debe ser examinada en la posición de litotomía, 
auxi1iándose de un espejo bivalvo. Para obtener una muestra cervical se 
requier-e previamente la remoción del exceso de moco presente en el canal 
endocervical. valiendose para ello de un hisopo de algodón. un segundo 
hisopO de algodón es rotado fir-niemente en la zona para obtener células 
epiteliales columnares o cuboidales. Debe evitarse la contaminación con 
células epiteliales procedentes del ectocérvix. Recientemente ha sido 

implementado el uso de un cepillo e1tológico (Syva Company) para la 
recolección de muestras del endocérvix en mujeres no embarazadas. éste ha 
resultado ser más eficiente en la colección de células epiteliales columnares. El 
hisopo se deposita en un recipiente adecuado con medio de transporte 2SP. 
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En los varones. las muestras uretrales pueden ser obtenidas por medio de un 
hitK>PO uretral, que es insertado dontro de la uretra aproximadamente 4 cm, 
depositando el hisopo en medio de transporte 2SP. Si se sospecha de 
eptdidimttis, se puede tomar un aspirado del ep1dídimo aplicando anestesia 

local, inyectando solución salina estéril y retirando el fluido. 

En el caso de neumonía infantil se torna aspirado bronquial de acuerdo a la 
Ncnica aceptada 1ntemacionalmente empleando larlngoscop10 con hojas del 
No. O y 1, de acuerdo a la edad gestacional y peso del paciente, cánulas 

Wldotraqueales No 12, 14 y 16 (2.5, 3 y 3.5 Freneh), de polivinllo, para el 
diagnóstico de clamktia se toman aproximadamente 3 mi de aspirado bronquial. 

El tr8rtsporte de las muestras al laboratorio debe hacerse dentro de las 24 

horas siguientes, período durante el cual las muestras se conservan a •oe. 
Cuando se les va a tener por más tiempo las muestras deben conservarse 
entonces a -700C. <2> 
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l(zHPO• 
l(zHPO• 
Agumdeatil-

APENDICE• 

-EPARACION DE llllEACTIVOS 

llEDIOZap 

68.460g 
2.008g 
1.088g 

1000.0ml 
En un fra9CO limpio y seco con capacidad de un litro di90lver toda• las -tes • 
.;uat..- •I pH 7.0 y aforar a un litro con agua destilada. Esterilizar en autoclave 
• 110• e por 20 minutos. 
Ad~ 

Suero bOvino 
Estraptomlcina 
V.-.comicina 
Niat8tinm 

5 'JI, 

50µg/ml 
100 µglml 
25 µg/ml 

Distribuir 2 mi en vi•les de 3 mi con tapón de hule estériles. Conservar a 4º C 
haata por un ma•. 
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TRl"91-1• 

Tripsine 5x 1 O mi 
Solución salina balanceada da Hanks 90 mi 
HNme<>3 para ajustar a pH 7.8 
En ..... fraaco estéril se coloca la solución de Hanks y la tripsina, se ajusta el pH 
con una solución de bicarbonato de sodio. 

llEDIO -lllO ESENCIAL (MEM) PA- MANTENIMIENTO DE CELUL.AS 
McCoy 

MEM 1x 100.0 mi 
Su.ro fetal da bovino 10.0 mi 

L-Glut-na 100x 1.0 mi 
Gent.micina 1 O µglml 
Slnlptomicine 50 µglml 

AnfoteficiNI B 2 µglml 
Se mezclan los componentes, ae esterilizai por filtración en membrana de 0.22 
µde poro. y se conserva en refrigeración a 4° C. 
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MEM PA- AISLAMIENTO DE Ch,.'"Jffl'- lnicho,,,.tla EN CELULAS lllcCow 

MEM1x 
Suero fetal de bovino 
L-Glutamina 100x 

Gentamicina 
Straptomicina 
Anfotericina 
Cicloheximida 
Glucosa 

100.0 mi 

10.0ml 

1.0ml 

10 µg/ml 

SO µg/ml 

2 µg/ml 
1 µg/ml 

0.524% 
Se mezclan los componentes y se esterilizan por filtración en membrana de 
0.22µ de poro. Conservar en refrigeración a 4º C para su uso inmediato . 
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MEDIO DE CULTIVO RPMl-1_..., CSIGMAI 

Agua desionizada 1000.0ml 
Preparación: En un vaso de precipitado de un htro disolver el medio en 200 mi 
de agua desionizada. Adicionar el resto de agua. Esterilizar por filtración en 

membrana de 0.22µ de poro. Distribuir en frascos de 100 mi y conservar a 4° C 
pm-a su uso inmediato y a 7CY' e hasta por un ano. 
Al\adir inmediatamente antes de su uso· 
Vitaminas (100X) 1.0 mi 

Aminoécidos no esenciales (100X) 
Piruvato de sodio (100X) 

L-Glutamina (100X) 
Antibi6t1co-Antimicótico (100X) 

1.0ml 

1.0ml 

1.0ml 
1.0ml 

Suero fetal de bovino se agrega de la siguiente manera dependiendo de su 
u.a: 
Medio de crecimiento: igual que el anterior adicionado con suero fetal de 
bovino a una concentración final de 10%. 
Medio con actinomicina-0: Igual que el anterior adicionado con actinomicina-0 
a una concentración final de 1 µglml. 
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RPMl-1&40 PARA AISLAMIENTO DE Cnl•mlll'dl• tracnontetl• EN CELULAS U-937. 

RPMl-1640 
Suero fetal de bovino 
L-Glutamina 1 OOx 
Gentamicina 
Streptomicina 
Anfotericina 
Actinomicina O 
Glucosa 

100.0 mi 
10.0 mi 
1.0ml 
10 µg/ml 

50 µg/ml 

2 µg/ml 

100 µg/ml 

0.524% 
Se mezclan los componentes y se esterilizan por filtración en membrana de 
0.22µ de poro. Conservar en refrigeración a 4° C para su uso inmediato. 

Azul tripano 
solución salina 0.85 º~ 

AZUL TRIPANO 

2.0g 
1000.0ml 

Colocar el colorante en un vaso de precipítados agregar 200 mi de solución 
salina y disolver el colorante perfectamente, adicionar el resto de la solución 
salina. Distribuir a razón de 10 mi en frascos ámbar con tapón de rosca. 
Guardar en refrigeración hasta por seis meses, descartar si se observa 
precipitado. 
Para preparar la solución de trabajo se diluye 1 :10 en solución salina O.BSºM . 
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