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RESUMEN.

Chiamydia trachomatis es el agente causal de diversos padecimientos a nivel

ocular, genital y pulmonar. Para su diagndstico se emplean diversos métodos
entre los cuales se encuentran el cultivo de lineas celulares, 1a
inmunofluorescencia directa, la técnica de ELISA y recientemernte la reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR). El método de referencia es el cultivo de
células McCoy, sin embargo existe la evidencia de que otras hineas celulares
son susceptibles a la infeccidn por Chlamydia trachomatis. El objetivo de este
estudio fué evaluar la sensibilidad y la especificidad, de las células U-937 en el
diagnostico de infecciones por clamidia, asi como la utihidad que pueden tener
estas células para futuras investigaciones sobre la evasion de 10s mecanismos

de la fagocitosis y bactericidas por parnte de Chlamydia trachomatis. Las células
U-937 fueron inoculados con rmuestras de aspirado bronquial,

cervicovaginal y raspado uretral,

raspado
asi como con cepas tpo de Chlamydia
trachomatis (ATCC) productoras de linfogranuloma venéreo y tracoma. Los
resultados demostraron que las cepas tipo (ATCC) crecieron dentro de las
células U-937, sin embargo el linfogranuloma venéro crecidé mejor que la cepa

de tracoma. El empleo de muestras clinicas de aspirado bronquial y raspado
uretral sobre

fas ceélulas U-937, mostré que estas ceélulas presentan una
sensibilidad del 0% para ambos tipos de muestra y una especificidad det 100%
Yy 94.7% respectivamente. Para el raspado cervicovaginal la sensibilidad
obtenida fué del 25% y la especificidad fué del 92.0%. En conclusion ta linea
celutar macréfago monocitica U-837 no es apropiada para el diagnéstico de
Chlamydia trachomatis. Por lo que las células McCoy siguen siendo el
“estandar de oro” para el diagnostico de infecciones por

Chiamydia
trachomatis.
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INTRODUCCION.

Los miembros de |la familia Chlamydiaceae son bacterias gram negativas,
intracelulares obligadas. Chlamydia trachomatis es$ un agente causal
importante en las infecciones de transmisidn sexual

La prevalencia de Chlamydia trachomatis en México es del 4 a 10 % (1) de
ios cuales se estima que el 4% son pacientes asintomaticos. La deteccion

de estas infecciones es importante para reducir las complicaciones
ginecologicas

Las pruebas de laboratorio son necesanas para la deteccion de
infecciones asintomaticas producidas por Chlamydia trachomatis y asi poder
dar un tratamiento rapido y adecuado.

E! aislamiento de esta bacteria en cultivo celular esta considerado como el
método de laboratorio mas sensible y especifico, en comparacién con otros
métodos como: Ia inmunofluorescencia directa y la reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR), ademas de que el cultivo celular puede ser empieado
cuaiquier tipo de secresion sin que se disminuya de forma aparente ia
replicacion del microorganismo.

El cultivo en células McCoy, interpretado por anticuerpos monocionales
anti-clamidia marcados con fluoresceina es considerado como el “estandar
de oro” (), pero para ello se requiere de ciertos tratamientos quimicos
(Dextran, poli-L-lisina) qQue promuevan la penetracidon de los cuerpos
elementales (3), 1o que motiva se sigan investigando lineas celulares que no

requieran de un tratamiento especifico para la recuperacidn de cuerpos
elementales.

Existe evidencia de que Chlamydia trachomatis puede infectar y crecer
dentro de monocitos y macrdéfagos, estas células pueden actuar como



reservorios y vehiculos para la diseminacién en el huésped infectado por o
que este tipo de células podrian ser utilizadas tanto en el diagndstico, como
en los mecanismos de evasion que presentan esta bacteria para poder
sobrevivir en estas células

La linea celular macréfago monocitica U-937 es susceptible a la infeccidon
por Chlamydia trachomatis y C. pneumoniae (4) y por lo que es importante
conocer la sensibilidad y especificidad de estas ceélulas a muestras clinicas,
qQue comunmente son empleadas en el diagnostico de infecciones genitales
y en infeccidn respiratoria del recién nacido.



MARCO TEORICO.

E! género Chilamydia se caracteriza por ser una bacteria Gram negativa
intracelular obligada, que sobrevive tanto en células epiteliales como células
fagociticas, consta de cuatro especies:

1) Chlamydia trachomatis Es responsable de importantes enfermedades
en el ser humano, su unico hospedero natural. Entre las que destacan el
tracoma, conjuntiviis de inclusidn en adulto y recién nacido; uretritis y
cervicitis no gonococicas, neumonia infantil, linfogranuloma venéreo. (5)

2) Chlamydia psittaci. Tiene como huésped natural a cerca de 130
especies de aves. Apartir de estos reservorios, C. psittact puede causar
infeccidon en el hombre, la ilamada psitacosis, es ademas responsable de
varias enfermedades en mamiferos no humanos como neumonia,
encefalitis, conjuntivitis, enteritis, abortos y polioartritis. (5)

3) Chiamydia pneumoniae (TWAR). Se ha establecido como la causa mas
importante de infeccidn respiratoria en humanos, se ha informado que el

10% de ios casos de neumonia en adultos es causada por esta cepa de
clamidia. (6)

4) Chiamydia pecorum. Recientemente propuesta por Fukushi e Hirai. Es
una especie aislada de rumiantes (7}, a 1a cual aun no se le ha descrito el
tipo de padecimiento que produce.

El ciclo de replicacion involucra dos formas distintas del microorganisma:

a) Una forma infectante adaptada a la vida extracelular, llamada cuerpo
elemental (CE) con un tamafo aproximado de 0.2 a 0.4 mm. Tiene una
pared rigida, conferida por extensos enlaces disulfuro entrecruzados por la
proteina mayor de membrana externa y por dos proteinas ricas en cisteina:
la proteina de envoltura de 60 KDa y ia lipoproteina de membrana exterior

3



de 12 KDa. La integridad estructural de los cuerpos elementates le confiere
resistencia a los factores ambientales, o que les permite sobrevivir después
de la lisis de |la célula huésped y durante el subsecuente transito de célula a
célula como de huésped a huésped

b) Un cuerpo inicial o reticutado (CR) que constituye la forma intracelular y
reproductora, mide de 0.6 a 1 0 mm. Es metabdlicamente actvo, sintetiza
ADN, ARN y proteinas. Son menos rigidos,a comparacion con el CE son
formas altamente labiies que no sobreviven fuera de 1a célula huésped (8

Las paredes celulares de las clamidias son muy analogas en estructura y
composicion a las paredes de las bacterias Gram negatvas, estan
compuestas de fosfolipidos y proteina en un 70-75%. se componen ademas
de un polisacarido acido de alto peso molecular, el acido 2-ceto-3-
desoxioctanoico, que corresponde al antigeno especifico de grupo.
Contienen una hemagiutinina y la proteina mayor de membrana externa que
mantiene la barrera de permeabilidad y la estabihdad osmotca de los
cuerpos elementales La pared celular del cuerpo reticular difiere dei cuerpo
elemental en que los peptidoghcanos no estan hgados por uniones
peptidicas, esto puede permilir un aumento en la permeabiidad del cuerpo
reticular, y por tanto el ATP puede atravesar. (5)

Las clamidias no tienen colesterol en su pared celular, tienen cantidades
grandes de lipidos, carbohidratos y solo pequefias porciones de acidos
nucleicos. Contienen ARN y ADN, este ultimo en el cuerpo elemental se
localiza en el nucleoide, como un circulo doblemente trenzado y enrroliado
(S). £i material nuclear es menos electrodenso en el cuerpo inicial que en el
elemental. La relacidn guanina-citosina es aproximadamente de 45% para
Chlamydia trachomatis y de un 40% para C. psittaci. El tamano del genoma

es cercano a 980000000 daltons, el cual equivale a una tercera parte del
genoma de £. coli. (9



Todas fas clamidias poseen un antigeno polisacarido que es estable a
100° C por 30 minutos y es detectado mediante la prueba de fijacion del
complemento. La porcién inmunodominante de este antigeno es el acido 1-
ceto-3-desoxioctanoico, que es caracteristico de la regidn “core” del
glicopolisacarido bacteriano de Gram (-). (5)

€l sitio del antigeno género-especifico, especie-especifico, subespecie-
especifico es, aparentemente la proteina mayor de membrana externa.
Estos antigenos tienen un peso molecular de aproxmadamente 40,000
daltons, y son el constituyente mayor de la membrana externa del cuerpo
elemental. Se han demostrado varios polipéptidos especie-especificos y
subespecie-especificos con diferentes pesos moleculares en la superficie de
las clamidias.

La afinidad que demuestra Chlamydia trachomatis hacia el epitelio genital
y ocular, y la que tienen Chlamydia psittaci y C. pneumoniae hacia el epitelio
respiratorio se debe a que Ila célula huésped eucandtica posee
microfilamentos en su membrana que sirven de receptores para las
clamidias. Este orgarismo, una vez que ha logrado la fusibn con su
receptor, penetra a la célula por un proceso de endocitosis (fagocitosis), no
hay evidencias de que exista un sistema de transporte activo que utilice el
ATP. Las clamidias de algun modo, aun desconocido, son capaces de
inducir su propia endocitosis. (5

La ingestion del cuerpo elemental se acompafa de la pérdida de su
cubierta con el correspondiente reblandecimiento de 1a pared celular.
Aproximadamente, 2.5 horas después de que la bacteria fué 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 acompana de fusion con los lisosomas como sucede en el
proceso normal de fagocitosis. Este fendmeno es dirigido por la clamidia
como se ha demostrado con la ingestidon de clamidias muertas por
calentamiento en donde si ocurre la fusion de los lisosomas. Los cuerpos




elementales permanecern en una vacuola rodeada por una membrana
derivada de 1a célula huésped que 10s protege de la accion de \a lisozima.

Sin perder su individualidad, \os cuerpos elementales aumentan de tamafo
para formar el cuerpo reticular que es metabdlicamente activo.

Durante esia fase existe una intensa produccion de ARN por 1a particula
El ARNM se produce en el ADN cromosdmico usando una polimerasa de
ARN que depende del ADN contenido en el cuerpo elemental. £1 ARNt y el
ribosomal también estan presentes en el cuerpo elemental. Este proceso
toma de 7 a 10 horas, liempo durante el cual el fagosoma se mueve en
direccidon centripeta hacia el nucleo de 1a célula huésped. El cuerpo reticular
ya formado empieza a experimentar una fHisi6n binaria para formar mas
corpusculos. El tiempo de generacion es de 2-3 horas. A medida que se
incrementa el numero de corpusculos, las inclusiones aumentan de tamado
para formar l\a caracteristica manta semilunar al rededor del niucleo de la
célula huesped.

En esta etapa Chlamydia trachomatis deposita una matriz de glucogeno
responsable de la tincidn marrdn de la inclusidn cuando se aplica yodo.

Doce horas después de que se establecid 1a infeccidn, se pueden observar
hasta 16 cuerpos reticulares dentro de

la vacuola citoplasmatica, este
proceso continua hasta que la céiula tiene una gran poblacion de cuerpos

reticulares. Después de 10-15 horas, el ADN vuelve a ser detectable. Esto
corresponde a la condensacidon de los corpusculos iniciales de 800 nm

hasta 300 nm para producir 10s cuerpos elementales. Asi gradualmente
todos los cuerpos reticulares que son

reemplazados por cuerpos
elementales. A las 36 o 48 horas posteriores a la infeccion, las inclusiones

maduras pueden liberar a 10S cuerpos elementales infectantes, Se produce
ia rotura de la célula huésped después de un proceso secuencial de lesidon
de ta membrana y se completa el ciclo de crecimiento de las clamidias.(2)

Los serotipos de Chlamydia

trachomnatis asociados con el tracoma
endémico (A, B, Ba, y el complejo C.), infectan preferenemente las células



de la mucosa epitelial, en contraste con los serotipos del linfogranuloma
venéreo (LGV) que infectan principalmente las células macréfago-
monociticas de los nddulos linfaticos, causando infecciones sistémicas. (10)

Entre los diversos efectos patoldgicos de las clamidias, hay evidencia de
que las infecciones producidas por clamidia ocurren en monocitos y
macréfagos. Esto es, que probablemente los fagocitos mononucieares
juegan un papel importante en la persistencia de las infecciones cronicas
producidas por clamidia y actuan como reservorios y vehiculos para la

diseminacién en el huésped infectado.

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

factor importante para las diversas patologias manifestadas por cada

serotipo.(®)

En 1978, Kuo (10) describe por primera vez un sistema de cultivo de
Chlamydia trachomatis sobre macréfagos peritoneales de ratdn, asi como el
analisis de wvarios factores que pueden afectar el crecimiento de este
microorganismo; tales como el empleo de DEA-dextran, centrifugacion,
concanavalina A, citochalasina B, ciclofosfamida e hidrocortisona.

Kuo expuso que los macrdfagos activados con tioglicolato podian ser
infectados por cepas oculogenitales de Chlamydia trachomatis productoras
de tracoma (B/TW-5/0T). El observtd que, la cepa de linfogranuloma
venéreo (L2/434/Bu) crecia mejor que la cepa de tracoma. Sin embargo, el
porcentaje de cuerpos de inclusion y de cuerpos elementales encontrados
dentro los macrofagos era muy pobre. Esto sugiere, que posiblemente la
mayoria de los cuerpos elementales fagocitados estan imposibilitados para
crecer y desarroliarse, lo que demuestra que algunos mecanismos
bactericidas que poseen los macrofagos son capaces de eliminar un
porcentaje alto de cuerpos elementales. En 1987 Register y cols. (11,
demostraron que los leucocitos polimorfonucleares de humanos al ser
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inoculadas con cuerpos elementales de clamidia eran capaces de destruir
entre el 80 y el 95% en un lapso de 10 horas, 1o cual pone de manifiesto que
este microorganismo es susceptible a 10s mecanismos bactericidas de los
leucocitos poalimorfonucleares. Dentro de los sistemas bactericidas que han
sido descritos como los limitantes en el desarrollo de infecciones por
clamidia podemos citar el sistema de mieloperoxidasa y a la isozwyna, sin
embargo es imporante mencionar que los macrofagos carecen del sistema

de mieloperoxidasa, 1o que lleva a \a pregunta de que si este hecho facilita
el crecimiento de las clamidias dentro del macréfago.

En 1992 Guerra y colaboradores

(12) investigan la sensibilidad y
especificidad de los macrdfagos peritoneales de raton de la cepa NIH, para
el

diagndstico de esta enfermedad, empleando muestras de aspirado
bronquial y cervicovaginales. LOs resultados mostraron que estas células
tienen una sensibilidad del 55% y una especificidad del 96%, concluyendo
que posiblemente este microorganismo presenta diferentes factores de

virulencia y la susceptibilidad de infeccidén los MPR dependen del tipo de la
cepa de ratones que se emplee.

Posteriormente, Numazaki y cols. en 1995 (4) investigaron ia capacidad de
la linea de células macréfago-monocitica U-937, para infectarse asi como la
expresion de antigenos de superficie con cepas puras de Chlamydia
trachomatis y Chlamydia pneumoniae. Los resultados sobre la expresion de
antigenos de superficie tales como CD3, CD4, CD8, CDA5SRA, CD11b, HLA-
DR y CD33 en ceélulas infectadas con Chlamydia trachomatis mostraron que
7 dias después de la infeccidn habia una disminucion en el porcentaje de
células que expresaran los marcadores CD4, CD45SRA, CD11b y CD33. Otra
observacion interesante fué que en el dia cuatro después de la infeccion,
hubo un aumento en el porcentaje de células con el marcador CDA4, en
comparacién con el grupo de ceélulas no infectadas, asi como un
restablecimiento en el porcentaje de células CD33 positivas. Sin embargo,
estos autores desconocen si la inhibicion en la expresidon de estos
marcadores esta en funcion a la camtidad de microorganismo endocitado. Ya



qQue las células U-937 comparten varias funciones caracterisicas de los
monoblastos y monocitos inmaduros pueden ser inducidas para Que s
diferencien en células fagociticas. ellos exponen que es necesario cierto

grado de diferenciacién para que se produzca la infeccion por Chlamydia
trachomatis.

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

pleural de un hombre caucasico de 37 afos de edad con linfoma histiocitico
difuso.

Son células de tipo monocitoide, con un diametro entre 8.1 y 169 11, de

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

mayoria de las células. El reticuio endoplasmico es escaso y muestran
pequefias mitocondrias hinchadas, el aparato de Golgi esta bien
desarrollado. Son células no adherentes que crecen como células Jdnicas en

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

completo como el F-10 o el RPMI-1640 suplementado con suero fetal de
bovino. (13)

Las células U-937 pueden ser un modelo Uutil para investigar los
mecanismos por los cuales Chlamydia trachomatis penetra a la célula y los
mecanismos para inhibir la fusion fagolisosoma, ya que estas cslulas
muestran una débil capacidad fagocitica que es de aproximadamente de un
20%. Ademas 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 podria ser un mecanismo para inhibir el
crecimiento de Chlamyvdia trachomatis.

A pesar de todos estos datos se desconoce la susceptibilidad, sensibilidad
y especificidad de las células U-937 a la infeccidn por Chlamydia
trachomatis, por 1o que es necesario conocer estos parametros para futuras



investigaciones sobre el pape! que tienen los fagocitos mononucleares en la
patogenia de infeccion por Chlamydia trachomats.

Por otro lado, es de importancia seguir buscando lineas celulares que
sean mas susceptibles a la infeccion por Chiamydia trachomatis debido a
que actualmente las lineas celulares que se emplean en el diagnostico de
esta enfermedad requieren ser tratadas previamente con sustancias
quimicas (Dextran, poli-L-lisina, etc) que permiten que las células sean
susceptibles a la infeccibn por esta bacteria. (),
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PLANTEAMIENTO DEL. PROBLEMA.

El estudio sobre Chlamydia trachomatis es relevante ya que esta bacteria
es causante de enfermedades genitales y oculares de alta prevalencia a
nival mundial. Un aito porcentaje de pacientes con infertilidad o esterilidad
se han asociado con la infeccidn por C trachomatis, y de las cuales el 9.2%

fueron pacientes asintomaticas. (14)
Se ha sugerido que la infeccién por clamidia durante el embarazo puede
producir endometritis post-parto y monrtalidad perinatal.

Por otro lado, se ha observado que los hijos de madres infectadas pueden
adquirir ia infeccién al momento del parto debido al contacto con las
secreciones cervicovaginales. Aunque no se ha demostrado totaimente,

también se ha sugerido que clamidia puede atravesar las membranas
fotales antes del parto, otra posibilidad es que exista una ruptura prematura
de membranas o que puede provocar que estos neonatos muestren alto
riesgo de desarrollar conjuntivitis de inclusidn, neumonia, otitis media y

bronquiolitis.

La prevalencia por Chlamydia trachornatis en mujeres que acuden a una
clinica de enfermedades de transmisidn sexual es de 9%, mientras que en
poblacion abierta se ha descrito que ia prevalencia es del 4%.(1)
Recientemmente se detectd una prevalencia por Chlamydia trachomatis del

10% en pacientes embarazadas.(15)

Debido a las infecciones que produce Chl/amydia trachomatis provoca la

necesidad de tener métodos de diagnostico de mayor sensibilidad y

especificidad.

Actualmente los métodos de diagndstico disponibles son caros, lentos y
qQue requieren de técnicos especializados; estos factores pueden en un

11



momento dado restringir tanto a los laboratorios como al

nimero de
muestras que estos pueden procesar.

En general l1os métodos se pueden dividir en dos grupos:

1) Aquellos que detectan el antigeno bacteriano.

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

Hasta el momento, el método de eleccitn considerado como el “estandar
de oro” es el cultivo en células McCoy,

interpretado por anticuerpos
monoclonales anti-clamidia marcados con fluoresceina. (2

La sensibilidad de técnicas directas como la citologia, empleando la

inmunofluorescencia se ha descrito que tiene una sensibilidad del 70% y
una especificidad del 73% (16),

Los maétodos de biologia molecular al parecer muestran una sensibilidad y
especificidad dol 100% siempre y cuando se empleen muestras de ofinag y
raspado uretral ya gque cuando se emplea raspado cervicovaginal ia
sensibilidad disminuye hasta un 95%. Sin embargo, se ha descrito que el
grupo heme presente en este tipo de muestras puede producir inhibicién de

la prueba de PCR dando falsos negativos, y por tanto disminuye la
sensibilidad. (17

Una ventaja del cuitivo celular, es que se puede emplear cualquier tipo de
secrecién, sin que disminuya de forma aparente la replicacion del
microorganismo, por 1o que atn se considera el "estandar de oro” para el
diagndstico de Chlamydia trachomatis. A pesar de esto, el cultivo de células
requiere de ciertos tratamientos quimicos que promuevan la penetraciéon de
los cuerpos elementales. Esto es complicado, tedioso e inespecifico, por o
qQque se han seguido investigando nuevas lineas celulares que permitan la

12



recuperacidén de una buena cantidad de cuerpos elementales sin Que estas
sean tratadas previamente con sustancias quimicas.

Los macréfagos pueden ser una linea celular adecuada debido a que son
células fagociticas profesionales. Las células U-937 son susceptibles a la
infeccion por Chlamydia trachomatis y C. pneumoniae, es importante

conocer la sensibilidad y la especificidad de estas células cuando se emplee
en muestras clinicas.
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OBJETIVO GENERAL..

Evaluar Ia sensibilidad y especificidad de la linea macrofago monocitica

U-937 para el diagndstico de Chlamydia trachomats.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

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

diagnéstico de Chlamydia trachomatis.

Comprobar que las células U-937 tienen la capacidad de ser infectadas
por las cepas tipo de Chlamydia trachomatis productoras de Linfogranuloma

venéreo y Tracoma.

Evaluar la sensibilidad y especificidad de la linea celular U-937 con
respecto a las células McCoy para el diagnoéstico de Chlamydia trachomatis
en muestras clinicas de recién nacidos con heumonia, mujeres con
infecciones cervicovaginaies y/o con esterilidad y de hombres con
infecciones uretrales y/o con esterilidad.

14



HIPOTESIS.

La linea de macréfagos U-937 es susceptible a la infeccién por Chlamydia
trachomatis, por lo que deben presentar una sensibilidad y especificidad
mayor del 85% con respecto a las células McCoy.
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ODISENO DE INVESTIGACION.
TIPO DE ESTUDIO.

El tipo de estudio realizado es prospectivo, comparativo, transversal,
observacional, en un perido de estudio de diez mesas.

POBLACION.

Fueron analizadas 100 muestras en total:

21 muestras de aspirado
bronquial provenientes de neonatos atendidos en la unidad de cuidados

intensivos neconatales (UCIN); 58 muestras de raspado cervicovaginal de las
cuales 26 provenian de pacientes atendidas en la clinica de enfermedades
de transmision sexual (ETS) (grupo 1) y 32 de pacientes con esterilidad
{(grupo 1); 21 muestras de raspado uretral, 22 provenientes de |a clinica de

ETS (grupo 1) y 19 de pacientes con esterilidad (grupo 11). 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 infeccion por Chlamydia trachomatis.

VARIABLE INDEPENDIENTE: Céiluias HelLa y McCoy.
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CRITERIOS DE INCLUSION.

A) Recién nacidos.

Muestras de aspirado bronquial provenientes de neonatos atendidos en
la unidad de cuidados intensivos neonatales (UCIN) de entre 1 y 72 dias de
nacidos los cuales en general fueron prematuros, con bajo peso y
diagndstico de neumonia o sépsis. y en donde no se logrd el aislamiento de
agentes causales de infecciones respiratorias mas frecuentes.

B) Mujeres.

1. Las pacientes seleccionadas en este estudio fueron de la clinica de
enfermedades de transmisidn sexual que mostraban vida sexual activa,
feucorrea de mal olor, prurito, ardor vulvoperineal, disuria, dispareunia y
sigNos como eritema, escoriacion, ulceracidn, edema vulvar y/o lesiones
cervicales; y que ademas, no habian recibido tratamiernto con antibiéticos en
forma sistémica o local.

2. Las pacientes atendidas por esterilidad fueron mujeres que no habian
fogrado el embarazo, en un periodo de tres afos con relaciones sexuales
intermitentes de por lo menos 24 meses y sin la utilizacion de
anticonceptivos, ademas de que no mostraban leucorrea de ma!l olor,
prurito, ardor vulvoperineal, disuria, dispareunia y signos como eritema,
escoriacion, ulceracidon, edema vulvar y/o lesiones cervicales, y que

ademas, no habian recibido tratamiento con antibidticos en forma sistémica
o local.
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C) Hombres.

4. Las muestras de raspado uretral enviadas por la clinica de
enfermedados de transmisién sexual provenian de pacientes con vida
sexual activa con secrecion uretral acuosa 0 mucopurulenta prurito uretral,
sin sintomatologia de uretritis no gonococcica ni inflamacion de ganglios
linfaticos inguinales, ademas que no hubieran recibido tratamiento con
antibidticos en forma sistémica o local.

2. Los pacientes atendidos por esterilidad eran hombres cuyas parejas
no habian logrado embarazo, con relacidnes sexuales intermitentes de por

lo menos 24 meses y sin la utilizacion de anticonceptivos, ni datos en el
numero espermatico.

CRITERIOS DE EXCLUSION.

A) Recién nacidos.

Neonatos que estuvieran recibiendo antibidticos capaces de inhibir el
desarrolio de Chlamydia trachomatis, muestras contaminadas o con
presencia de sangre, muestras que no hayan sido colocadas en et medio de

transporte 2SP, y que no hallan liegado al laboratorio 2 horas después de la
toma del producto.

B) Mujeres.

Pacientes que estuvieran recibiendo tratamiento con antibidticos en forma
sistémica o 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.

C) Hombres.

Pacientes que estuvieran recibiendo tratamiento con antibidticos 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 iaminar.
-Centrifuga clinica..
-Bombéarte vacio....
-Estufa de CO2..
-Estufa de CO2..

-Mechero bunsen.

B) MATERIAL .

-Botellas para cultivo de tejidos de 25 em2................ccooooiieiiinn. COSTAR.
-Camara de Neubauer.

-Camara humeda.

-Cubreobjetos circulares de 13 mm del #1.
-Gradilla.

-Microplacas de 96 pozos fondo U para cultivo de tejidos.

COSTAR.
-Pipeta automatica de 50-200 nly de 200-1000 ui .FINIPIPETE.
-Pipetas desechables de 1, S5y 10 Ml.....ccceieiiiiiiiiaiiiiiiieiiee s COSTAR.

~Pipetas Pasteur de punta larga estériles.
-Placas para cultivo de tejidos de 24 pozos.

-Puntas para pipetas automaticas estériles..
-Polizéon desechable
-Portaobjetos.

-Tubos para centrifuga de fondo coHnico de 15 ml




C) REACTIVOS.

-Agua bidestilada.

-Azul tripano.

-Equipo de anticuerpos monoclionales anti-Ch/amydia trachomatis dirigidos
contra la proteina principal de membrana externa.

-Medio de cultivo MEM

-Medic de cultivo M-199

-Medio de cultivo RPMI-1640.

-Medic de transporte para clamidia 2SP. (ver apéndice)

-Metanol absoluto.

-Solucién salina balanceada de Hanks.

~Suero fetal de bovino

STRDSINEL. ..o e et

D) MATERIAL BIOLOGICO.
-Cepa de Chlamydia trachomatis serolipo Linfogranuloma venéreo Il

-Cepa de Chlamydia trachomatis serotipo Tracoma D (UW-3/Cx)..... ATCC.
~Célutas HelLa-229 (CCL 2.1).
-Células McCoy (CRL 1696)... .
-Céiulas U-937 (CRL 1593).........cooiiiiiiiiiiiiiinae e,

-Muestras de aspirado bronquial de pacientes atendidos en e! Instituto
Nacional de Perinatologia, Hospital Infantil de Peralvilo y en el Hospital
Infantii de Meéxico, ademas 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 a-229.

A cultivos celulares confluentes que fueran mantenidos en botellas de 25
cm2.se les elimind el medio de cultivo, se lavaron dos veces con solucién
salina balanceada de Hanks y finalmente se adicionaron 3 ml de tripsina.
Las botellas se incubaron a temperatura ambiente durante 60 segundos
hasta que las células tomaran forma redonda (observacidn microscépica),
en ese momento se elimind la tripsina y se agregaron 5 mi de medio de
cultivo MEM (Medio Minimo Esencial) suplementado con 10% de suero fetal
de bovino y antibiéticos (ver apéndice), posteriormente a la botella se le did
un fuerte golpe en un costado para despegar a las células y formar una
suspension celular Que fué distribuida en botelias nuevas (pase 1:2 o 1:3),
se adiciond medio de cultivo hasta completar un volumen final de 4 ml. Las

botellas se incubaron a 37°C en atmdsfera al 5% de CO5 hasta obtener una
monocapa celular confluente.

Para la preparacién de una microplaca de 24 pozos, una vez que fué
eliminada la tripsina se adicionaron 13 m! de medio de cultivo y un mi de
esta suspension celular fué depositada en cada pozo de ia microplaca a los
cuales previamente se les habia colocado un cubrecobjetos del No. 1 de 13
mm de diametro. Posteriormente la microplaca se incubd durante 24 horas

para la subsiguiente infeccidn con muestras clinicas de los pacientes a
estudiar.

Cuando se emplearon células HelLa-229, se siguid el mismo procedimiento

con el que se tripsinizan las células McCoy solo que se emplea medio
M-199 en lugar de MEM.



W) INOCULACION DE WMUESTRAS CLINICAS Y DE Chiamydis
trachomatis SOBRE CULTIVOS DE CELULAS McCoy Y Hela-229.

Las muestras clinicas y las cepas tipo de Chlamydia trachomatis fueron
descongeladas y agitadas durante un minuto con ayuda de un vortex.

A una microplaca de 24 pozos ya preparada con células McCoy o Hel a,
se le elimind el medio de cultivo de los pozos y se adiciond a cada pozo 500
ul de poli-L-lisina a una concentracidn de 10 ug/ml, posteriormente la
microplaca se incubé durante 10 minutos a temperatura ambiente, pasado el
tiempo de incubacidn se elimind 1a poli-L.-lisina y se adicionaron 300 ! de la
muestra clinica 6 100 ! de la cepa tipo de Chlamydia trachomatis por pozo,
cada muestra fué colocada por duplicado, asi como el control negativo.

La microplaca fué centrifugada a 3000 rpm durante una hora a
temperatura ambiente posteriormente, se elimind el sobrenadante y se
afadi® 1 ml de medio M-199 suplementado con cicloheximida (1 pg/ml),

SFB (10%) y antibidticos (ver apéndice). Se incubaron las microplacas a
37°C en estufa de CO durante 72 horas.

Pasado el tiempo de incubacidn se elimind el sobrenadante en
condiciones asépticas y se fijaron las células adicionando 300 ul de metanol
por pozo. Se recupers el cubreobjetos y se realizé el diagnostico mediante
tincién con anticuerpos anti-clamidia conjugados con fluoresceina.
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i) INOCULACION DE CELULAS U-937 CON UUESTRAS CLINICAS
PARA DETECTAR LA PRESENCIA DE C

Las muestras clinicas conservadas en medio de transpornte Z2sp se agitaron
durante un minuto mediante un vortex

A una microplaca de 96 pozos con fondo en U se le adicionaron 200 ul de
cada una de las muestras, cada muestra se estudid por triplicado, se

incluyeron como controles positivos las cepas tipo de Chlamydia trachomatis
Yy como control negativo medio de cultivo.

La microplaca fué centrifugada a 3000 rpm durante 15 minutos, se elimind
ol sobrenadante y se adicionaron 200 ul de una suspension de células U-
937 a una concentracion de 5 x 105 células/ml en medio de cultivo RPMI-
1640 suplementado con actinomicina D (1 ug/mli), SFB.(10%) y antibidticos
(ver apeéndice). Posteriormente la microplaca se centrifugd durante 8

minutos a 1500 rpm. Por ultimo, la micropliaca se incubd durante 72 horas a
37°C, en estufa con atmoéstfera de CO2 al 5%.

Pasado el tiempo de incubacion la microplaca se centrifugd a 1500 rpm
durante 10 minutos, eliminando el

sobrenadante. E!
recuperd para realizar frotis,

botdn celular se
los cuales fueron fijados con metanol para su

posterior tincidn con anticuerpos monoclonales ami-Chlamydia trachomatis
fluoresceinados.



V) DETECCION DE C. /!

POR INMUNOFLUORESCENCIA.

Cada laminilia fué tefhida con 25 ul de anticuerpos monocionales anti-
Chiamydia trachomatis fluoresceinados. Las laminillas fueron incubadas a
temperatura ambiente en

cAdmara himeda durante 20 minutos.
Posteriormente

las preparaciones fueron lavadas durante un minuto
empleando agua bidestilada, se elimind el exceso de agua y antes de que

secaran totalmente se afiadio una gota de liquido de montaje entre porta y
cubreobjetos. (18)

Se examind el area usando un mMmicroscopio de epifluorescencia con
objeativo de inmersion.

Se considerd como muestra positiva cuando fueron observados al menos
d90s cuerpos elementales o reticulares de color verde manzana brillante

contrastado con ef fondo por un color marrdn-rojizo de las células en
contratincion, (figura 1).
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DISENO ESTADISTICO.

Se determind la sensibilidad (8), {a especificidad (E), el valor predictivo
positivo (VPP) y negativo (VPN), potencia diagnoéstica (PD). indice de falsos
positivos (IFP) e indice de falsos negativos (IFN) de las células U-937 como
método de diagndstico en comparacion con el "estandar de oro®,

La sensibilidad: corresponde a la capacidad de la prueba para identificar
al microorganismo cuando esté presente en la muestra.

La sspecificidad: se define como la capacidad de la prueba para

reconocer ia ausencia del microorganismo cuando éste no esta presente en

la muestra.

€1 valor predi itivo: es Jla posibilidad de que la muestra
analizada sea positiva cuando el método de estudio la reporta como

positiva. la misma definicion se aplica en el valor predictivo negativo para

muestras negativas.(19)

in oi osti es sinénimo de confiabilidad.

Lap

La descripcién matemitica de estos parametros se define como sigue:



REFERENCIA
POSITIVOS  NEGATIVOS TOTAL
METODO ] POSITIVOS A B {A+B)
A PRUEBA | NEGATIVOS C D (C+D)
TOTAL A+C) B+D) (A+B+C+lj
-
EN DONDE:

A=TOTAL DE POSITIVOS POR AMBOS METODOS.

B=FALSOS POSITIVOS POR EL METODO A PRUEBA.

C=FALSOS NEGATIVOS POR EL METODO A PRUEBA.

D =TOTAL DE NEGATIVOS POR AMBOS METODOS.



’
§ = SENSIBILIDAD %S=(A/A+O)x lll']

E = ESPECIFICIDAD %E=({D/@B+D))x100
VPP= VALOR PREDICTIVO POSITIVO VPP=(A/(A+B)x100
VPN =VALOR PREDICTIVO NEGATIVO VPN=(D/(C +D))x100

PD = POTENCIA DIAGNOSTICA P=(A+D)/(A+B+C+D)x1iD

.
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RESULTADOS.

A) ASPIRADO BRONQUIAL.

Se estudiaron 21 muestras de aspirado bronquial de recién nacidos que
mostraron dificultad respiratoria y sin aislamiento a los patégenos mas
frecuentes de neumonia en las células McCoy y Hel.a para la busqueda de
Chlamydia trachomaltis.

Diez fueron de recién nacidos atendidos en el INPer, 9 del Hospital Infantil
de Peralvillo 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 transmision vertical se evidencié en uno de los recién nacidos del
INPer al demostrar que a ambos padres se les aislé Chlamydia trachomatis.

La inoculacion de estas muestras en células U-937, no detectd en ninguna
muestra la presencia de infeccidn por Chlamydia trachhomatis. (Tabla 1)
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TABLA 1.

DATOS CLINICOS

ASPIRADO BRONQUIAL

NEUMOMNA-SEPSIS

EDAD GESTACIONAL. (SEMANAS)
WNFECCIONES MATERNAS
CLAMIDIA (CELULAS McCoy)
CLAMIDIA (CELULAS U-937)

% POSITIVIDAD

FRECUENCIA DE AISLAMIENTO
UREAPLASMA

VSR

MICOPLASMA

INPer Peratvido [ 1]
10 9 2

1 3

1 1 1

8 5 -

31 33.7 39
5 8 1

2 1 o

o o [¢]
20.0 11.11 0.0
02 0.11 0.0
oW hhaad 4 neg
negativo negativo

negativo

Y DE LABORATORIO DE LAS MUESTRAS DE
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B) RASPADO CERVICOVAGINAL.

Se estudiaron 58 muestras cervicovaginales de las cuales 26 fueron de ia

cinica ds enfermedades de transmision sexual y 32 de 'a de esterilidad,
dstas fueron inoculadas en céiulas McCoy, Hela y U-937.

Los resultados obtenidos en células McCoy y HelLa mostraron que 7 de 26
muestras de pacientes de la clinica de enfermedades de transmisidn sexual
fueron paositivas, mientras que 1 de 32 pacientes con esterilidad fué positiva,
o que did un porcentaje de positividad del 27 y 3.1% respeclivamente.
(Tabla 2)

Al smplear las células U-937 se detectd la presencia de Chlamydia
trachomatis en 326 muestras de pacientes de ia clinica de E.T.5. con una
positividad del 11.5%; en tanto que en las muestiras de pacientes de
esterilidad se detectaron 3 positivas (9.4%). (Tabla 2)

PORCENTAJE DE AISLAMIENTO DE Chilamy EN
MUESTRAS CERVICOVAGINALES EN CELULAS McCoy ¥ U-937.

TWO DE CELULAS
PACIENTES

No. MUESTRAS

No. MUESTRAS FOSITIVAS
% POMTIVIDAD

FREC

DE AIS o

TABLA 2

McCoy
ET.S. ESTERILIDAD E.T.8.
26 32 26
ki 1 3
27 34 18
o027 0.03

.11

4-937

ESTERILIDAD

2

o4

coo
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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 de la
clinica de enfermedades de transmision sexuat.

Los resultados empleando ceélulas McCoy y Hel.a mostraron que 2/19
pacientes con esterilidad fueron positivos lo que representa el 10.52% de
positividad y una frecuencia de aislamiento de 0.10 en pacientes con
esterilidad, mientras que en pacientes de la clinica de E.T.S. en ninguno se
aisld Chiamydia trachomatis. (Tabla 3)

En las céiulas U-937 solo se detectd la presencia de clamidia en una

muestra de un paciente de esterilidad dando un porcentaje de positividad
del 5.3%.

TABLA 3

PORCENTAJE DE AISLAMIENTO DE Chiamydia trachomatis EN
MUESTRAS URETRALES EN CELULAS McCoy Y U-937.

THPO DE CELULAS MeCoy

u-837
PACIENTES ET.S. ESTERILIDAD E.T.S, ESTERILIDAD
No. MUESTRAS 2 19 2 19
NO. MUESTRAS POSITIVAS [} 2 [+] 1
% POSITIVIOAD oo 105 oo 53
FRECUENCIA DE AISLAMIENTO 0.0 0.1 00 Q.05



FIGURA 1: Céiulas McCoy infectadas con diferentes serolipos de Chiamydia trachomatis,
a) Célultas McCoy no inoculadas (control negativo). b) Células McCoy inoculadas con
Ci ia t [ de Li venéreo. c¢) Céiulas McCoy inoculadas
con Ci Vi is pr de Ti -

s




SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA LINEA CELULAR U-937 PARA
EL IAGNOSTICO DE ChH Y rach

Para demaostrar que la linea de células J-937 es susceptible a la infeccidn
se emplearon dos serotipos de clamidia

por Chlamydia trachomalis,
{Linfogranuoma venéreo 12/434 y Tracoma D/MUW-3Cx), la capacidad
inmunofluorescencia

infectiva de éstas dos cepas se evalud mediante
directa con anticuerpos monoclonales contra la proteina principal de
membrana externa. (Figura 2)

Los resultados mostraron que las ceélulas inoculadas con el serotipo de
tracoma presentaron una cantidad menor de cuerpos elementales e
inclusiones en comparacion con las células que fueron moculadas con el
serotipo productor de linfogranuloma venéreo, en este Ullimo serotipo se
observo un mayor numero de inciusiones y cuerpos elementales. Ademsas la
intensidad de la fluorescencia de las células U-937 infectadas con
linfogranulomna venéreo fué mayor, en comparacion con las infectadas con

tracoma. (Fig. 2)

" En cuanto al empleo de muestras clinicas se observd que las células U-
937 fueron incapaces de detectar Chlammydia trachomatis en muestras de
aspirado bronquial y de uretra (Tablas 4 y 6), mostrando una sensibilidad
del 0%, mientra que [a especificidad fué del 100% y 94.7% respectivamente.

(Tabia 7)

En el caso de muestras cervicovaginales sélo 2/3 positivas correlacionaron
dentro de las 8 muestras positivas por células McCoy (Tabla 5), o que did
una sensibilidad del 25% y una especificidad del 92.0% (Tabla 7).



FIGURA 2: Células U-937 infectadas con diferentes i de Chl z t.
a) Células U-937 no inoculadas (control negativo). b) Células U-937 moculadas con Chlamyma
trachomatis productor de Linfogranuloma venéreo. c¢) Células UU-837 inoculadas con Chlamydia
trachomatis productor de Tracoma. d) Inclusion de Chlamydia trachomatis en célula U-937.
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TABLA-4

NUMERO Y PORCENTAJE DE MUESTRAS DE ASPIRADO BRONQUIAL QUE FUERON
POSTITVAS Y/O NEGATIVAS PARA LA PRESENCIA DE Chi
EMPLEANDO NCIA CELULAS U.937 ¥ McCsy.

MirCoy POR INMUNOFLUORESCENCIA

+¢%e) - (%) TOTAL (%w)
CELULAS U.-937 POR [30] o ®@0) o@Dy * o®@D)
INMUNOFLUORESCENCIA () 314MH°°  1m@sn 21 o)
TOTAL 3ed) 1m@s.n 21 (100)

* FALSOS POSITIVOS
«* FALSOS NEGATIVOS




TABLA-S

MNUMERO Y PORCENTASE DE MUESTRAS DE RASPAD O CERVICOVAGINAL QUE FUERON

POSITIVAS Y0 NECATIVAS PARA LA PRESENCIA DE Chiawpdis

EMPLEAND O INMUNOFLUORES CENCIA SOBRE CELULAS U-937 ¥ MsCeoy.

McCey POR INMIUNOFLUORESCENCIA

+ (W) - () TOTAL (%)
CELULAS U937 POR [ 204> 4, «as3)
FMUNOFLUORESCENCIA (3 A0 STV 32 W9 .5S)
TOTAL s(13m) 8 (us_2) sa (100)

* FALSOS POSITIVOS

¢* FALSOS NEGATIVOS
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TABLA6

MUMERO Y PORCINTAJE DE MUESTRAS DE RASPADO URETRAL QUE FUERON
POSITIVAS Y/0O NEGATIVAS PARA LA PRESENCIA DE Chlamydia troche metis
EMPLEAND O INMUNOFLUORES CENCIA SOBRE CELULAS U937 Y McCeoy.

e Coy POR INMUNOFLUORESCENCIA.

+ (o) () TOTAL ()
CILULAS U937 POR © 0 @o) 148 1B
DMNUNOFLUORESCENCIA. () 2005)**  1s@sD mEsn
TOTAL 2¢95) 19 O.S) 20 (00 8)

*FALSOS POSITIVOS

**FALSOS NECATIVOS



VALOR PREDICTIVO POSITIVO Y VALOR PREDICTIVO NEGATIVO

Se determind el valor predictivo positive 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 fas
muestras de raspados uretrales el valor predictivo positivo fué de 0.0%,

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

El valor predictivo negativo mostré para

las muestras de aspirado
bronquial

y uretrales un wvalor 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 diagndstica en las muestras de raspado cervicovaginal fué del

83.0% en tanto que para las muestras de aspirado bronquiatl y raspado
uretral fué del B6%.
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TABLA 7

SENSIBILIDAD ¥ ESPECIFICIDAD DE LA LINEA CELULAR U937 £ EL DIAGNOSTIOD
OE Chiawvydiin trechomenis

TEO DE MRS TRA CERWICAL IRASP ADO

SENDEBAS e % 268 % s %
ESFECIRCIBAD R % =% "%
VAL OR FRESIC TIWO POMITIWO [T 1A PDIW ~.%
WAL OR FREDICT (VO MEGATIWO -7 % - 0%
POTERCIA MAGHOSTICA T % 8% KT %
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DISCUSION.

La infeccidn por Chlamydia trachomatis constituye uno de los problemas
mas frecuentes de enfermedades de transmision sexual a nivel mundial. La
importancia de realizar una deteccion temprana de la infeccidn radica en
evitar las serias secuelas reproductivas que puede producir

este
microorganismo.

La neumonia causada por Chlamydia trachomats es una enfermedad
limitada principaimente a infantes menores de 6 meses de edad. Datos
epidemioldgicos disponibles sugieren qQue el tracto respiratono de nifios
mayores y adultos no es un ambiente apropiado para C trachomatis. (20}

Palacios-Saucedo y cols, en 1989 (21 reportaron que los microorganismos
aislados con mayor frecuencia como causantes de neumonia en neonatos
atendidos en el INPer fueron Chlamydia trachomats
Enterobacterias (11.9%). Staphylococcus sp. (11.9%), Estreptococos del

(16.7%);
grupo B (7.1%). Ureaplasma urealyticum (4.8%) y Listena monocytogenes
(2.4%).

En este trabajo se encontrd que los neonatos se hallaban con neumonia y
sépsis polimicrobiana, encontrandose como agentes
frecuentes a Staphylococcus aureus 5S0%, S. epiderrmidis  A0%,

Pseudomonas spp. 20%, Candida spp. 20%, Chlamydia trachomatis 14.3%,
Micrococcus spp. 10%, E. faecalis 10%, E.

faecicurmn 10%, Klebsiella
pneumoniae 10%, Enterobacter spp. 10%.

causales mas

Los resultados obtenidos en este estudio acerca del aislamiento de
Chiamydia trachomatis en aspirados bronquiales de

recién nacidos
mediante el cultivo de células McCoy ftué del 14.3%, de éstas el 20% eran
del

iINPer vy 11% del! Hospital Infantl de Peralvillo. La frecuencia de
aisiamiento obtenida se encuentra por debajo de los datos reportados en la
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literatura, los cuales estiman que clamidia esta presente entre el 20 y el
30% de los casos de neumonia en recién nacidos.

Un aspecto interesante fué el demostrar una transmisién vertical en un
recién nacido al detectar la presencia de Chlamydia trachomatis en ambos
padres, ademas la madre durante el embarazo presertd cervicovaginitis a
infecciones en vias urinarias originando con esto diversas infecciones
utero” causadas por estafilococo, pseudomonas y clamidia.

in

En los recién nacidos de madres infectadas, se ha descrito que del 25 al

50% de ellos desarroilan infecciones oculares y del 10 al 20% presentan
neumonia por clamidia. (22)

El preserte estudio reveld que las ceélulas U-937 es una linea cealular no
sensible para identificar a Chlamydia trachomatis en aspirado bronquiat,

debido a que no se logrd aislar este microorganismo en ninguno de los
casos.

En términos generales el estudio de muestras procedentes de las vias
respiratorias altas o bajas, presentan en la practica un mayor grado de
dificultad para establecer el diagndstico por cultivo o por métodos directos,
ia literatura reporta una sensibilidad del 33% y una especificidad del 88.7%
para la inmunofluorescencia aplicada en forma directa sobre muestras de
este tipo.(23 1o cual nos da una referencia del grado de dificuitad que
representa el manejo de este tipo de muestras, esto posiblemente se deba a
una baja concentracidn de cuerpos elementales de clamidia en la muestra, &

a una alta carga microbiana y/0 a la presencia de sustancias toxicas para
10s cultivos celulares o para la clamidia.

En cuanto a las infecciones cervicovaginales causadas por Chlamydia
trachomatis se estima que del

15 al A0% de las mujeres desarrollaran
enfermedad pélvica

inflamatoria (EPIl) y como consecuencia de este
padecimiento se puede producir la cicatrizacién intraluminal y extraluminal,
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lo que provoca finalmente esterilidad. Por otro lado las mujeres con EPI
confirmada pueden padecer de infertihdad (20%), dolor pélvico prolongado
{18%), embarazos ectdpicos (9%). Se ha descrito cierta asociacion entre la
infecciéon por clamudia y el riesgo incrementado de endometnitis postparto,
prematurez y bajo peso al nacer. (22)

En el presente estudico se demostré que el 3.1% de las pacientes con
esterilidad y 27% de las pacientaes atendidas en la clinica de enferrmedades
de transmisidn sexual fueron positivas para el aislamiento de Chlamydia
trachomatis, cuando se emplearon células McCoy, mientras que al emplear
las células U-937 se encontrd que el método presentd una baja sensibilidad
ya que solo detectd 2/8 muestras positivas por células McCoy, 1o que pudo
deberse a una baja concentracion de cuerpos elementales en ia muestra, o
que el desarrollo de la clamidia fuera inhibido por alguna sustancia
secretada por los macréfagos como lisozima o TNF .

Narcio cols. (1989) (1) han descrito Que la prevalencia de Chlamydia
trachomatis en mujeres con cervicitis es del 9 8%, este porcentaje fué menor
que el que se obtuvo en este estudio, sin embargo la sensibilidad y la
especificidad del método que utilizaron Narcio y cols es del 70% y de 95%
respectivamente (técnica inmunoenzimatica).

Bustos y cols. (1995) (24) detectaron C. trachomatis en mujeres con
esterilidad con una frecuencia de 18.42%, mientras que en este estudio fué
del 3.1% a pesar que en ambos estudios se empled cultivo en células
McCoy, la diferencia radica posiblemente en el nimero de pacientes
estudiadas.

Aungqgue las complicaciones por la infeccion de Chlamydia trachomaltis son
menos importantes y comunes en hombres que en mujeres, C. trachomatis
es la causa principal de epididimitis entre hombres menores de 35 afos,
resultando esto en una morbilidad significativa en términos de sufrimiento
humano y pérdida de salarios.(22)
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Pocos estudios sobre la prevalencia de Chlamydia trachomatis en
hombres han sido reportados, se describe que entre el 15 y el 20% de los

pacientes de la clinica de E.T.S muestran la infeccibn por este
microorganismo y del 3 al 5% son jbvenes asintomaticos.(22)

En este estudio la prevalencia de infeccion por Chiamydia trachomatis de
pacientes con esterilidad fué del 10.5% cuando se utilizaron células McCoy.

El empleo de células U-937 con muestras de raspado uretral comparado
con el método de referencia, reveld que el método no es sensible para

detectar la presencia de Chlamydia trachomatis en este tipo de muestra
debido a que no detectid

la presencia de clamidia en ninguna de las
muestras analizadas.

Los macréfagos peritoneales de ratdn (MPR) pueden ser un medio de
conservacion y propagacién de cepas de clamidia principalmente la del
linfogranuloma venéreo (10.12) | os 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 serotipos.

Kuo demostré que los MPR tienen baja eficiencia para la produccion de
inclusiones intracelulares (observadas por tincion de Giemsa) a diferencia
de las células Hel.a, lo cual sugiere que l10s mecanismos bactericidas que
estas ceélulas poseen, son capaces de eliminar un alto porcentaje de
cuerpos elementales, este puede ser el caso cuando se emplea el serotipo

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

Register y cols en 1987 (25) demostraron que
polimorfonucteares (LPMN) humanos al ser inoculadas con cuerpos
elementales de clamidia son capaces de destruir entre el 80 y el 95% de ios
cuerpos elementales en un lapso de 10 horas lo cual pone de manifiesto
que este microorganismo es susceptible a los mecanismos bactericidas de

fos leucocitos



estas células fagociticas. Aunque, 10s monocitos y macréfagos muestran
una actividad bactericida similar a la de los LPMN, hay dferencias en
cuanto al tiempo de respuesta, que es de horas para los macréfagos en
comparaciéon con unos Pocos minutos para los LPMN.(28) L os monocitos
poseen significativamente menos mieloperoxidasa (MPQ) que los LPMN vy
o macrdfagos carecaen por completo de esta enzima ya que dentro de los
sistemas bactericidas que han sido descritos como limitantes en el
desarrolio de infecciones por clamidia podemos citar al sistema de la MPO,
esto Nos lleva a preguntarnos si este hecho facilita \a proliferacion de 1a
clamidia dentro del macrdfago, ya que las fases tardias de la generacidn de
oxidantes no tienen lugar en sus fagohsosomas, esto puede explicar su
actividad bactericida ligeramente menor para muchas especies bacterianas
y fungicas. Segun Sundstrom y Nilsson (1976)('3) 1as células U-937 no
poseen peroxidasa la cual se encuentra presente en MOoNoCitos normales

mientras que los monocitos malignos pierden la actividad de \a peroxidasa,
io que podria favorecer el desarrollo de clamicha en este tipo de células

Manor y Sarov (1986) 27) reportaron que ios macrofagos derivados de
monoacitos de sangre periférica humana cultivados durante un periodo mayor
de 7 dias no fueron capaces de destruir el serotipo de linfogranuloma: sin
embargo. Yong y cols. en 1987 (28) demostraron que estas células cuando
son cultivadas de 8 a 21 dias eran capaces de matar el serotipo productor
de tracoma, no asi al serotipo productor de LGV. Los estudios
ultraestructurales sabre la interaccion macréfago-clamidia sugiere que la

fusidn fagolisosomal ocurre cuando la clamidia ha sido destruida, y falla
cuando la clamidia aun sobrevive.

Recientemente Numazaki y cols (1995} () estudiaron la replicacidn de
Chilamydia trachormatis y C. pneumoniae en ia \inea celular monocitica
humana U-937, obsevando que 105 mMonocitos MonNonucieares son capaces
de destruir a C. pneumoniae mientras que el serotipo Lo es capaz de
producir una persistente infeccidn créonica en las células U-937, 1o que nos
lleva a pensar que si son capaces de mantener a la clamidia viable y en
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replicacidén, por lo que esta linea celular puede uulizarse en el método
diagnostico.

€! porcentaje tan elevado de falsos negativos en el cultivo de celulas U-
937 interpretado por inmunofluorescencia fepercute en una baa
sensibilidad de la técnica sugiriendo que la mayoria de 105 cuermpos
elementales fagocitados por los macrofagos fueron imposibitados para
desarrollarse dentro de estas células., en ninguno de

los pacientes se
detectaron signos de linfogranuloma venéreo o tracoma indicando que la

infeccién por Chlamydia trachomatis fué provocada por otro serotipc de
ésta, el cual posiblemente sea menos
bactericidas de las células U-937 por 10 tanto no hubo desarrollo ni
geteccion de ia clamidia por éste método

resistente a los mecanismos

Varios factores pueden provocar que Chlamydia trachomatis no crezca en
las células U-937 como es la presencia de citocinas, por ejemplo. Sheme-
Avni y cols. en 1988 (29) utitizaron Factor de Necrosis Tumoral atfa (TNF-a)
humano recombinante y células Hep-2, enconmtrando que el Factor de
Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) y el interferon gama (INF-y) pueden actuar

sinérgicamente para inhibir la replicacion de C. trachomatis, sus estudios
mostraron cierta bioactividad del

TNF-a contra la replicaciobn de C.
trachomatis aun a una concentracion de 200 pg/mi particularmente si se

hallaba presente el IFN-y. En 1989 Williams y cols.(30) demostraron que el
TNF-a en concentraciones de 10 U/ml o mas es citotdxico para las células
infectadas por la clamidia, ademas proponen que el TNF-a podria actuar ya
sea limitando 1a replicacion de C. trachomatis en las células huésped o por
lisis de las células infectadas. Las células U-937 poseen receptores de alta
afinidad por el TNF-a en su membrana (31), en un estudio realizado
recientemente por Zamora Ruiz (1997) (32), se demostré que en presencia
de lipopolisacarido bacteriano las ceélulas U-937 son capaces de producir
TNF-a, tomando en cuenta los trabajos de 10s autores amntes mencionados
es probable que con la presencia del lipopolisacarido de la clamidia las
células produjeran TNF-a y este tuviera efecto bactericida evitando con esto



ol gdesarrolio y la propagacion de |a clamidia en las células y por o tanto su
dmteccion.

En cuanto a los falsos positivos pudieron deberse a que las células U-937
muestran receptores para la region Fc de las inmunogiobulinas por 1o que
los anticuerpos monocionales anti-Chlamydia trachormatis pudieron unirse a
oste llegandose a confundir con las inciusiones de \a clamidia, por 1o tanto
se sugiere que previamente se biogqueen l0s receptores con un "pool” de
sueros humanos antes de la adicion de 10s anticuerpas monocionales.

Los antecedentes mencionados asi como nuestros resultados sugieren
que la inoculacidn de células U-937 con muestras clinicas como aspirado
bronquial raspado cerfvicovaginal y raspado uretral para detectar ia
presancia de Chlamydia trachomatis es un sisterna que tiende a presentar
baja sensibilidad aphcado como métode de diagndstico, sin embargo et
cultivo en macrdfagos (excepto macrdfagos alveolares maduros) ha sido

descrito como un sistema funcional para la conservacion de cepas, asi como
un modelo para el estudio de los mecani i

ir ificos e la inf id
por Chiamydia trachomatis (4. 10. 12, 28, 33, 34)




CONCLUSIONES.

En base a los resultados obtenidos en este estudio se concluye 1o siguiente:

. Se establecieron las condiciones de cultivo de la linea celular U-937 para
lograr la infeccidn con las cepas tipo de Chlamydia trachomatis.

. Se comprobt que 1as células U-937 son mas susceptibles a la infeccion por
el serotipo de Linfogranuloma venéreo que por el de Tracoma.

. La linea celular macréfago-monocitica U-937 no es Gtil para el diagndstico
de Chlamydia trachommatis en muestras uretrales y aspirado bronquial.

. La linea celular macréfago-monocitica (J-937 no muestra una sensibilidad
mayor del 28% para detectar la presencia de clamidia en las muestras de

raspado cervicovaginal por lo que no es (il para el diagnostico de Chiamydia
trachomatis en este tipo de muestras clinicas.

Las células McCoy siguen siendo el “estandar de oro” para el diagnéstico de
irfecciones por Chiamydia trachomatis por

su susceptibilidad a este
microorganismo.



PROPUESTAS.

Debido a! aumento de infecciones por clamidia se debe seguir buscando
métodos rapidos qQue nos permitan identificar al! microorganismo y que
muestren gran sensibilidad y especificidad, y que ademas puedan ser utilizados
con cualquier tipo de muestra, ias lineas celulares son Gtiles para esto, aunque
on este estudio las células U-937 no tuvieron la sensibilidad y especificidad
requerida, mostraron la capacidad para mantener el crecimiento de cepas tipo
de Chilamydia trachomatis, 1o que permitird su uso para el estudio sobre ios
mecanismos bactericidas del macrdfago, interaccidn de citocinas, asi como
conocimiento de 10s mecanismos de evasibn Que presentan estas bacterias.

Con todo esto se propone seguir investigando diferentes lineas cetulares para
el diagndstico de Chlamydia trachomatis, asi como emplear las células U-937

para estudio sobre la respuesta inmune inespecifica contra Chlamydia
trachomatis.
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APENDICE )

RECOLECCION DE MUESTRA.

La identificacion confiable de Chlamydia trachomatis a partir de muestras
obtenidas en la clinica, requiere una estrecha colaboracibn entre ésta y el
laboratorio. Las muestras deben ser tomadas con cuidado, y transportadas en
condiciones optimas. La ineficacia en los procedimientos clinicos, o en los
microbioldgicos, puede propiciar resultados de laboratorio imprecisoes.

En términos ideales, el tiempo transcurrido entre 1a obtencidn de la muestra y
la inoculacién en el sistema de cultivo debe ser minimo.

En el sexo femenino, las zonas que con mayor frecuencia se muestran son el
chrvix y el uGtero, e! area de crecimiento de clamidias es la unién
escamocolumnar del canal endocervical. Es esencial una buena exposicion del
cérvix, por tanto la paciente debe ser examinada en la posicibn de litotomia,
auxiliAndose de un espejo bivalvo. Para obtener una muestra cervical se
requiere previamente la remocién del exceso de moco presente en el canal
endocervical, valiendose para ello de un hisopo de algodoén, un segundo
hisopd de algodén es rotado firmemente en la zona para obtener células
epiteliales columnares o cuboidales. Debe evitarse la contaminacién con
células epiteliaies procedentes del ectocérvix. Recientemente ha sido
implementado el uso de un cepillo citolégico (Syva Company) para la
recoleccion de muestras del endocérvix en mujeres no embarazadas. éste ha
resultado ser mas eficiente en ia coleccion de células epiteliales columnares. Eil
hisopo se deposita en un recipiente adecuado con medio de transporne 2SP.



En los varones, {as muestras uretrales pueden ser obtenidas por medio de un
hisopo uretral, que es insertado dentro de la uretra aproximadamente 4 cm,
depositando el hisopo en medio de transporte 2SP. Si se sospecha de
epididimitis, se puede tomar un aspirado del epididimo aplicando anestesia
local, inyectando solucion salina estéril y retirando el fluido.

En el caso de neumonia infantil se toma aspirado bronquial de acuerdo a la
técnica aceptada intemacionalmente empleando laringoscopio con hojas del
No. O y 1, de acuerdo a la edad gestacional y peso dei paciente, canulas
endotraqueales No. 12, 14 y 16 (2.5, 3 y 3.5 French), de polivinilo, para el
diagnastico de clamidia se toman aproximadamente 3 mi de aspirado bronquial.

E! transporte de las muestras al laboratoric debe hacerse dentro de las 24
horas siguientes, periodo durante el cual las muestras se conservan a 4°C.
Cusndo se les va a tener por mas tiempo las muestras deben conservarse
entonces a -70°C.()



APENDICE ¥

PREPARACION DE REACTIVOS

MEDIO 28p
Sacarosa 68.460 g
K2 HPO4 2.0089g
KoHPO4 1.088 g
Agua destilada 1000.0 mi

En un frasco limpic y seco con capacidad de un litro disolver todas las sales,

ajustar @ pH 7.0 y aforar a un litro con agua destilada. Esterilizar en autocltave
& 110° C por 20 minutos.

Adicionar:

Suero bovino 5 %
Estreptomicina 50 ng/mi
Vancomicina 100 pg/mi
Nistatina 25 pg/mi

Distribuir 2 ml en viales de 3 mi con tapén de hule estériles. Conservar a 4° C
hasta por un mes.




TRIPSINA 1x

Tripsina S5x 10mi
Solucién salina balanceada de Hanks S0 mt
HNaCO> para ajustar a pH 7.8

En un frasco estéril se coloca la solucion de Hanks y [a tripsina, se ajusta el pH
con una solucion de bicarbonato de sodio.

MEDIO MINIMO ESENCILAL (MEM) PARA MANTENIMIENTO DE CELULAS

McCoy
MEM 1x 100.0 mi
Suero fetal de bovino 10.0mi
L-Glutamina 100x 1.0mi
Gentamicina 10 pg/mi
Streptomicina 50 ug/mi
Anfotericina B 2 pg/mi

Se mezclan los componentes, se esterilizan por filtracion en membrana de 0.22
1 de poro. y se conserva en refrigeracion a 4° C.



i EN CELULAS McCoy

MEM PARA AISLAMIENTO DE C.

MEM 1x 100.0 m¢
Suero fetal de bovino 10.0mi
L-Glutamina 100x 1.0mi
Gentamicina 10 ug/mi
Streptomicina S50 ug/mi
Anfotericina 2 ug/mi
Cicloheximida 1 pg/ml
Glucosa 0.524%

Se mezclan los componentes y se esterilizan por filtracion en membrana de
0.22): de poro. Conservar en refrigeracién a 4° C para su uso inmediato.



MEDIO DE CULTIVO RPMI-1840 (SIGMA)

Agua desionizada 1000.0 ml

Praparacidn: En un vaso de precipitado de un litro disolver el medio en 200 ml
de agua desionizada. Adicionar el resto de agua. Esterilizar por filtracion en
membrana de 0.22;1 de poro. Distribuir en frascos de 100 ml y conservar a 4° C
para su uso inmediato y a 70° C hasta por un afo.

Afadir inmediatamente antes de su uso:

Vitaminas (100X) 1.0ml
Aminoacidos no esenciales (100X) 1.0ml
Piruvato de sodio (100X) 1.0mi
L-Glutamina (100X) 1.0m|
Antibidtico-Antimicotico (100X) 1.0mi

Suero fetal de bovino se agrega de !a siguiente manera dependiendo de su
uso:

Medio de crecimiento: igual Que el anterior adicionado con suerc fetal de
bovino a una concentracion final de 10%.

Medio con actinomicina-D: Igual que el anterior adicionado con actinomicina-0O
a una concentracion final de 1 ug/mi.
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RPMI-1840 PARA AISLAMIENTO DE C. i i

Y EN CELULAS U-937.
RPMI-1640 100.0m}

Suero fetal de bovino 10.0 ml

L-Gilutamina 100x 1.0mi

Gentamicina 10 png/mt

Streptomicina 50 pg/mil

Anfotericina 2 ng/mi

Actinomicina D 100 pg/mi

Glucosa 0.524%

Se mezclan los componentes y se esterilizan por filtracidn en membrana de
0.2211 de poro. Conservar en refrigeracién a 4° C para su uso inmediato,

AZUL TRIPANO

Azl tripano 209
solucion salina 0.85 % 1000.0 ml
Colocar el colorante en un vaso de precipitados agregar 200 mi de solucion
salina y disolver el colorante perfectamente, adicionar el resto de la solucién
salina. Distribuir a razon de 10 ml en frascos ambar con tapdn de rosca.

Guardar en refrigeracidn hasta por seis meses, descartar si se observa
precipitado.

Para preparar la sofucién de trabajo se diluye 1:10 en solucién salina 0.85%.
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